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Changes in the C-Cells o/the Rat Thyroid in Hyper- and Hypoealcemia 
Histochemical, Electron-microscopic and Radioautographic Results 

Summary. Morphologic changes of the C-cells of 148 Wistar-rats were investigated by 
histechemical, cytophotemetric and autoradiographic methods, and by electron microscopy. 
We studied normal animals aged 8 weeks to 2 years, acute or chronic hyper/hypocalcemic ani- 
mals and animals fed with high/low calcium diet. 

Spectrophotometric measurements in vitro with purified porcine calcitonin favour the 
assumption that PFA-PIC-staining makes possible the quantitative demonstration of cMci- 
tonin in the C-cells. On comparing the different experimental groups of animals a reduction of 
calcitonin content in C-cells was found in hypercalcemic animals. Increasing degranulation, 
seen by electron microscopy, corresponded with this finding. The calcitonin content was 
augmented in chronic hypocaleemic animals (because of parathyroidectomy). Bigger granules 
and lysosomes (Autephagolysosomes) were found electron optically. The number of C-cells 
increased in aged Wistar-rats until the appearance of C-cell-adenomas. The mitotic activity of 
C-cells found by 3H-thymidin-autoradiography did not correspond with the level of serum 
calcium. The mitotic activity was intensified in animals fed with a low calcium diet; it 
diminished in chronic hypercalcemia. These findings are discussed concerning the regulation of 
calcium homeostasis. 

Zusammen]assung. Bei insgesamt 148 Wistar-Ratten wurden die morphologisehen Ver- 
~nderungen der C-Zellen mit histoehemischen, cytophotometrischen, elektronenmikroskopi- 
schen und autoradiographisehen Methoden beurteflt. Untersueht wurden normale Tiere im 
Alter von 8 Wochen bis 2 Jahren und Tiere mit akuter oder chroniseher Hyper- und 
Hypocalci~mie sowie nach caleinmreieher und ealciumarmer Di~t. 

Aufgrund spektrophotemetrischer Messungen mit gereinigtem Sehweinecaleitonin in vitro 
wurde die Perameisens~ure-Pseudoisoeyanin (PFA-PIC-)-F~rbung als histochemiseh quanti- 
tativer Caleiteninnaehweis in C-Zellen angesehen. Der Vergleich der Versuchsgruppen ergab 
bei hyperealci/i, misehen Tieren eine zunehmende Verminderung des Calcitoningehaltes der 
C-Zellen. Dem entsprach elektronenmikroskopisch eine zunehmende Entgranulierung. Bei 
chronischer ttypoealei~mie (naeh Parathyreoidektomie) war der Caleitoningehalt erhSht. 
Elektronenmikroskopisch wurden grSl~ere Granula und aul~erdem lysosomale K6rper (Auto- 
phagolysosomen) beobachtet. Die Anzahl der C-Zel]en nimmt bei der Wistar-l~atte mit dem 
Lebensalter bis zum Auftreten yon C-Zelladenomen zu. Der Markierungsindex von C-Zellen 
in Auteradiogrammen mit 8tt-Thymidin war der I-IShe des Serum-Calcium-Spiegels nieht 

* Mit Unterstfitzung dureh die Deutsche Forsehungsgemeinschaft. 
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korreliert. Die Teilungsaktivitgt war bei cMciumarmer Di~t stark erhSht und bei chronischer 
Hypercalci~mie vermindert. Die Ergebnisse werden in Hinblick auf die Regulation der 
Calcium-Homoiostsse diskutiert. 

Die cMcitoninbildenden C-Zellen der Si~ugetierschilddriise sind heute morpho- 
logisch sowie cytochemisch ausreichend definiert und gegen das thyroxinbildende 
Follikelepithel abgrenzbar (Lit. : Pearse, 1968). Der hypocalci~mische Effekt yon 
Calcitonin konnte in zahlreichen Tierversuchen zuerst yon Copp u. Mitarb. (1962) 
nachgewiesen werden. Ein Anstieg der Plasma-CMciumkonzentration ffihrt zur 
Freisetzung yon Calcitonin. Obwohl damit ein zweites t~egulationsprinzip der 
CMcinmhomoiostase entdeckt worden war, ist die Bedeutung des Calcitonins 
insbesondere fiir den Menschen noch weitgehend ungekli~rt. 

In  der menschlichen Pathologie gibt es bisher nur eine Erkrankung, bei der 
StSrungen des Calciumstoffwechsels nachweislich durch eine pathologisch ver- 
/~nderte Calcitonin-Sekretion verursacht sind. Es handelt sich um seltene F/~lle yon 
medulli~ren Schilddrfisencarcinomen, die aus C-Zellen der Schilddriise (Williams, 
1966) aufgebaut sind und sowoh] sporadisch Ms auch dominant erblich - - u . U .  
zusammen mit Phi~ochromocytomen - -vorkommen.  Das klinische Bitd kann durch 
ein HypercMcitonin-Syndrom mit schweren hypocMciiimiebedingten Tetanien 
gekennzeichnet sein. 

