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Alterat ions of the Autonomic  Nervous System of Parot id  Gland after 
Adminis t ra t ion  of Ant ihyper tens iva  (Guanacline) 

Ultrastructural and Fluorescence Cytochemical Findings on the Parotid Gland of the Rat 
Summary. The effect of Guanacline on the autonomic innervation of the parotid gland 

of rats was studied in 70 female Wistar rats by means of electron microscopy and a cyto- 
cytochemical method (demonstration of catecholamine fluorescence after Falck). Guanacline 
was given intraperitoneally in a daily dose of 50 mg/kg or. 100 mg/kg body weight. To study 
the possible influence of hypertony on the changes in the autonomic nervous system, obser- 
various were also made on rats with hypertony with and without administration of Guanacline 
for comparison. In addition, the ganglion cervicale superior was studied by the same methods. 
The model of the ultrastructural alterations is characterized by the following signs: destruction 
of the granular vesicles in the terminal axons, degeneration of the mitochondria and appearance 
of lysosome-like bodies both in the axons and in the cytoplasm of the Schwann cells; ap- 
pearance of osmiophilic bodies in the cytoplasm of the ganglion cells with destruction of the 
ganglion cells (70% after 6 weeks of the experiment), and lymphocytic infiltration. The 
depletion of biogenic amines in the sympathetic nerve fibers is parallelled by the destruction 
of the granular vesicles. The changes result only from the administration of Guanacline, 
and are not seen in rats with hypertony if Guanacline is not administered. Guanacline is 
thought to cause direct cytotoxic damage to the autonomic innervation of the parotid gland. 
The cytotoxic effect occurs at the site of resorption of substances. The changes in the paren- 
chyma gland represent a secondary effect on the receptor tissue. 

Bei Langze i tbehandlung der Hyper tonie  mi t  Guanacl ine wurden als Neben- 
wirkung Parot isschmerzen beobachtet ,  die auch nach Absetzen der Therapie 
bestehen blieben. I n  P~rotisbiopsien yon I typer ton ie -Pa t ien ten ,  bei denen un te r  
der Guanacl intherapie  Parot isschmerzen aufgetreten waren, konnte  eine Sial- 
adenose mi t  Al tera t ion der Acini und  Myoepithelzellen nachgewiesen werden 
(Donath et al., 1973a). Als ausl6sender Fak tor  fiir die Sekret ionsst6rung des 
Dri isenparenchyms wurden Sympathicusver~nderungen in der Parotis  angesehen 
(Donath et al., 1973b). 

Die Guanacl ine fiihren zu einer selektiven Sympathektomie  durch drei dif- 
ferente pharm~kologische Wirkungen :  Ganglienblockade, postganglion/ire Uber- 
t r agungshemmung  a n d  Catecholaminverarmung (Kronenberg et al., 1965). I n  
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der vorl iegenden t ierexperimentel len Studie sollen die an der mensehliehen 
Parot is  nach  Guanacl ine inwirkung erhobenen Befunde fiberpriift und  durch 
Einbeziehung des Ganglion cervicale superior erweitert  werden. Folgende 
Fragen  sollen dabei  besonders diskut ier t  werden: 

1. Ul t ras t rukture l les  Sch&digungsmuster des au tonomen  Nervensystems der 
Parot is  und  des cervicalen Ganglions, 

2. Abh/~ngigkeit der Ver/~nderungen von  der Guanaelindosis  oder v o n d e r  
gleiehzeitig bes tehenden I typer tonie ,  

3. Vergleieh der Ver~nderungen mit  anderen Sympathicusblockern.  

Material und Methodik 

Bei 70 weiblichen Wistar-Ratten wurden das Ganglion cervicale superior und die Parotis 
untersucht. Bei 31 Ratten war durch eine operative Vorbehandlung ein arterieller Blut- 
hochdruck (Hochch'uek-Ratten) 1 erzeugt worden. Die Tiere erhielten w~hrend der gesamten 
Versuchsdauer eine Altromin-Standardkost und Wasser in beliebiger Menge. Fiir die Unter- 
suchungen warden 4 Versuchsgruppen gebildet: 

1. 10 Ratten im Alter yon 4--6 Wochen und einem durchschnittlichen KSrpergewicht 
von 120--150 g erhielten t~glich 100 mg Leronsulfatl/kg KSrpergewicht in 0,5 % iger w~sseriger 
LSsung (pH 6--6,2) intraperitoneal verabfolgt. Die Sektion erfolgte 3, 6, 12, 24 und 48 Std 
nach der Injektion, aul~erdem nach 3, 5, 7 und 14 Tagen. 

