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Prof. Ma¥ro ViaLLl e Dott. ViTTORIO ERSPAMER.

(Eingegangen am 22. Juni 1937.)

Introduzione.

Come abbiamo detto nella prima di queste note, I'indirizzo generale
seguito nelle nostre modalita tecniche per I’estrazione e per il ricono-
scimento chimico del difenolo specifico delle enterocromaffini negli estratti,
ci & venuto dalla nostra precedente ampia sperimentazione istologica.

Nel corso delle ricerche sugli estratti ci si sono via via affacciati
alcuni quesiti nuovi risolvibili per via istologica e d’altra parte ci si &
offerta la possibilita di analizzare e verificare per via chimica alcuni
dei fatti che si osservano nella istochimica delle enterocromaffini. Possia-
mo dire che anche nella fase attuale dei nostri studii ricerche chimiche
e ricerche istochimiche sono procedute parallelamente con continui
apporti vicendevoli.

Studiando i nostri processi di estrazione noi abbiamo raccolto gia
un certo numero di elementi che ci consentono di discutere sotto nuova
luce punti controversi nella istochimica delle enterocromaffini. A questo
¢ dedicata la presente nota: da essa non ci si pué attendere quindi una
unita ed uniformita di trattazione perché, essendo destinata semplice-
mente a risolvere tante singole questioni diverse, ci & apparso inutile,
per dare ad essa una maggiore completezza e collegare i vari argomenti,
ripetere cose gia altrove dette.

Pur potendosi presumere che nell’ulteriore corso delle nostre ricerche
sul secreto specifico delle enterocromaffini altri nuovi quesiti ci potremo
porre ed altre nuove questioni risolvere, ci & parso opportuno fin d’ora
render noti questi risultati che possiamo ritenere definitivi e che var-
ranno a chiudere definitivamente alcuni discussi capitoli sull’argomento.
Per le ragioni addotte sopra manterremo alla esposizione la sua forma
schematica e frammentaria. Tratteremo successivamente in singoli
capitoli ben determinate questioni oppure discuteremo in modo critico
le concezioni generali di vari Autori.

1 Le prime sei note sull’argomento sono comparse nel Boll. Soc. med.-chir. Pavia
51 (1937).
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Diamo senz’altro in forma schematica 1’elenco delle questioni di
cui ci siamo occupati:

1° Meccanismo d’azione della formalina nella fissazione delle cellule
enterocromaffini.

20 Revisione critica di alcune vedute di FEYRTER sulle cellule entero-
cromaffini.

3¢ Ricerche sulla supposta frazione toluolsolubile del secreto specifico
delle enterocromaffini secondo Masson.

4° Posizione degli OH nell’anello benzolico della sostanza specifica.

5% Questione della natura acida o basica della sostanza specifica.

6° Rapporti tra sostanza specifica delle cellule enterocromaffini e
pigmenti a tipo lipofuscinico e melaninico.

10

Il problema della fissabilita della sostanza specifica delle cellule
enterocromaffini & stato da noi ampiamente trattato in ricerche ante-
cedenti: in esse, dopo aver dimostrato che solo la formalina ed alcuni
liquidi contenenti la formalina possono conservare i granuli delle cellule
enterocromaffini con le loro particolari caratteristiche istochimiche, noi
abbiamo anche esposte alcune considerazioni sul possibile meccanismo
e significato dell’azione del formolo. Essendo ora giunti alla preparazione
di estratti in cui la sostanza difenolica & presente in soluzione, abbiamo
trovato modo di aggredire il problema per altra via che ci consente di
trarre conclusioni pili definitive.

Gia nella 3* nota di questa serie abbiamo accennato, senza alcuna discussione,
ad una esperienza da noi fatta e di essa noi riportiamo qui senz’altroidati: d’estratto
alcoolico di 100 gr. di raschiatura di mucosa di stomaco di coniglio viene portato
a secco, e, dopo lavaggio con etere di petrolio, ripreso con 10 ce. di acqua a cui
si aggiungono 3 cc. di formolo Schering. Si lascia a sé per 48 ore. Non si nota
alcun intorbidamento. Cid nonostante si filtra e poi si porta a secco il filtrato che
viene ripreso con 10 cc. di acqua. Le reazioni sono presenti : la diazo con le sue
note caratteristiche & lievemente meno intensa; la reazione jodica da colorazione
intensa brunastra corrispondente a quella da noi trovata nell’adrenalina dopo
inattivazione con formolos. Dobbiamo qui aggiungere che sul filtro, estratto con
acqua acidulata, non era rimasta alcuna traccia della sostanza specifica. Dal
punto di vista chimico il risultato & chiarissimo: la formalina non & in grade di
precipitare il difenolo specifico delle enterocromaffini presente nell’estratto. Alcune
particolari osservazioni ci sembra necessario fare nei riguardi della reazione jodica:
mentre negli estratti non formolizzati la reazione jodica da un netto colore viola
lilla, dopo trattamento con formalina abbiamo sempre avuta una reazione jodica
brunastra. Tale colore corrisponde perfettamente a quello che si ossserva in isto-
logia a livello dei granuli delle enterocromaffini quando il tessuto venga trattato
contemporaneamente (nella fissazione) o successivamente (dopo fissazione) con for-
malina e con jodato di potassio.