Die Faktoren, die unter physiologischen Bedingungen die Hormonproduktion 
und das Wachstum der C-Zellen steuern, sind noch weitgehend nnbekannt. 
Morphologische Untersuchungen hierzu sind erst mSglich geworden, seitdem 
zuverl~tssige Darstellungsmethoden ffir die C-Zellen gefunden wurden (Solcia und 
Sampietro, 1968), die auch gfickschlfisse auf die Zellfunktion erlauben. 

Im Anschlu~ an vorwiegend analytisch-cytochemische Untersnchungen yon 
C-Zellen verschiedener Si~ugetiere (Lietz und Zippel, 1969) soll in dieser 
morphologischen Studie an der Ratte versucht werden, strukturelle und cyto- 
chemische Veri~nderungen der C-Zellen bei experimentellen StSrungen des CMcinm- 
stoffwechsels zu erfassen. Dabei wird insbesondere auf die Problematik des 
cytochemisch-quantitativen CMcitoninnachweises eingegangen und erstmals der 
Versuch gemacht, auch Ver£nderungen des numerischen Zellwachstnms auto- 
radiographisch zu erfassen. 

Untersuchungsgut und Methodik 

Die Untersuchungen wurden an 98 weiblichen Wistar-Ratten mit einem KSrpergewicht 
(KG) yon 100--200 g, auBerdem an 50 unbehandelten Wis~r-Rat~en beiderlei Geschlechts 
im Alter yon 8 Wochen bis 2 Jahren durchgefiihrt. Es wurden 6 Versuchsgruppen gebildet: 

Gruppe 1. (Akute Hypercalcidmie.) 17 Tiere (KG 150--200 g) erhielten 0,1 g C~++/kg KG Ms 
10% Calciumgluconatl6sung i.p. T5tung der Tiere in Chloroformnarkose nach 4 Std, sofern 
nicht friiher der Tod eintrat. 

Gruppe 2. (Akute Hypocalciiimie.) 14 Tiere (KG 150 200 g) erhielten 1 g/kg ~_~hylen- 
diamintetraessigs/~ure (Titrilolex 1~) als 5 % w~grige L6sung i.p. Alle Tiere starben 15 45 rain 
nach der Injektion. 

Gruppe 3. (Chronische Hypercalc#imie.) 17 Tiere (KG 100 200 g) erhielten l0 Tage lang 
t~glich 0,1 nag Dihydrotachysterol (AT-10 R) per SchIucksonde. 

Gruppe 4. (Parathyreo#lJctomie.) 15 Tiere (KG 100 120 g) wurden in Athernarkose mit 
einem erhitzten Draht parathyreoidektomiert. Nach 3 Wochen wurden mehr als zwei Serum- 
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Calciumanalysen durchgeffihrt. Tiere, bei denen kein Wert hSher als 9,0 mg- % lag, wurden 
als erfolgreich operiert angesehen. TStung der Tiere nach 4--6 Woehen. 

Gruppe 5. (Calciumreiche Digt.) 15 Tiere (KG 100--120 g) erhielten 6--8 Wochen lang 
eine SpezialdiEt (Altromin) mit einem Caleiumgehalt yon 4,9 % und demineralisiertes Wasser 
ad libitum. 

Gruppe 6. (Calciumarme Digt.) 20 Tiere (KG 100--120 g) erhielten 6--8 Woehen lang eine 
SpezialdiEt (Altromin C1710) mit einem Caleiumgehalt von 0,08% und demineralisiertes 
Wasser ad libitum. 

Jede Gruppe schliel~t 5 unbehandelte bzw. scheinoperierte Kontrolltiere ein. 

Die Tiere der Gruppen 1 4  und  alle Kontrol l t iere  erhielten eine Standard-  
digt (Altromin-R, Ca-Gehalt  1,4%) und  Leitungswasser ad l ibi tum. Bei allen 
Tieren wurde zum Versuchsende der Serum-Ca]ciumwert bes t immt  (flammen- 
photometrische Bes t immung  aus dem Venenblu t  des Orbita]plexus). Nach TStung 
der Tiere in  Chloroformnarkose wurden die Schilddriisen e n t n o m m e n  und  
histologisch aufgearbeitet .  Folgende F/~rbungen u n d  histochemisehe Verfahren 
wurden  in  dieser Un te r snchung  angewandt :  Toluid inblau  p t I  5,0 naeh HC1- 
I tydrolyse ;  Alcianblau,  Aldehydfuehsin,  H/ imatoxyl in-Chromalaun-Phloxin  und  
Pseudoisocyanin (PIC) naeh Oxydat ion mit  Perameisens~ure (PFA) ; Carbodiimid- 
Reaktion.  Alle methodischen Angaben  l inden  sich in  unserer  vorausgegangenen 

Arbeit  (Lietz und  Zippel, 1969). 

~arbsto[lreaktionen mit gereinigtem Schweinecalcitonin ( TCT) in vitro. 8 MRC Einheiten 
TCT 1 wurden mit 1 ml PerameisensEure (PFA) l0 rain versetzt, danaeh das Gemisch mit 2 n 
NaOH unter Kfihlung neutralisiert. Verschiedene Konzentrationen dieser LSsung wurden mit 
konstantem Volumen einer 10-4m Di-Chlor-Di-Athyl-Pseudo-isocyaninehlorid-(PIC) 2- 
LSsung in Wasser versetzt. Das Absorptionsspektrum wurde im Leitz-Unieam-SpektrMphoto- 
meter gemessen, die Lichtabsorption bei 578 m B im Eppendorf-Photometer. 