2. 20 Ratten im Alter und Gewicht wie Gruppe 1 erhielten tiiglich 50 mg Leronsulfat/kg 
KSrpergewicht intraperitoneal. 

3. 20 Hochdruckratten im Alter yon 18--20 Wochen und einem durchschnittlichen 
KSrpergewieht yon 200--250 g erhielten wie die Tiere der Gruppe 2 t/iglich 50 mg Leron- 
sulfat/kg KSrpergewicht verabfolgt. 

4. Als Kontrollgruppe wurden 10 Ratten ohne Hochdruek und 11 weitere Hochdruck- 
Ratten untersueht. Die Tiere entsprachen in Alter und Gewicht der Gruppe 1 und erhielten 
lediglich eine t~gliche intraperitoneale Injektion des LSsungsmittels. 

Die Sektion der Ratten der Gruppe 2 und 3 effolgte ab 20. Versuchstag im 10t~gigen 
Abstand bis zum 100. Versuchstag, bei je 2 weiteren Tieren am 120. und 150. Versuchstag. 
4 Ratten wurden erst 2 Monate nach der letzten Leronsulfatinjektion getStet. Zur Narkose 
wurde Urethan (0,125 rag/100 g KSrpergewicht) intraperitoneal verabfolgt. 

Ffir den fluorescenzmikroskopischen Naehweis biogener Amine in den Parotisnerven 
wurden kleine Gewebsst/icke der Parotis sofort gefriergetrocknct. Die Iluorescenzmikro- 
skopische Darstellung der biogenen Amine erfolgte nach dder Methode yon Falck (1962), 
wobei das getrocknete Gcwebe bei +80°C 1--2 Std mit Paraformaldehydgas inkubiert wurde. 
Die ca. 6--7 ~ dicken Schnitte warden in ImmersionsS1 eingedeckt und mit dem Leitz-Mikro- 
skop untersucht. Die Fluorescenzeinrichtung bestand aus einem Dunkelfeldkondensor, einer 
Quecksilberdampflampe HB0 200, Erregerfilter BG 12 und einem Sperrfilter K 530. 

Ffir die elektronenmikroskopisehe Bearbeitung wurde das Gewebe unter sehonenden 
Bedingungen entnommen und sofort nach der Entnahme immersionsfixiert. Die Fixierung 
des Ganglion cervicale superior und eines Tells der Parotis erfolgte in 2 % igem Glutaraldehyd- 
Cacodylatpuffer pH 7,2--7,4 bei 4°C fiir 2 Std. Nach der Spiilung mit Cacodylatpuffer wurde 
mit 1,33%igem s-Collidin gepuffertem Osmiumteroxyd nacbfixiert. 

Weitere Gewebsstiickchen der Parotis wurden fiir 60 rain in 3% Kaliumpermanganat 
in 0,1 mol PhosphatpufferlSsung pH 7,0 (Richardson, 1966) fixiert, in NaOH-NaH-Maleat- 
puffer (pH 5,2) gespiilt und abschliel~end mit 1% igem Uranylacetat im gleichen Puffer fiir 
2 Std en bloc kontrastiert. Die Einbettung erfolgtc nach der Dehydrierung in der aufsteigenden 
Alkoholreihe in Epon 812. Die Auswahl der Feinschnitte erfolgte am Toluidinb]au-gefiirbten 
Semidfinnschnitt. Die Feinschnitte wurden auf unbefilmte Objekttr~gernetze aufgezogen 
und mit alkoholischem Uranylacetat oder nur mit Bleicitrat kontrastiert. Die Auswertung 
erfolgte am Philips EM 300 bei 80 kV Strahlspannung. 

