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Alterations of the Autonomic Nervous System of Parotid Gland after
Administration of Antihypertensiva (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-
vations 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 Langzeitbehandlung der Hypertonie mit Guanacline wurden als Neben-
wirkung Parotisschmerzen beobachtet, die auch nach Absetzen der Therapie
bestehen blieben. In Parotisbhiopsien von Hypertonie-Patienten, bei denen unter
der Guanaclintherapie Parotisschmerzen aufgetreten waren, konnte eine Sial-
adenose mit Alteration der Acini und Myoepithelzellen nachgewiesen werden
(Donath et al., 1973a). Als auslosender Faktor fiir die Sekretionsstérung des
Driisenparenchyms wurden Sympathicusverdnderungen in der Parotis angesehen
(Donath et al., 1973b).

Die Guanacline filhren zu einer selektiven Sympathektomie durch drei dif-
ferente pharmakologische Wirkungen: Ganglienblockade, postganglionire Uber-
tragungshemmung und Catecholaminverarmung (Kronenberg et al., 1965). In
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der vorliegenden tierexperimentellen Studie sollen die an der menschlichen
Parotis nach Guanaclineinwirkung erhobenen Befunde iiberpriift und durch
Einbeziehung des Ganglion cervicale superior erweitert werden. Folgende
Fragen sollen dabei besonders diskutiert werden:

1. Ultrastrukturelles Schidigungsmuster des autonomen Nervensystems der
Parotis und des cervicalen Ganglions,

2. Abhéingigkeit der Verdnderungen von der (Guanaclindosis oder von der
gleichzeitig bestehenden Hypertonie,

3. Vergleich der Verénderungen 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 (Hochdruck-Ratten)! erzeugt worden. Die Tiere erhielten wihrend der gesamten
Versuchsdauer eine Altromin-Standardkost und Wasser in beliebiger Menge. Fiir die Unter-
suchungen wurden 4 Versuchsgruppen gebildet:

1. 10 Ratten im Alter von 4—6 Wochen und einem durchschnittlichen Kérpergewicht
von 120—150 g erhielten tiglich 100 mg Leronsulfat’ kg Kérpergewicht in 0,5 % iger wisseriger
Losung (pH 6—6,2) intraperitoneal verabfolgt. Die Sektion erfolgte 3, 6, 12, 24 und 48 Std
nach der Injektion, auflerdem nach 3, 5, 7 und 14 Tagen.

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

3. 20 Hochdruckratten im Alter von 18—20 Wochen und einem durchschnittlichen
Korpergewicht von 200—250 g erhielten wie die Tiere der Gruppe 2 téglich 50 mg Leron-
sulfat/kg Koérpergewicht verabfolgt.

4. Als Kontrollgruppe wurden 10 Ratten ohne Hochdruck und 11 weitere Hochdruck-
Ratten untersucht. Die Tiere entsprachen in Alter und Gewicht der Gruppe 1 und erhielten
lediglich eine tégliche intraperitoneale Injektion des Losungsmittels.

Die Sektion der Ratten der Gruppe 2 und 3 erfolgte ab 20. Versuchstag im 10tigigen
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 getdtet. Zur Narkose
wurde Urethan (0,125 mg/100 g Korpergewicht) intraperitoneal verabfolgt.

Fiir den {fluorescenzmikroskopischen Nachweis biogener Amine in den Parotisnerven
wurden kleine Gewebsstiicke der Parotis sofort gefriergetrocknet. Die fluorescenzmikro-
skopische Darstellung der biogenen Amine erfolgte nach dder Methode von Falck (1962),
wobei das getrocknete Gewebe bei +-80°C 1-—2 Std mit Paraformaldehydgas inkubiert wurde.
Die ca. 6—7 p dicken Schnitte wurden in Immersionsél eingedeckt und mit dem Leitz-Mikro-
skop untersucht. Die Fluorescenzeinrichtung bestand aus einem Dunkelfeldkondensor, einer
Quecksilberdampflampe HBO 200, Erregerfilter BG 12 und einem Sperrfilter K 530.