Als Modell histologischer PrEparate dienten Ausstriehe einer Caleitoninl5sung, welche wie 
histologische Priiparate fixiert, dehydriert und mit der HC1-Toluidinblau-Methode nach 
Hydrolyse sowie mit der Perameisens~ure-Pseudoisoeyanin-Methode (~ PFA-PIC-Methode) 
gefErbt wurden. 

Cytophotometrische Auswertung der PFA-PIC-Methode. Schilddriisen aus den Gruppen 1, 
4 und 6 wurden mit je einem Sehflddriisenlappen entsprechender Kontrolltiere in denselben 
Paraffinbloek gebraeht und im gleichen Sehnitt gef~rbt. Die Liehtabsorption wurde mit 
dem Leitz MPV bei 800facher VergrSBerung in einem konstanten Cytoplasmaausschnitt bei 
570 m B (Interferenzverlaufsfilter der Fa. Schott u. Gen., Mainz) gemessen. Je Tier wurden 
in mehreren Schnitten 60 C-Zellen ausgemessen. Die Standardabweichungen der Mittelwerte 
wurden berechnet und der Rangtest nach Wileoxon (Wissenschaftliche Tabellen Documenta 
Geigy, 6. Auflage) ~uf Signifikanz durchgeffihrt. 

Bestimmung der Teilungsaktivitgt in C-Zellen mit 3H- Thymidin-A utoradiographie. Je 5 Tiere 
der Gruppen 3, 4, 5 und 6 - -  davon je 2 Kontrollen - -  erhielten 12 Std vor Injektion des 
Isotops 1 mg/kg KG L-Trijodthyronin zur Ruhigstellung des Fo]likelepithels. Alle Tiere wurden 
zwischen 8 und 9 Uhr morgens 40 min naeh i.p. Injektion yon 3 BC/g KG ~I-I-Thymidin 
getStet. Die Schilddrfisen wurden wie iiblich in Paraffin eingebettet und in Serie aufge- 
sehnitten. Nach Ausfiihrung der Carbodiimid-Reaktion wurden die Sehnitte mit Kodak AI~ 10 
Stripping Film belegt und 14 Tage lang exponiert. Je Tier wurden 5000 C-Zellen gez~hlt und 
die Zahl der markierten C-Zellen relativ zur Gesamtzahl bestimmt. 

Ele]ctronenmi]~ros]copische Untersuchungen. Schilddrfisen yon Tieren der Gruppen 1, 3, 4 
und 6 wurden in Glutaraldehyd-Phosphatpuffer-L5sung 2 Std fixiert, dann mit Osmium- 
tetroxyd nachfixiert und in Epon eingebettet. 

1 TCT wurde freundlicherweise yon der Ciba AG, Basel, zur Verffigung gestellt. 
2 PIC der Fa. Dr. Harms, Leverkusen. 
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Die Ultradfinnschnitte wurden mit Bleicitrat und Uranylacetat nachkontrastiert. Die 
Untersuchung erfolgte mit dem Zeil3 EM 9 A. 

Befunde 

1. Vergleichende Auswertung der histochemischen Rea]ctionen 

Die angewand ten  Verfahren waren  zur vergle ichenden Beur te i lung des Granula-  
gehal tes  der  C-Zellen unterschicdl ich  geeignet.  Die P F A - A l d e h y d f u c h s i n  und  die 
P F A - I I ~ m a t o x y l i n - C h r o m a l a u n - P h l o x i n - F ~ r b u n g e n  ergaben keine ausre ichend 
kons t an t en  Anf/~rbungen der  Granu la  in den C-Zellen. Der  Ausfal l  der  P F A -  
Alcianblau-Fi~rbung war  von der  ve rwende ten  Farbs tof f -Charge  abh~ngig.  Als 
reproduz ie rbare  his tochemische Reak t ionen  erwiesen sich bei  der  R a t t e  die HC1- 
Toluidinblau-  und  die P F A - P I C - M e t h o d e n ,  die s te ts  ein paral leles  Verha l ten  
zeigten.  E in  Nachte i l  der  To lu id inb lau -F~rbung  is t  das  rasche Abblassen  der 
F~rbung .  Wegen  ihrer  HMtba rke i t  und  der  le ichten S ich tba rke i t  der  Granula  
in monochromat i schem Lich t  yon  578 m~ war  die PFA-PIC-F i~rbung  fiir unsere 
Zwecke a m  bes ten  geeignet.  