1 Ffir die Uberlassung der Hochdruck-Ratten und des Leronsulfat danken wir den Farben- 
fabriken BAYE~, Leverkusen. 
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Ergebnisse 
1. Catecholaminfluorescenz 

Feine fluorescierende sympathische Nervenfasern bilden in der Parotis der 
Kontroll-Ratten (Gruppe 4t) um die Acini ein Netzwerk. Eine dichtere Ansamm- 
lung sympathischer Nervenfasern ist rund um die Blutgef/~13e zu beobachten. 
Unter der Leronsulfatbehandlung tr i t t  in alien 3 Versuchsgruppen ein fast voll- 
st/~ndiger Verlust der Fluorescenz sympathischer Nervenfasern ein. Nur ganz 
vereinzelt sieht man intakte fluorescierende Nervenfasern in der N/ihe gr6gerer 
Arterien. 

2. Pathohistologie 

Im Ganglion cervicale superior treten unter der Leronsulfatbehandlung 
(Gruppe 1--3) im Cytoplasma der Ganglienzellen osmiophile K6rperchen auf, 
deren Zahl im Versuchsablauf st/~ndig zunimmt (Abb. l a). In Ganglienzellen, 
deren Cytoplasma sehr dicht mit osmiophilen K6rperchen angeffillt ist, kommt 
es zur Karyolyse. Die untergehenden Ganglienzellen werden yon Gliazellen um- 
geben. Vereinzelt treten im Randgebiet des Ganglions lymphocyt/~re Infiltrate 
auf. Nach 40 Versuchstagen sind fiber 70% der Ganglienzellen zerst6rt. Eine 
vollst/~ndige Ganglienzelldegeneration trat  auch bei 5monatiger Behandlugs- 
dauer nicht auf. Noch 2 Monate nach Behandlungsende sind im Cytoplasma der 
Ganglienzellen reichlich osmiophile K6rperchen nachweisbar. 

3. Ultrastrulcturelle BeJunde 

Ganglion cervicale superior. Elektronenmikroskopisch stellen die lichtmikro- 
skopisch beschriebenen osmiophilen K6rperchen der Ganglienzellen (Gruppe 1--3) 
unterschiedlich grol~e, unregelm~Big geformte lysosomen/~hnliche KSrper dar 
(Abb. l b), die Membransysteme sowie kleine osmiophile Kfigelchen enthalten 
und von einer Membran begrenzt werden. Gr613ere lysosomen/~hrdiche K6rper 
zeigen vereinzelt eine unvollst/~ndige Membranbegrenzung (Abb. i c). Die elek- 
tronenoptische Dichte der lysosomenS, hnlichen K6rper ist sehr unterschiedlich. 

Autonomes Nervensystem der Parotis. Die Befunde am autonomen Nerven- 
system der Kontrollgruppe entsprechen den im Schrifttum mitgeteilten Befunden. 
Die Innervation der Acini geschieht fiber sogenannte Pseudosynapsen. Die ter- 
minalen Axone des Sympathicus und Parasympathicus durchdringen getrennt 
die Basalmembran der Acini und haben einen direkten Kontakt  mit der Effeetor- 
zelle (Hand, 1972). Dabei kann ein terminales Axon bei einer Endigung im 
intercellul~ren Spalt 2 Acinuszellen innervieren. Beim Durchtrit t  durch die 
Basalmembran des Acinus ist das terminale Axon noch vom Cytoplasma der 
Schwannschen Zelle iiberkleidet. Neben dem terminalen Axon mit Vesikeln und 
Mitochondrien verl/~uft ein weiteres Axon, das nur Neurotubuli enth/ilt und ver- 
mutlieh eine afferente Bahn darstellt (Abb. 2). Die pr/iterminalen Axone des 
Sympathicus und Parasympathicus verlaufen gemeinsam im Cytoplasma einer 
Schwannschen Zelle (Hand, 1972). 