Fir die elektronenmikroskopische Bearbeitung wurde das Gewebe unter schonenden
Bedingungen entnommen und sofort nach der Entnahme immersionsfixiert. Die Fixierung
des Ganglion cervicale superior und eines Teils der Parotis erfolgte in 2 %igem Glutaraldehyd-
Cacodylatpuffer pH 7,2—7.,4 bei 4°C fiur 2 Std. Nach der Spiillung mit Cacodylatpuffer wurde
mit 1,33 %igem s-Collidin gepuffertem Osmiumteroxyd nachfixiert.

Weitere Gewebsstiickchen der Parotis wurden fir 60 min in 3% Kaliumpermanganat
in 0,1 mol Phosphatpufferlésung pH 7,0 (Richardson, 1966) fixiert, in NaOH-NaH-Maleat-
puffer (pH 5,2) gespiilt und abschlieBend mit 1%igem Uranylacetat im gleichen Puffer fiir
2 Std en bloc kontrastiert. Die Einbettung erfolgte nach der Dehydrierung in der aufsteigenden
Alkoholreihe in Epon 812. Die Auswah! der Feinschnitte erfolgte am Toluidinblau-gefirbten
Semidiinnschnitt. Die Feinschnitte wurden auf unbefilmte Objekttrigernetze aufgezogen
und mit alkoholischem Uranylacetat oder nur mit Bleicitrat kontrastiert. Die Auswertung
erfolgte am Philips EM 300 bei 80 kV Strahlspannung.

1 Fir die Uberlassung der Hochdruck-Ratten und des Leronsulfat danken wir den Farben-
fabriken BAYER, Leverkusen.
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Ergebnisse

1. Catecholaminfluorescenz

Feine fluorescierende sympathische Nervenfasern bilden in der Parotis der
Kontroll-Ratten (Gruppe 4) um die Acini ein Netzwerk. Eine dichtere Ansamm-
lung sympathischer Nervenfasern ist rund um die Blutgefafle zu beobachten.
Unter der Leronsulfatbehandlung tritt in allen 3 Versuchsgruppen ein fast voll-
stindiger Verlust der Fluorescenz sympathischer Nervenfasern ein. Nur ganz
vereinzelt sieht man intakte fluorescierende Nervenfasern in der Néhe groBerer
Arterien.

2. Pathohistologie

Im Ganglion cervicale superior treten unter der Leronsulfatbehandlung
(Gruppe 1—3) im Cytoplasma der Ganglienzellen osmiophile Korperchen auf,
deren Zahl im Versuchsablauf stindig zunimmt (Abb. 1a). In Ganglienzellen,
deren Cytoplasma sehr dicht mit osmiophilen Koérperchen angefiiilt ist, kommt
es zur Karyolyse. Die untergehenden Ganglienzellen werden von Gliazellen um-
geben. Vereinzelt treten im Randgebiet des (Ganglions lymphocytére Infiltrate
auf. Nach 40 Versuchstagen sind tiber 70% der Ganglienzellen zerstort. Eine
vollstindige Ganglienzelldegeneration trat auch bei 5monatiger Behandlugs-
dauver nicht auf. Noch 2 Monate nach Behandlungsende sind im Cytoplasma der
Ganglienzellen reichlich osmiophile Kérperchen nachweisbar.

3. Ultrastrukturelle Befunde

Ganglion cervicale superior. Elektronenmikroskopisch stellen die lichtmikro-
skopisch beschriebenen osmiophilen Kérperchen der Ganglienzellen (Gruppe 1—3)
unterschiedlich groBe, unregelmiBig geformte lysosomenihnliche Kérper dar
{Abb. 1b), die Membransysteme sowie kleine osmiophile Kiigelchen enthalten
und von einer Membran begrenzt werden. GroBere lysosomendhnliche Kérper
zeigen vereinzelt eine unvollstdndige Membranbegrenzung (Abb. 1¢). Die elek-
tronenoptische Dichte der lysosomendhnlichen Kérper 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 iiber sogenannte Pseudosynapsen. Die ter-
minalen Axone des Sympathicus und Parasympathicus durchdringen getrennt
die Basalmembran der Acini und haben einen direkten Kontakt mit der Effector-
zelle (Hand, 1972). Dabei kann ein terminales Axon bei einer Endigung im
intercelluliren Spalt 2 Acinuszellen innervieren. Beim Durchtritt durch die
Basalmembran des Acinus ist das terminale Axon noch vom Cytoplasma der
Schwannschen Zelle iiberkleidet. Neben dem terminalen Axon mit Vesikeln und
Mitochondrien verlduft ein weiteres Axon, das nur Neurotubuli enthilt und ver-
mutlich eine afferente Bahn darstellt (Abb. 2). Die praterminalen Axone des
Sympathicus und Parasympathicus verlaufen gemeinsam im Cytoplasma einer
Schwannschen Zelle (Hand, 1972).