tIinsiehtlich Cytoplasmaanf~rbung, Anzahl der Granula und Anzahl der C-Zellen ergaben 
sich bci den Gruppen 2, 4, 5 und 6 keine eindeutigen Untersehiede zu den jeweiligen 
Kontrolltieren. Bei akuter Hypercalci~mie (Gruppe 1) trat  eine deutliche Verminderung 
der Cytoplasmagranula der C-Zellen in Bezug auf die Zahl und Farbintensitgt der Granula 
auf. Zahlreiche C-gellen waren lichtoptisch vollst//ndig entgranuliert und fast ungefiirbt. Aus 
den Untersuchungen yon Matsuzawa und Kurosumi (1967) und aus eigenen Vorversuchen 
ergibt sich, dab vier Stunden nach Injektion des Calciums eine maximale Entgranulierung 
vorliegt. Zu diesem Zeitpunkt ist der Gipfel des Serum-Calciumspiegels fiberschritten. Das 
AusmaB der Entgranulierung geht mit dem der Calcitoninfreisetzung aus der Schilddrfise 
parallel. Tiere mit l~nger andauernder HypercMci~mie (Gruppe 3) hatten auch st~irkere Ver- 
gnderungen an den C-Zellen. Bei diesen Tieren bestand eine vollst~ndige Entgranulierung 
fast aller C-Zellen, so dab diese nut noch aus ihrer Lage und dem lichtoptisch fast leeren 
Cytoplasma erkannt werden konnten. Der Serum-Calciumspiegel aller Tiere dcr Gruppe 3 
war fiber die Versuchszeit yon i0 Tagen vom 3. Tag an dauernd auf mehr als 15 mg-% 
erh6ht. Alle Tiere wiesen Verkalkungen der Nieren auf. 

2. Zahl und Granulagehalt der C-Zellen in Abhiingig]ceit 
vom Lebensalter der Ratten 

Die C-Zellen in  der Schilddrt ise tier Wis tar - tCat te  werden mi t  zunehmendem 
Lebensa l t e r  besser s ichtbar .  8 Wochen  a r e  Tiere lassen meis t  nur  in den zent ra len  
Antef len beider  Schi lddr / i senlappen einzelne Gruppen  schwach granul ie r te r  
C-Zellen erkennen (Abb. 1). Bei  mehr  als 6 Monate  a l ten  Tieren (Abb. 2) durch- 
se tz ten  die d ich tge lager ten  und  deut l ich  granul ie r ten  C-Zcllen berei ts  groBe An- 
teile der  Schi lddri ise  in unregelm/~i~iger Vertei lung.  Mi tun te r  kann  man  kleine 
solide Zel lbal len aus unterschiedl ich  gmnul i e r t en  C-Zellen sehen; die indiv iduel len  
Untersch iede  sind j edoch  betr / icht l ich.  I n  vielen C-Zellen is t  der  der  Basal-  
m e m b r a n  zugekehr te  Cytololasmatei l  s t a rker  granul ier t ,  so dag  ein ha lbmond-  
f6rmiger  Zelleib vorge t~usch t  wird,  der  den Zel lkern umgibt .  Bei 1 - - 2  J ah re  
a l ten  W i s t a r - R a t t e n  (Abb. 3) fanden  wit  s te ts  eine teils diffuse, tefls knot ige  
Durchse tzung  beider  Schi lddrf isenlappen mi t  C-Zellen. Von 10 zwei J a h r e  a l ten  
Tieren h a t t e n  vier  ein oder  mehrere  unterschiedl ich  groBe Adenome aus 
C~Zellen (Abb. 4). I n  einem Fa l l  war  der  gesamte  L a p p e n  durchse tz t ,  und  auch 
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Abb. 1. 3 Monate alte unbehandel te  Ra t te :  zahlreiche C-Zellen mit  intensiv granuliertem 
Cytoplasma - -  besonders obere Bildh~ilfte - -  zwischen den Schilddriisenfollikeln. Zellkerne 

hell ausgespart, Follikelkolloid dunkel ~ngef~rbt. PFA-PIC-Methode.  Vergr. 500 × 

Abb. 2. 6 Monate alte unbehandelte  l ~ t t e :  diffuse Durehsetzung der zentralen Schilddrfisen- 
anteile mit  C-Zellen. HCl-Toluidinblau, pH 5,2. Vergr. 500 × 
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Abb. 3. 12 Monate alte unbehandelte ga t te :  knotige Vermehrung yon C-Zellen auch in den 
randliehen Anteilen der Schilddriise. ttC1-Toluidinblau, pH 5,2. Vergr. 500 × 

auBerhalb  der Drfise fanden sich C-Zellhaufen im Fe t tb indegewebe .  Inne rha lb  der  
Adenome  is t  der  Granu lageha l t  der  Zellen sehr untersehiedl ieh.  Diese Adenome 
en tsprechen  den  schon lgnger bekann ten  sog. G a m m a k n o t e n  der  Ra t t enseh i ld -  
drfise (Axelrad und  Leblon,  1955). Bei  ke inem Tier  ha t t e  das Adenom zu einer 
e rkennbaren  Ver£nderung an  den C-Zellen auBerhalb des Adenoms  geffihrt.  

3. Photometrisehe Auswertung der PEA-P1C-Methode 
Durch  spek t ropho tomet r i sche  Unte r suchungen  mi t  oxyd ie r t em Calci tonin in 

v i t ro  sollte un te r such t  werden,  ob die P F A - P I C - F g r b u n g  einen quan t i a t i ven  
ey toehemisehen  Naehweis  yon Calei tonin erm6glieht .  