Fin dal nostro lavoro precedente sulla istochimica delle cellule
enterocromaffini noi avevamo previsto che la formalina potesse modificare
la intensitd e la tonalitd di colore di varie reazioni istochimiche: e in cio
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¢i confortavano i risultati delle nostre ricerche sulla inattivazione in
vitro della adrenalina e di altre sostanze. Ricordiamo particolarmente
che appunto per la reazione jodica noi avevamo visto che, dopo tratta-
mento con formolo, il colore che si otteneva nei riguardi dell’adrenalina
non era, piu il solito bel color rosso viola ma un colore giallo bruno. Gli
attuali risultati della ricercha chimica hanno quindi pienamente con-
fermato le nostre previsioni: noi pero non possiamo fino ad ora né per
Padrenalina né per il difenolo delle enterocromaffini dare una sicura e
precisa spiegazione chimica del fatto. Anche per la sostanza specifica.
delle enterocromaffini noi pensiamo, come abbiamo gid detto per la
adrenalina, che si tratti di un’azione che si esplica sulla catena laterale.
Stiamo ricercando se sia possibile dare prove sicure di questo nostro
modo di vedere e se sia possibile arrivare a stabilire in base a ci6 la pre-
senza di determinati aggruppamenti nella catena laterale stessa.

I risultati ottenuti con il trattamento formolico in vitro degli estratti
contenenti il secreto specifico delle enterocromaffini, dimostrando che
la formalina non precipita la sostanza dai liquidi di estrazione, rendono
possibile una ripresa della discussione sul meccanismo d’azione della
formalina nella fissazione basandola sui nuovi argomenti acquisiti.

La ipotesi, da noi avanzata nel lavoro precedente, che la formalina
insolubilizzasse il composto difenolico delle enterocromaffini, e probabil-
mente per via chimica piuttosto che per via fisico-chimica, era stata da
noi accolta come conseguenza logica di un fatto istologico importante,
quello della diversa fissabilith del difenoclo e del substrato acidofilo:
substrato pil o meno abbondante, in certi casi probabilmente persino
del tutto mancante, in altri casi invece presente anche in assenza
del difenolo. Alla ammissione di questa diversa fissabilita noi eravamo
giunti non solo in base a risultati nostri ma anche in base ad una valuta-
zione critica dei risultati di vari Autori: anche attualmente dopo numerose
altre ricerche, di cui sara dato conto in altre publicazioni, noi riteniamo
di poter conservare il nostro modo di vedere su questo punto del problema.

Esclusa perd una precipitazione del nostro difenolo ad opera della
formalina, come ha dimostrato Pesperienza in vitro, occorre di necessita
tentare di spiegare il fenomeno della fissazione in altro modo.

Gid da tempo uno di noi (VIALLI) aveva ammessa la possibilita
teorica che anche un composto non insolubilizzabile dalla formalina
potesse venire fissato, assieme ad un substrato a cui risultasse legato,
per un meccanismo la cui spiegazione sfugge per ora ma che certo frequente-
mente entra in gioco nella fissazione istologica.

La nostra antecedente spiegazione del meccanismo di fissazione dei
granuli delle enterocromaffini partiva, come abbiamo detto, dal presup-
posto che nella fissazione stessa si dovesse tener conto di due soli elementi:
il difenolo ed il substrato acidofilo: lo stato della questione in base ai
soli dati istologici infatti non rendeva allora necessario di introdurre un

6*
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terzo termine. Ora invece, se si vuol dare una spiegazione, anche solo
in via ipotetica, che armonizzi i risultati istologici con quelli delle attuali
ricerche chimiche & necessario appunto ricorrere a un terzo elemento.
La fissazione avverrebbe ad opera di questa sostanza che noi possiamo
pensare morfologicamente connessa col granulo ed essa appunto nella
sua insolubilizzazione tratterrebbe il difenolo con un meccanismo che
possiamo ritenere paragonabile a quello da Lison ammesso per la fissa-
zione dei colori atrocitati e per la fissazione del glicogeno a mezzo di
acido picrico.

Rimane certo da spiegarsi la stranezza del fatto che solo la formalina
sia un fissativo congruo e questo fa pensare che in un modo o nell’altro
le caratteristiche chimiche della formalina abbiano la loro importanza.