Die initialen Verdnderungen am sympathischen Nervensystem treten be-
reits 2 Std nach Leronsulfatbehandlung auf. In den Mitochondrien der Nerven-
fasern kommt es zur Bildung osmiophiler Plaques und zur Membranauflésung
vorwiegend in der Mitochondrienperipherie (Abb. 3a). Nach 6 Std liegen in den
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Abb. 1. Ganglion cervicale superior der Ratte: a Ganglienzelle (G) mit osmiophilen Kérpern
im Perikaryon. Semidiinnschnitt. Vergr. 850x. b Ganglienzelle mit lysosomendhnlichen
Korpern im Bereich des rauhen endoplasmatischen Reticulum. Zellkern (K). Verg. 5800x.
¢ Cytoplasma einer Ganglienzelle mit lysosomenihnlichen Koérpern unter Einschluf von
Membranfragmenten. Zellkern (K). Mitochondrien (M). Vergr. 25500 %
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Abb. 2. Rattenparotis (Kontrollgruppe): Peripherer Acinusabschnitt mit Basalmembran

(BM), Zellkern (K) und Mitochondrien (M). Terminales Axon (4) in einem Cytoplasma-

ausldufer einer Schwannschen Zelle (S). Bei ¥ (afferentes ?) Axon mit Neurotubuli. Driisen-
interstitium (I). Vergr. 40000 x

8 Virchows Arch. Abt. A Path. Anat., Vol. 361
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Abb. 3a—ec. Rattenparotis nach Leronsulfat: Ausschnitte von Axonen. a Lysosomenihnlicher
Kérper (L) mit osmiophilen Plaques. Mitochondrien (M) mit defekter Hiillmembran und
osmiophilen Plaques. Vergr. 48000 x. b Kleines lysosomenidhnliches K&rperchen, umgeben
von geschidigten Mitochondrien (M). Vergr. 31000 % . ¢ Lysosomenihnliches Kérperchen mit
Membranfragmenten und einem gréferen Fetttropfen. Vergr. 13000 %
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Abb. 4a—c. Rattenparotis nach Leronsulfat: a Axon mit lysosomenihnlichen Kérperchen (A4)
in einem Nervenfaserbiindel. Vergr. 7000 . b Geschwollenes Axon (4) mit Einschluf} lyso-
somendhnlicher Korper innerhalb eines Nervenfaserbiindels. Acinuszelle (4c¢). Capillare (Kp).
Vergr. 10000 . ¢ Schwannsche Zelle mit phagocytierten lysosomenihnlichen Kérperchen.

Vergr. 11500 x
8*
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Abb. 5. Rattenparotis nach Leronsulfat (Kaliumpermanganat-Fixation): Axone in einem
Nervenbiindel mit agranulidren Vesikeln (v). Zellkern (K) der Schwannschen Zelle. Acinus-
zelle (Ac). Mitochondrien (M). Vergr. 29000 x
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Abb. 6. Rattenparotis nach Leronsulfat: Axone mit agranuliren Vesikeln (¥) in einem Nerven-
faserbiindel. Acinusanschnitte (4e¢). Vergr. 21500 x
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adrenergen Axonen unterschiedlich grofie, runde und elektronenoptisch dichte
Kérper (Abb. 3b), die vereinzelt im Zentrum zwiebelschalenartig aufgedrehte
Membranen enthalten. Daneben sieht man lysosomenéhnliche Kérper mit Organel-
lenresten und Lipidtropfen (Abb. 3¢). Intakte Mitochondrien sind in andrenergen
Axonen kaum noch nachweisbar. Die Verinderungen an den Mitochondrien im
Ganglion cervicale superior sowie den priterminalen und terminalen Axonen
laufen synchron ab.