Gereinigtes Schweineealcitonin zeigte in Ausstriehprgparaten naeh Fixierung, Dehydrie- 
rung, PFA-Oxydation und PIC-F~rbung die gleiche Metaehromasie wie die C-Zellgranula 
histologiseher Pr~parate. Nach I-IC1-Hydrolyse wurde keine ~etachromasie mit Toluidinblau 
beob~chtet. Gleiehe Ergebnisse hatten Untersuehungen mit gelSstem Caleitonin. Abb. 5 
zeigt das Absorptionsspektrum eines PIC-TCT-Gemisehes mit nur einem angedeuteten 
Gipfel bei 590 m~, der der metaehromatischen F~rbung entspricht. Diese Kurve ist identiseh 
mit dem Absorptionsspektrum des Farbstoffs Mlein. Oxydiertes CMeitonin (PFA-TCT-PIC) 
tiihrt dagegen zu einem hohem Gipfel bei 590 m~z. Diese Ver~nderungen des Absorptions- 
spektrums yon PIC gleichen denen, die Schiebler und Schiessler (1959) beim histoehemischen 
Naehweis yon Insulin mit dieser Methode fanden. Wie Insulin ist Calcitonin ein Polypeptid 
mit eyclischer Disulfid-Briicke (Sieber u. ~itarb.,  1968; Riniker u. Mitarb., 1968). Oxyda- 
tion mit Perameisens~ure fiihrt zum Dieysteinsgure-Peptid, dessen stark saute --SO~- 
Gruppen r~umlieh so benachbart sind, dub die an sie gebundenen Farbstoffmolekiile meta- 
ehromatische Polymere bilden k6nnen. Diese Anordnung ist weitgehend spezifiseh, so dub 
andere Cystin- oder --SOa-reiehe Gewebsbestandteile wie Follikelkolloid oder Mastzellgranula 
orthochromatiseh rot dargestellt werden (s.o. Abb. 1). Bei metachromatisehen Farbstoff- 
reaktionen gilt im allgemeinen die lineare Beziehung zwischen Extinction und Konzentration 
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Abb. 4. 2 Jahre Mte unbehandelte I~atte: C-Zellenadenom mit  deutlieher Lgppehengliederung. 
PFA-PIC-Methode. Vergr. 120- bzw. 500 × 

(Lambertsches Gesetz) nicht. Abb. 6 stellt diese Beziehung fiir das yon uns verwendete 
System in vitro dar. Bei der histochemisehen Reaktion gelten jedoch andere Verh~ltnisse, da 
das metachromatische Produkt PFA-TCT-PIC sehwer 15slieh ist. Der quantitative Vergleieh 
der Lichtabsorption bei 570--580 m~ yon histochemischen Priiparaten ist mit dieser Methode 
jedoeh gerechtfertigt, da keine absoluten Werte erwartet werden. 
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Abb. 7. Verteilung yon 660 eytophotometrisehen Werten bei 11 Kontrolltieren. 
PFA-PIC-Methode 

Die Ergebnisse cytophotometrischer Messungen an ~usgew/~hlten Tieren einiger 
Gruppen sind in Abb. 7 und 8 dargestellt. Sie stehen in Ubereinstimmung mit 
der liehtoptischen Auswertung dieser Pr£parate. Die groBe Streuung der Werte 
ist auf die biologischen Gegebenheiten und zus~tzlieh auf methodisehe Fehler 



298 H. Lietz, H.-U. Schm~ifling und H. Zippel : 

1,8 

1,6 

1,4 

1,2 

1,0 
u 
:~0,8 

toO,6 

0,4 

02 

Grupp0e 

Tierzaht 

1t 
Kontro[ten Parath'reoid- £a~urme hkute 

ektomie Oi~t HypercoLci~mie 
11 6 7 6 

PFA-PJC Zytophotometrie. 60 Messungen je Tier 
mit Standctrdabweichungen 

Abb. 8. Darste]lung der cytophotometrischen Wert%von C-Zellen mit St~nd~rdabweiehungen. 
60 Einzelmessungen je Tier. PFA-PIC-Methode 

5,5 ~ 

200 

o m r] Versuchstiere 

D Kontrolttiere 

N 150 ~ Serum Calciumspiege[ 
~, vor dem Tode 

E 
c 

~oo 
E 

50 
3,5 ~ 

0 
Gruppe E~-reiche Didt [;u++QrmeOiO.t AT-IO- Parathyreoid- 

Versuchs- 6eNzndtun9 ektornie 
dauer 5 Wochen 5 Wochen l& TKzoe & Wochen 

Abb. 9. 3H-Thymidin-Autoradiographie. D~rstellung der )£arkierungsindices yon C-Zellen 



Verinderungen an den C-Zellen der t~ttenschilddriise bei Hyper- und tIypocalci/~mie 299 

Abb. 10. Chronische ttypercalcii~mie (Gruppe 3,10. Versuchstag) : vollstgndige Entgranulierung 
einer C-Zelle. N Zellkern; M Mitochondrium; GEI~ glattes endoplasmatisches Reticulum; 