Cosi noi non sappiamo ad esempio se la denaturazione che la sostanza
difenolica subisce per effetto del formolo, e di cui & prova la gid citata
variazione di tonalitd di colore delle reazioni jodiche, non abbia pure
essa una qualche importanza nel processo di fissazione.

In tutte le miscele fissative contenenti insieme alla formalina anche
sostanze ossidanti (jodato di potassio, persolfato di sodio, bicromato, acido
cromico, ecc.) bisogna inoltre tener presente che nel meccanismo di
fissazione pud avere la sua importanza la formazione dei composti chino-
nici o chinidronici che possono avere caratteristiche di solubilithd assai
diverse dal difenolo originario.

A complemento di queste considerazioni sul meccanismo d’azione
della formalina nella fissazione ci sembra pure utile, valendoci dei risultati
da noi ottenuti sui nostri estratti, spiegare le ragioni della mancata
capacith di fissazione dei granuli delle enterocromaffini da parte di
molte sostanza precedentemente da noi esperimentate.

Nel nostro lavoro istochimico noi abbiamo osservato che le granu.
lazioni non si mantengono, almeno con le loro caratteristiche istochimiche,
fissando con P’alcool etilico, ’alcool metilico, 1’acetone, I'acido picrico,
il sublimato e l’acetato di mercurio. Le nostre attuali ricerche sugli
estratti spiegano molto bene questi risultati negativi dovuti sia a una
vera, e propria estrazione come & il caso per i solventi organici ricordati,
sia a una mancata precipitazione del difenolo specifico come & il caso
per l'acido picrico, il sublimato e l'acetato di mercurio.

Diversamente stanno le cose per l'acido fosfotungstico, in quanto
utilizzato sugli estratti esso possiede una intensissima attivita precipi-
tante nei riguardi del difenolo, mentre utilizzato come fissativo esso non &
per nulla in grado di mantenere il granulo con le sue capacita reazionali.
Noi possiamo spiegare la mancata fissazione istologica dei granuli sem-
plicemente con le scarse capacitd di penetrazione dell’acido nell'interno
dei tessuti i quali risultano quindi mal fissati e persino spappolati.

Non sappiamo se P'acido fosfotungstico possa dare migliori risultati
in unione ad altri fissativi (ésclusa naturalmente la formalina che di
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per sé stessa fissa i granuli). Crediamo ad ogni modo che eventuali ricerche
dirette a risolvere questa questione siano da condursi su sezioni di ma-
teriale non incluso, non essendo da escludere la possibilitd che il pre-
cipitato fosfotungstico sia solubile nei solventi organici usati neila in-
clusione.

20

I nostri risultati chimici ci consentono di ribadire alcune altre con-
clusioni cui eravamo pervenuti gid colle nostre ricerche istochimiche e
di discutere alcune affermazioni inesatte avanzate da FEYRTER nella
sua monografia sui carcinoidi.

Ai fini della presente discussione occorre innanzitutto risolvere una
questione pregiudiziale per la quale dissentiamo completamente da
FEYRTER: FEYRTER si & posto la domanda se per le cellule enterocrom-
affini dell’epitelio intestinale la reazione cromaffine sia sempre sovrappo-
nibile alla reazione argentaffine e viceversa. L’A. adducendo ragioni
chimiche, sulle quali per altro non da alcuna spiegazione, ritiene di poter
rispondere negativamente a questa domanda ed a tutta giustificazione
del suo asserto si limita alla constatazione che spesso nel materiale
cromizzato sembrano esser presenti molto meno cellule colorate in giallo
che non cellule argentaffini in materiale di zone identiche, fissato in
formolo.

Ulteriori prove a sostegno del suo punto di vista I’A. cerca di apportare
con lo studio di carcinoidi e ritiene di avere elementi sufficienti per
dimostrare che anche nei carcinoidi la sostanza cromaffine pud esser
distinta dalla argentaffine tra l’altro anche in rapporto alla resistenza
al processi litici postmortali. Per citare qualche esempio, FEYRTER
ricorda un caso con carcinoidi multipli dell’ileo in cui le cellule di un
noduletto fissato in miscela di ORTH si sono colorate nettamente in giallo
mentre le cellule degli altri noduli tumorali dello stesso caso non hanno,
benché fissate in formalina, data la reazione argentaffine. Questo costi-
tuirebbe un esempio di reazione cromaffine positiva e di reazione argent-
affine negativa. FEYRTER ci porta perd anche esempi di comportamento
inverso: cromaffinitd negativa ed argentaffinitd positiva riscontrate
in un nodulo dell'intestino crasso. Tali fatti, che I’A. interpreta come
imputabili a fenomeni postmortali, non si verificherebbero nei carcinoidi
- ottenuti dal vivo e fissati freschi in formalina: questi quando sono
argentaffini sarebbero anche sempre cromaffini. Per spiegare risultati
di tale genere che sarebbero nettamente contrastanti con quanto egli
pensa sulla non identificabilitd della sostanza cromaffine con quella
argentaffine FEYRTER opina che si tratti semplicemente di lacune nella
nostra conoscenza e cosi conclude: ,,Die Frage aber, ob es nicht doch
vielleicht Carcinoide gibt, denen lediglich die eine oder die andere dieser
beiden Eigenschaften zukommt, bleibt mangels eingehender darauf
gerichteter Untersuchungen vorderhand offen.*
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Sempre in connessione con l'argomento che noi ora discutiamo &
da ricordarsi I’affermazione espressa da FEYRTER che, anche per materiale
normale, possano esistere nel ciclo vitale delle cellule enterocromaffini
elementi che da uno stadio indifferente diventerebbero solo argentaffini
ed andrebbero poi distrutti per morte o per divisione senza giammai
diventare cromaffini.