Bereits 3 Std nach Versuchsbeginn tritt eine deutliche Abnahme der gra-
nuléren Vesikel in den Varicositéten ein. Nach 24 Versuchsstunden sind keine
granuldren Vesikel in den Varicositéten der praterminalen oder terminalen Axone
mehr nachweisbar. Wahrend des Versuchsablaufs kommt es zur Schwellung der
Axone (Abb.4a und b), zur Auflésung des Axolemms und zum Verlust der
granuldren Vesikel. Die osmiophilen Kérper gelangen auf diese Weise in das
Cytoplasma der Schwannschen Zellen (Abb. 4c). Einzelne Schwannsche Zellen
zeigen eine Kernpyknose mit erweitertem Kernspalt und eine Auflésung der
Zellgrenzmembran. In der Nachbarschaft der degenerierenden Schwannschen
Zellen treten einzelne Mastzellen und Granulocyten auf. Innerhalb der Nerven-
faserbiindel sieht man neben intakten Axonen zahlreiche geschwollene Axone
mit osmiophilen Koérperchen. Schon nach 3 Versuchstagen enthalten einige
Nervenfaserbiindel nur noch Axone mit agranuliren Vesikeln (Abb.5 und 6).

Die aufgefiihrten Verdnderungen sind unabhingig von der Leronsulfat-Dosis
(Gruppe 1 und 2) und finden sich in gleicher Weise bei Hochdruck-Ratten mit
Leronsulfatbehandlung. Hochdruck-Ratten ohne Leronsulfat-Einwirkung zeigen
keine derartigen Schidigungen.

Diskussion der Befunde

Aus den Beobachtungen an menschlichen Parotisbiopsien nach Guanaclin-
einwirkung hat sich ergeben, daB die Ursache fiir die gestérte Acinussekretion
in einer cytotoxischen Axomschidigung liegt (Donath et al., 1973a, b). Die ter-
minalen Axone zeigen eine weitgehende Zerstorung mit Verlust der granuliren
Vesikel. Die Abbauprodukte lassen sich als osmiophile Kérper in den Axonen,
spater auch im Perineurium und den Endothelzellen der Capillaren nachweisen.
Die fehlende Sympathicusinnervation bewirkt eine Stérung in der Synchroni-
sation der Acinussekretion mit morphologischen Alterationen an den Acinus-
epithelien (vesiculire Transformation des endoplasmatischen Reticulum und
der Golgifelder, Destruktion der Sekretgranula) und Myoepithelien.

Das ultrastrukturelle Schidigungsmuster, welches im 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 gehéren der Untergang der granuldren
Vesikel in den terminalen Axonen, die Zerstorung der Mitochondrien und das
Auftreten lysosomendhnlicher Kérper in den Axonen sowie im Cytoplasma der
Schwannschen Zellen. Parallel mit der Abnahme der granuldren Vesikel geht der
Schwund biogener Amine in den sympathischen Nervenfasern. In gleicher Weise
finden sich auch im Ganglion cervicale superior schwere Verinderungen (osmio-
phile Kérperchen im Cytoplasma der Ganglienzellen, Ganglienzellunterginge),
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die mit lymphocytéiren Infiltraten einhergehen. Nach 6 Versuchswochen sind iber
70% der Ganglienzellen zerstort.

Die durch Einwirkung von Guanacline induzierten Schidigungen der sym-
pathischen Ganglienzellen und Nervenfasern sind weder von der Guanaclindosis
noch von der gleichzeitig bestehenden Hypertonie abhingig. Die Ratten der
Versuchsgruppe 2, die eine niedrigere Guanaclindosis erhalten hatten, zeigten im
Versuchsablauf die gleichen Phénomene einer cytotoxischen Sympathektomie
wie die Tiere der Gruppe 1, die die wesentlich héhere Substratmenge erhalten
hatten. Bei Hochdruckratten fanden sich die Verédnderungen nur bei gleich-
zeitiger Applikation von Guanacline. Der Aufbau der Ganglien und Nervenfasern
bei Hochdruckratten ohne Guanaclinapplikation entsprach dagegen dem der
Kontrolltiere.