Follikelepithelzelle. Vergr. 6800 × 

zurfickzuffihren. Jeder MeBpunkt entspricht nur einem Cytoplasmaausschnitt 
einer einze]nen Zelle (methodische Problematik s. bei Sandritter, 1958). Ent- 
granulierte Zellen entgehen der Messung fiberhaupt. Deshalb ist der verminderte 
CMcitoningehMt der C-Zellen bei der Gruppe 1 (akute Hypercalci&mie; Signi- 
fikanzwahrscheinlichkeit 2~ ~ 0,05) durch die cytophotometrische Messung nicht 
roll  erfagt, und die Mel~werte sind relativ zu hoch. Aus den gleichen lJber- 
legungen ist die cytophotometrisehe Auswertung der Gruppe 3 (chronische 
HypercMci/~mie) wegen der fast vollst&ndigen Entgranulierung aller Zellen ohne 
Wert. Nach unseren Erfahrungen ist eine Vermehrung des GranulagehMts 
subjektiv nicht sicher erkennbar, cytophotometrisch dagegen gut zu erfassen. Dies 
zeigt sich deutlich bei der Gruppe 4 (Parathyreoidektomie; 2 ~ =0,01). Tiere der 
Gruppe 6 (cMciumarme Diit)  hatten nach unseren Untersuchungen keinen ver- 
mehrten Granulagehalt der C-Zellen. 

4. Autoradiographische Be/unde zum numerischen Zellwachstum 

Als Voraussetzung zur Auswertung von ~I-I-ThymidimAutoradiogrammen ist 
eine F/trbung ~nzusehen, die ein Differenzierung yon C-Zellen und Follikel- 
epithelzellen in der I~attenschilddrfise zul//Bt. Am ehesten war dazu die Carbo- 
diimidreaktion geeignet, bei der sich C-Zellen dutch ein helles, blaues Cytoplasma 
yon dunklen, r5tlich gef/~rbten Follikelepithelzellen unterscheiden. Das Reaktions- 
produkt der Carbodiimidreaktion ist unempfindlich gegen die bei der Entwick- 
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Abb. 11. Chronische KypocMci~imie (Gruppe 4, 4 Wochen naeh Parathyreoidektomie): 
vermehrter GranulagehMt und Auftreten groBer lysosomMer K6rper (Aussehnitt). N Zellkern; 

Ly lysosomMer KSrper; SG sekretorische Granula. Vergr. 8000- bzw. 24400 × 

lung und Fixierung des Films verwendeten ChemikMien. Bei der Auswertung 
muB jedoch die Tatsache beriicksichtigt werden, dab in der l~attenschilddrtise 
h/iufig Plattenepithelinseln vorkommen, die eine lebhafte TeJlungsaktivit/~t be- 
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Abb. 12. C~lciumarme Ern/~hrung (Gruppe 6, 6. Versuohswoche): C-Zelle mit verringertem 
Grannlagehult und vermehrtem rauhem endopl~smutischem Reticulum. N Zellkern; BM 

Basalmembran; I~ER rauhes endoplasmatisches l~eticulum. Vergr. 14400 × 

sitzen und daher mit proliferierten C-Zellen verweehselt werden k6nnen. Die 
Auszghlung der Autoradiogramme yon 17 Tieren hatte das in Abb. 9 dargestellte 
Ergebnis. Unter Berfieksichtigung des geringeren Lebensalters der AT-10-behan- 
delten Gruppe f~llt auf, dab der Markierungsindex bei allen Kontrolltieren reeht 
einheitlieh bei durchsehnittlich 8,7°/o0 liegt. Der Markierungsindex yon calcium- 
reich ern/~hrten und yon parathyreoidektomierten Ratten wurde als unverandert 
beurteflt. AT-10-behandelte Tiere hatten einen erniedrigten und ealciumarm 
ernghrte Tiere einen sehr stark erhShten Markierungsindex. 

5. Ele]ctronenoptische Be/unde 

4 Std nach Injektion der CalciumgluconatlSsung (Gruppe 1) hatte die Mehr- 
zahl der C-Zellen einen deutlich erniedrigten Granulagehalt. Neben vollst&ndig 
entgranulierten C-Zellen wurden abet auch solehe mit reiehlichem Granulagehalt 
beobaehtet. C-Zellen ohne sekretorische Granula fielen dureh ihr elektronen- 
optiseh belles Cytoplasma auf. Das glatte endoplasmatisehe Reticulum war gut 
erkennbar. Rauhes endoplasmatisehes l~etieulum war sp£rlich vorhanden. 

Chroniseh hyperealci/~mische Tiere (Gruppe 3) hatten alle fast vollst/~ndig ent- 
granulierte C-Zellen. Das glatte endop]asmatisehe Retikulum war vermehrt 
(Abb. 10). 

Bei parathyreoidektomierten Tieren (Gruppe 4) hatten Anzahl und GrSl~e der 
sekretorisehen Granula im Vergleich zu den Kontrollen deutlich zugenommen. 