Die initialen Ver~nderungen am sympathischen Nervensystem treten be- 
reits 2 Std naeh Leronsulfatbehandlung auf. In den Mitoehondrien der Nerven- 
fasern kommt es zur Bildung osmiophiler Plaques and zur MembranauflSsung 
vorwiegend in der Mitoehondrienperipherie (Abb. 3 a). Nach 6 Std liegen in den 
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Abb. 1. Ganglion cervicale superior der l~atte: a Ganglienzelle (G) mit osmiophilen KSrpern 
im Perikaryon. Semidiinnschnitt. Vergr. 850×. b Ganglienzelle mit ]ysosomen~Lhnlichen 
KSrpern im Bereich des rauhen endoplasmatischen Reticulum. Zellkern (K). Verg. 5800 ×. 
e Cytoplasma einer Ganglienzelle mit lysosomen~Lhnliehen KSrpern unter Einschlu• yon 

Membranfragmenten. Zellkern (K). Mitoehondrien (M). Vergr. 25500 × 
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Abb. 2. Rat tenparot is  (Kontrollgruppe): Peripherer Acinusabschnit t  mi t  Basalmembran 
(BM), Zellkern (K) und  Mitochondrien (M). TerminMes Axon (A) in einem Cytoplasms- 
ausl/~ufer einer Schwannschen Zelle (S). Bei • (afferentes ?) Axon mi t  Neurotubuli.  Driisen- 

interst i t ium (I). Vergr. 40000x  

8 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Vol. 361 
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Abb. 3a--c. Rattenparotis nach Leronsulfat: Ausschnitte yon Axonen. a Lysosomen~hnlicher 
K6rper (L) mi~ osmiophilen Plaques. ~itochondrien (M) mit defekter tt/illmembran und 
osmiophilen Plaques. Vergr. 48000×. b Kleines lysosomenghnliehes K6rlcerehen , umgeben 
yon gesch~digten Mitochondrien (M). Vergr. 31000 ×. c Lysosomen~hnliches K6rlcerchen mit 

~[embranfrs.gmenten und einem gr6i3eren Fetttropfen. Vergr. 13 000 × 
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Abb. 4 a--c.  Rattenparotis nach Leronsulfat: a Axon mit lysosomen~hnlichen KSrFerchen (A) 
in einem :Nervenfaserbfindel. Vergr. 7000 ×.  b Geschwollenes Axon (A) mit EinschluB lyso- 
somen~hnlicher K6rFer innerhalb eines Nervenlaserbfindels. Acinuszelle (Ac). Capillare (Kp). 
Vergr. 10000×. c Schwannsche Zelle mit ]~hagocytierten lysosomenahnlichen KSrFerchen, 

Yergr. 11500 × 
8* 
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Abb. 5. Rat tenparot is  nach Leronsulfa~ (Kaliumpermanganat-Fixat ion):  Axone in einem 
~ervenbiinde]  mit  agranul~ren Vesikeln (v). Zellkern (K) der Schwannschen Zelle. Acinus- 

zelle (Ac). Mitochondrien (M). Vergr. 29000)< 
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Abb. 6. Rattenpurotis nach Leronsulfat. Axone mit agranul~ren Vesikeln (v) in einem Nerven- 
faserbiindel. Acinusanschnitte (Ac). Vergr. 21500 × 



118 K. Donath und G. Seifert 

adrenergen Axonen unterschiedlich grol~e, runde und elektronenoptisch dichte 
KSrper (Abb. 3b), die vereinzelt im Zentrum zwiebelschalenartig aufgedrehte 
Membranen enthalten. Daneben sieht man lysosomeniihnliche K6rper mit 0rganel- 
lenresten und Lipidtropfen (Abb. 3 c). Intakte Mitochondrien sind in andrenergen 
Axonen kaum noch nachweisbar. Die Ver~nderungen an den Mitochondrien im 
Ganglion eervicale superior sowie den pr/~terminalen und terminalen Axonen 
laufen synehron ab. 