Ein Vergleick der Guanaclin-induzierten Sympathicusverinderungen mit an-
deren Sympathicusblockern ergibt etwas unterschiedliche Schidigungsmuster.
Bei den bisher mit elektronenmikroskopischen Methoden durchgefiihrten Unter-
suchungen zur chemischen Sympathektomie wurden folgende Substanzen ver-
wendet: 6-Hydroxydopamin (Thoenen und Tranzer, 1968; Hokfelt et al., 1972),
5,6-Dihydroxytryptamin (Baumgarten ef al., 1972) und Guanethidin (Burnstock
ef al., 1971; Heath et al., 1972). Mitochondriendegenerationen und Axonschédi-
gungen mit Auftreten osmiophiler lysosomenéhnlicher Korper sind analog un-
seren Beobachtungen auch bei Einwirkung von 6-Hydroxydopamin und 5,6-
Dihydroxytryptamin beschrieben worden. Im Gegensatz zum Guanaclineffekt
kommt es jedoch bei diesen Substanzen nicht zum Verlust der granuliren Vesikel,
sondern nur zu einer Schwellung und Akkumulation. Das Schidigungsmuster
am Ganglion cervicale superior ist bei Guanethidineinwirkung durch Mito-
chondrienzerstérung, Membranschadigung des endoplasmatischen Retikulum
sowie Golgifeldes und relativ spit auftretende osmiophile lysosomenshnliche
Korper gekennzeichnet. Die Ganglienzellauflésung liegt nach einer 6 Wochen
langen Guanethidineinwirkung bei iiber 98%, nach Guanacline dagegen bei
nur etwa 70%.

Die Wirkung der Sympathicusblocker beruht auf drei Mechansimen: Ganglien-
blockade, postgangliohire Hemmung und Catecholaminverarmung (Kronenberg
et al., 1965). Die Tatsache, dal die morphologisch faBbaren Verinderungen an
den Ganglien und den priterminalen sowie terminalen Axonen gleichzeitig auf-
treten, spricht fiir eine direkte cylotoxische Wirkung am Aufnakhmeort der Sub-
stanzen. Allerdings bedarf der Wirkungsmechanismus noch einer weiterenKlarung.
Malmguist und Oates (1968) fanden bei in vitro-Versuchen an den Mitochondrien
der Rattenleber unter Guanethidineinwirkung eine Stérung der oxydativen
Phosphorylierung. Beim 5,6-Dihydroxytryptamin wird angenommen, daf die
Substanz als falscher Neurotransmitter von den sympathischen adrenergen
Nervenfasern aufgenommen wird und das Noradrenalin aus den Speicherungs-
formen verdréingt (Baumgarten ef al., 1972). Eine Erklirung fiir die monatelang
fortbesthehende Guanaclinwirkung konnte darin erblickt werden, daB in den
Ganglienzellen noch sehr lange osmiophile Kérper mit Membranfragmenten,
Mitochrondrienresten und osmiophilen Kiigelchen nachweisbar sind. Unter der
Annahme, dafl die osmiophilen Kérper noch Guanaclinpartikel enthalten, ist es
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moglich, daB dadurch die Neuritenregeneration verzégert eintritt und die che-
misch induzierte Sympathektomie langfristig bestehen bleibt.

Aus den bisherigen cytochemischen und elektronenmikroskopischen Be-
obachtungen an der menschlichen Parotis sowie der Parotis und dem cervicalen
Ganglion der Ratte ergibt sich, daB der Guanaclineffekt auf einer cytotoxischen
Schidigung der sympathischen Parotisinnervation beruht und die Alterationen
des sezernierenden Driisenparenchyms einen Sekundireffekt am Receptorgewebe
darstellen.
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