21a Virchows Arch, Abt. A Path.  Anat.,  Bd. 348 
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Der Granuladurchmesser betrug durchschnittlich 0,3 ~. Zusatzlich fielen ca. 0,5--  
0,8 ~ im Durchmesser gro$e membranbegrenzte KSrper mit unterschiedlich 
elektronendiehtem Inhalt auf. Sie lieSen eine multivesicul~re Innenstruktur 
oder Membranfragmente erkennen (Abb. 11). Sie wurden als Lysosomen ange- 
sprochen und fanden sich weder bei den Kontrolltieren noch bei den anderen 
Versuchsgruppen. 

Calcinmarm ern~hrte Tiere (Gruppe 6) hatten elektronenoptisch helle C-Zellen 
mit zumeist nur m~$igem Granulagehalt. Uns fiel bei dieser Gruploe tin gut ent- 
wickeltes rauhes endoplasmatisches Reticulum auf, welches in C-Zellen sonst 
gew6hnlich nur sparlich sichtbar ist (Abb. 12). 

l)iskussion 

Die Kenntnisse fiber die Sekretion und biologische Wirkung des Caleitonins 
sind bisher vorwiegend aus biochemischen Bestimmungen des Calcitoningehalts 
der Schilddrtise und des Blutes sowie aus Veriinderungen der Serumelektrolyte 
und des Knochenstoffwechsels abgeleitet worden. Die plasma-calcinmsenkende 
Wirkung des Hormons beruht danach zum wesentlichen Teil auf einer Vermin- 
derung des Calcinmrfickstromes aus dem Knochen in den extracellul~ren l%aum 
(Johnston jr. u. Deiss jr., 1966; Hirsch u. Mitarb., 1964). Da dieser Effekt sehr 
rasch eintritt, kann neben einer Hemmung der Osteoklasten eine allgemeine 
Wirkung auf die Calciumpermeabiliti~t der Zellmembranen angenommen werden. 
Ein Anstieg des Serum-Calcinmspiegels scheint der physiologische Sekretionsreiz 
ftir die C-Zellen zu sein. 

Ffir die Beurteilung morphologischer Befunde sollte die Spezifitgt der Aus- 
sage cytochemischer Fi~rbemethoden m6glichst gut getestet sein. Aufgrund unserer 
Untersuchungen mit oxydiertem Calcitonin in vitro und analog zu den Unter- 
suchungen von Schiebler und Schiessler (1959) sowie Coalson (1966) am Insulin 
mit der gleichen Methodik sehen wit die PFA-PIC-Fgrbung als am besten ge- 
eigneten cytochemischen Nachweis des Calcitonins in den C-Zellen an. DaB diese 
Methode nicht generell ffir Calcitonin spezifisch ist, ergibt sich aus der positiven 
Reaktion mit anderen cystin-disulfidbriickenhaltigen Peptidhormonen, aus der 
unspezifischen metachromatischen Fgrbung yon Basalmembranen und Knorpel- 
grundsubstanzen sowie aus der yon Solcia und Sampietro (1968b) beobachteten 
metachromatischen Fi~rbung nach HCLHydrolyse. Bei der Rattenschilddrfise 
k6nnen diese Einschr~nkungen jedoch vernachli~ssigt werden, sofern die Schnitte 
mit Perameisensaure oxydiert und nicht hydrolysiert wurden. 

Die chemische Zusammensetzung der Strukturen, die nach HC1-Hydrolyse mit 
verschiedenen basischen Farbstoffen in C-Zellen dargestellt werden, ist bisher 
nicht genau bekannt. Es handelt sich um Eiweigk6rper, die reich an Carboxyl- 
seitenketten der Aminos~uren Asparagin- und Glutaminsi~ure sind (Solcia und 
Sampietro, 1968b; Pearse, 1969a und b). Sie sind in den sekretorischen Granula 
verschiedener endokriner Zellen enthalten und stehen in enger iunktioneller Be- 
ziehung zum j eweiligen Hormon. In den C-Zellen kann der Nachweis dieser schwach 
sauren Gruppen mit basischen Farbstoffen nicht als calcitoninspezifisch ange- 
sehen werden. Die Disulfidbrfieke des Hormons ]/£13t sich nach unseren Erfah- 
rungen nach HCI-Hydrolyse nicht mehr nachweisen, jedenfalls nicht mit der PFA- 
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Aleianblauf&rbung. Die Tabelle zeigt, dab je naeh Vorbehandlung der Sehnitte 
mit Toluidinblau nur die sehwaeh sauren Carboxylgruppen, mit Aleianblau (stark 
sauer) nur die --SO3--Gruppen und mit Pseudoisoeyanin jedoeh beide Gruppen 
reagieren. Bei der PFA-PIC-F/~rbung werden die sehwaeh sauren (earboxylseiten- 
kettenhMtigen) Cytoplasmabestandteile der C-Zellen offenbar nieht frei und damit 
nieht dargestellt. 