Bereits 3 Std nach Versuchsbeginn tritt eine deutliche Abnahme der gra- 
nul~ren Vesikel in den Varicosit~ten ein. Nach 24 Versuchsstunden sind keine 
granul~ren Vesikel in den Varicosit~tten der pr~terminalen oder terminalen Axonc 
mehr nachweisbar. Wiihrend des Versuchsablaufs kommt es zur Schwellung der 
Axone (Abb. 4a und b), zur AuflSsung des Axolemms und zum Verlust der 
granuli~ren Vesikel. Die osmiophilen KSrper gelangen auf diese Weise in das 
Cytoplasma der Schwannschen Zellen (Abb. 4c). Einzelne Schwannsche Zellen 
zeigen eine Kernpyknose mit erweitertem Kernspalt und eine AuflSsung der 
Zellgrenzmembran. In der Nachbarschaft der degenerierenden Schwannschen 
Zellen treten einzelne Mastzellen und Granulocyten auf. Innerhalb der Nerven- 
faserbtindel sieht man neben intakten Axonen zahlreiche geschwollene Axone 
mit osmiophilen K6rperchen. Schon nach 3 Versuchstagen enthMten einige 
Nervenfaserbtindel nur noch Axone mit agranuli~ren Vesikeln (Abb. 5 und 6). 

Die aufgefiihrten Ver~nderungen sind unabh~tngig yon der Leronsulfat-Desis 
(Gruppe 1 und 2) und linden sich in gleicher Weise bei Hochdruck-Ratten mit 
Leronsulfatbehandlung. Itochdruck-Ratten ohne Leronsulfat-Einwirkung zeigen 
keine derartigen Sch£digungen. 

Diskussion der Beiunde 

Aus den Beobachtungen an menschlichen Parotisbiopsien nach Guanaclin- 
einwirkung hat sich ergeben, da~ die Ursache fiir die gestSrte Acinussekretion 
in einer cytotoxischen Axonsch~digung liegt (Donath et al., 1973a, b). Die ter- 
minalen Axone zeigen eine weitgehende Zerst6rung mit Verlust der granuli~ren 
Vesikel. Die Abbauprodukte lassen sich als osmiophile KSrper in den Axonen, 
sp~ter aueh im Perineurium und den Endothelzellen der Capillaren nachweisen. 
Die fehlende Sympathicusinnervation bewirkt eine St6rung in der Synchroni- 
sation der Acinussekretion mit morphologischen Alterationen an den Acinus- 
epithelien (vesieul~re Transformation des endoplasmatischen Reticulum und 
der Golgifelder, Destruktion der Sekretgranula) und Myoepithelien. 

Das ultrastru~turelle Sch~digungsmuster, welches in] vorliegenden Versuchs- 
modell durch Guanaclineinwirkung am autonomen Nervensystem der Ratten- 
parotis nachgewiesen werden konnte, entspricht prinzipiell den in der mensch- 
lichen Parotis erhobenen Befunden. Hierzu gehSren der Untergang der granul~ren 
Vesikel in den terminalen Axonen, die Zerst6rung der Mitochondrien und das 
Auftreten lysosomeni~hnlicher K6rper in den Axonen sowie im Cytoplasma der 
Schwannschen Zellen. Parallel mit der Abnahme der granul~ren Vesikel geht der 
Schwund biogener Amine in den sympathischen Nervenfasern. In gleicher Weise 
linden sieh auch im Ganglion cervicale superior schwere Ver~nderungen (osmio- 
phile K6rperchen im Cytoplasma der Ganglienzellen, Ganglienzelluntergi~nge), 
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die mit lymphocyt£ren Infiltraten einhergehen. Nach 6 Versuchswochen sind fiber 
70 % der Ganglienzellen zerstSrt. 

Die durch Einwirkung yon Guanacline induzierten Sch~digungen der sym- 
pathischen Ganglienzellen und Nervenfasern sind weder vonder Guanaclindosis 
noch yon der gleichzeitig bestehenden Hypertonie abh/~ngig. Die Ratten der 
Versuchsgruppe 2, die eine niedrigere Guanaclindosis erhalten hatten, zeigten im 
Versuchsablauf die gleichen Ph~tnomene einer cytotoxischen Sympathektomie 
wie die Tiere der Gruppe 1, die die wesentlich hShere Substratmenge erhalten 
hatten. Bei Hochdruckratten fanden sieh die Ver£nderungen nur bei gleich- 
zeitiger Applikation yon Guanacline. Der Aufbau der Ganglien und Nervenfasern 
bei ttochdruckratten ohne Guanaelinapplikation entsprach dagegeu dem der 
Kontrolltiere. 