Tabelle. F~irberische Eigenscha/ten der Granula in C-Zellen 

Schnittbehandlung Metachromasie mit Fgrbung mit 
stark saurem 

Toluidinblau Pseudo- Alcianbluu 
isocyanin pH < 1,0 

pH 5,2 pH 2,5 pH 5,2 

0 (+) 0 (+) 0 
Itydrolyse + -- + 0 + ÷ + ~- 0 
PFA-Oxydation (-7) 0 -~ + + -~ Jr + 
Hydrolyse + PFA + 0 -- ~- -~ 0 

In IJbereinstimmung mit bioehemischen (Gittes u. Mitarb., 1967) und elek- 
tronenoptisehen (Matsuzawa und Kurosumi, 1967) Befunden an Rattensehild- 
drfisen fanden wir den Caleitonin- bzw. Granulagehalt der C-Zellen bei experi- 
mente]ler akuter und chroniseher Ityperealci/imie erniedrigt. In weiteren elek- 
tronenmikroskopischen Untersuehungen (Lietz und Donath, 1969) ergab sieh, dab 
ein Tell der C-Zellen seine Granula bei einmaliger C~leiumglueonatinjektion nieht 
abg~bt. Nur bei langanhaltender Itypercalei&mie fanden sich alle C-Zellen ent- 
granuliert, was als Zeichen einer v611igen Entspeicherung gedeutet werden kann. 
Bei fehlendem Sekretionsreiz - -  z.B. bei parathyreoidektomierten und damit 
dauernd hypoealci£misehen Tieren - -  ist der Calcitoningehalt der Schilddrtise 
erh6ht, die C-Zellen besitzen mehr und elektronenoptiseh gr613ere Granula 
(Abb. 11). Aul~erdem fanden wir unter diesen Bedingungen groge elektronendiehte 
K6rper mit Membraneinsehlfissen, die wfi ~ als Lysosomen deuten (Abb. l l) .  Diese 
Ver/inderungen der Zelle sind Ausdruek der funktionellen Umdifferenzierung bei 
ver/tnderter physiologischer Leistung und mit den Ver/~nderungen der C-Zellen 
vergleiehbar, die bei winterschlafenden Tieren jahreszeitlieh bedingt auRreten 
(Nunez u. Mitarb., 1967). 

Aufgrund der Kenntnisse fiber die Sekretion des Caleitonins batten wit bei 
calciumarm ern&hrten Rat ten einen vermehrten Caleitoningehalt der C-Zellen 
erwartet. Diese Tiere hatten jedoeh einen normalen Serum-Calciumspiegel und 
zeigten eytophotometriseh eher einen erniedrigten Caleitoningehalt der C-Zellen. 
Aueh e]ektronenoptiseh fanden sieh nur m~gig viel sekretorisehe Granula, dagegen 
ein gut entwiekeltes endoplasmatisehes Reticulum und zahlreiehe freie Ribosomen 
(Abb. 12). Dieser Befund ist als Ausdruek einer gesteigerten Zellfunktion anzu- 
sehen und sprieht gegen die Annahme, dal3 die C-Zellen sieh unter diesen Bedin- 
gungen in einer inaktiven Speieherphase befinden. Gittes n. Mitarb. (1968) fanden 
bei eMeiumarm ern&hrten Rat ten bioehemiseh einen erh6hten Caleitoningehalt der 
Sehilddrfise und erw/ihnen, dab bei diesen Tieren eine tIyperplasie der C-Zellen 

21" 
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vorlag.  Dies s t i m m t  fiberein mi t  unseren au to rad iograph ischen  Befunden,  wo M r  
un te r  eMciumarmer  Erni ihrung eine Steigerung der  Teilungsaktivit /~t  fanden.  
Die Hyperp la s i e  eines endokr inen  Organs is t  Ausdruck  einer ges te iger ten funkt io-  
nel len Belas tung  und  nur  sehwer bei  e inem ruhiggestel l ten,  sieh ausschliegl ich 
in der Speieherphase  befindl iehen C-Zel lensystem erkl/~rbar. Die beobaeh te te  
Teilungsaktivit /~t  der  C-Zellen bei  ea lc inmarmer  Di/~t w~re in d iesem Sinne Aus- 
d ruek  einer geste iger ten Zel l funkt ion,  die du tch  ein i ibergeordnetes  Regulat ions-  
pr inzip  bedingt  ist. Die Glieder dieses l~egulat ionskreises s ind jedoeh noeh weit- 
gehend unbekann t .  Die bisherigen au to rad iograph i schen  Befunde deuten  da rauf  
hin, dag  die funkt ionel le  S teuerung der  C-Zellen u .U .  unabh/~ngig yon  der  HShe 
des Serum-Calcinmspiegels  und  d a m i t  yon  dem eigent l iehen Sekret ionsreiz  t renn-  
bar  ist. Da  bei  ea lc iumarmer  Ern~hrung  Bedingungen  wie be im sekund/~ren Hype r -  
pa ra thy reo id i smus  auf t re ten ,  k6nnte  ein Einf lug des P a r a t h o r m o n s  auf die 
C-Zellen d i sku t i e r t  werden.  Die bisherigen Befunde reichen aber  ffir solche Sehliisse 
n ieht  aus und  sollen dureh  weitere  exper imente l le  Modelle erg~nzt  werden.  

Wir danken Herrn Prof. Dr. Kuhlencordt, I. Medizinische Klinik der Universit~t Hamburg 
fiir die freundliehe Unterstiitzung bei der Durchffihrung der Serum-CMciumanMysen. 
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