Ein Vergleich der Guanaclin-induzierten Sympathicusver~inderungen mit an- 
deren Sympathicusblockern ergibt etwas unterschiedliche Schgdigungsmuster. 
Bei den bisher mit elektronenmikroskopisehen Methoden durchgefiihrten Unter- 
suehungen zur ehemischen Sympathektomie wurden folgende Substanzen ver- 
wendet: 6-Hydroxydopamin (Thoenen und Tranzer, 1968; HSkfelt et al., 1972), 
5,6-Dihydroxytryptamin (Baumgarten et al., 1972) und Guanethidin (Burnstock 
et al., 1971; Heath et al., 1972). Mitochondriendegenerationen und Axonseh~di- 
gungen mit Auftreten osmiophiler lysosomen/~hnlieher KSrper sind analog un- 
seren Beobachtungen aueh bei Einwirkung yon 6-Hydroxydopamin und 5,6- 
Dihydroxytryptamin beschrieben worden. Im Gegensatz zum Guanaelineffekt 
kommt es jedoch bei diesen Substanzen nicht zum Verlust der granul£ren Vesikel, 
sondern nur zu einer Schwellung und Akkumulation. Das Sch£digungsmuster 
am Ganglion cervieale superior ist bei Guanethidineinwirkung durch Mito- 
ehondrienzerstSrung, Membransch~digung des endoplasmatischen Retikulum 
sowie Golgifeldes und relativ spat auftretende osmiophile lysosomen~hnliche 
KSrper gekennzeichnet. Die GanglienzellauflSsung liegt nach einer 6 Wochen 
langen Guanethidineinwirkung bei fiber 98%, nach Guanacline dagegen bei 
nur etwa 70%. 

Die Wirlcung der Sympathicusbloclcer beruht auf drei Meehansimen: Ganglien- 
blockade, postgunglioh/~re Hemmung und Catecholaminverarmung (Kronenberg 
et al., 1965). Die Tutsache, dal3 die morphologisch fal~baren Ver~nderungen an 
den Ganglien und den pr£terminalen sowie terminalen Axonen gleichzeitig auf- 
treten, spricht fiir eine dire/cte cytotoxische Wirl~ung am Mu/nahmeort der Sub- 
stanzen. Allerdings bedarf der Wirkungsmechanismus noch einer weiterenKl~rung. 
Malmquist und Oates (1968) fanden bei in vitro-Versuchen an den Mitochondrien 
der lgattenleber unter Guanethidineinwirkung eine StSrung der oxydativen 
Phosphorylierung. Beim 5,6-Dihydroxytryptamin wird angenommen, dad die 
Substanz als falseher Neurotransmitter von den sympathischen adrenergen 
Nervenfasern aufgenommen wird und das NoradrenMin aus den Speicherungs- 
formen verdr~ngt (Baumgarten et al., 1972). Eine Erkl~rung fiir die monatelang 
fortbesthehende Guanaclinwirkung k5nnte darin erblickt werden, da~ in den 
Ganglienzellen noch sehr lunge osmiophile KSrper mit Membranfragmenten, 
Mitochrondrienresten und osmiophilen Ktigelchen nachweisbar sind. Unter der 
Annahme, dug die osmiophilen KSrper noch Guanaclinpartikel enthalten, ist es 



120 K. Donath und G. Seifert 

mSglich,  dal3 dadu rch  die Neur i t en regenera t ion  verzSger t  e in t r i t t  und  die che- 
misch induzier te  S y m p a t h e k t o m i e  langfr is t ig  bes tehen bleibt .  

Aus den  bisher igen cy tochemischen  und  e lek t ronenmikroskopischen  Be- 
obach tungen  an  der  menschl ichen Paro t i s  sowie der  Paro t i s  und  dem cervicalen 
Gangl ion  der  R a t t e  e rg ib t  sich, dab  der  Guanacl inef fek t  auf  einer cy to tox ischen  
Schi~digung der  sympa th i s chen  Pa ro t i s inne rva t ion  be ruh t  und  die Al t e ra t ionen  
des sezernierenden Dr i i senparenchyms  einen Sekund~reffekt  am Recep torgewebe  
dars te l len.  
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