Noi gid da tempo, in un lavoro antecedente alla monografia di
FEYRTER, ci eravamo posti questa precisa domanda: «Esistono effettiva-
mente nell’intestino cellule a cromoreazione negativa ed a argentaffinita
positiva ?» Dopo accurati paragoni e conteggi di cui abbiamo esattamente
descritte le modalitd noi siamo venuti alla precisa convinzione che nelle
cellule enterocromaffini intestinali si ha perfetta corrispondenza tra
reazione argentaffine e reazione cromaffine: ogni elemento cromaffine
& anche argentaffine e viceversa.

Ponendo questa legge generale valevole per le enterocromaffini non
solo dei mammiferi ma anche di tutti i vertebrati noi avevamo allora
in animo di correggere una errata affermazione di CLaRra, affermazione
su cui poi CLARA stesso & ritornato dandoci pienamente ragione, quella
cioé della esistenza negli Anfibi di cellule a cromaffinita positiva e argent-
affinita negativa.

11 nostro modo di vedere & stato pienamente accolto da Lisox il
quale pure ritiene gia a priori stranissima 'ammissione dell’esistenza di
cellule a cromaffinitd positiva e argentaffinitd negativa. Dato che
I’ambito della reazione argentaffine supera quello della reazione crom-
affine si pud invece teoricamente ammettere benissimo la esistenza di
elementi argentaffini e non cromaffini.

Questo fatto indicherebbe perd la presenza di una sostanza nettamente
diversa da quella a nucleo pirocatechinico esistente nelle cellule entero-
cromaffini: ora una tale sostanza non ha potuto mai essere dimostrata,
beninteso nei granuli delle enterocromaffini, né da noi né da altri nel
piu svariato materiale normale e patologico.

La eventuale presenza in materiale di carcinoidi, per il quale noi
non abbiamo diretta esperienza, di cellule argentaffini e non cromaffini
si pud spiegare unicamente con 'ammissione dell’esistenza in seno ai
carcinoidi stessi di prepigmenti melaninici o di altre sostanze a costi-
tuzione analoga che nulla hanno direttamente a che vedere col difenolo
specifico delle cellule enterocromaffini.

A conclusione di questa discussione, come si possono interpretare i
reperti su cui FEYRTER poggia le sue asserzioni?

Per alcuni di essi noi crediamo di trovare una spiegazione sufficiente.
Innanzi tutto la massima parte dei reperti di cromaffinita su cui si basa
FeYRTER sono dedotti dalla postcromizzazione di materiale fissato in
formalina. B noto e noi possiamo confermarlo nel modo piu assoluto,
che in queste condizioni la reazione risulta assai indebolita (tantoché
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non & neppure ammessa da CorRDIER) e forse apprezzabile anche solo in
una parte degli elementi. Per avere risultati abbastanza attendibili in
queste condizioni occorre utilizzare altre reazioni di ossidazione da noi
proposte (ad esempio la Cevidalli), le quali mettono benissimo in evidenza
la presenza della sostanza riducente.

Del tutto ingiustificato & poi il paragone che FEYRTER giunge a fare
tra noduli diversi in caso di carcinoidi multipli. Riferendosi infine
particolarmente all’asserzione che nell’intestino normale vi & molto
minor numero di cellule cromaffini che non di argentaffini (fatto che come
ripetiamo i nostri conteggi accurati, di cui abbiamo dato conto nel
nostro lavoro del 1933, escludono completamente) noi riteniamo di
poter ripetere senz’altro la spiegazione che abbiamo dato in tale occasione
per un’analoga affermazione di TEHVER: «quando la cromoreazione
¢ assai debole, i prodotti colorati a cui essa di luogo possono sfuggire
all’osservazione, mentre invece tale fatto non si avvera per la reazione
di MassoN-HAMPERL in cui si ha anche un precipitato d’argento ben
visibile in corrispondenza dei granuli riducenti.» Di quest’ultimo fatto
avrebbe dovuto tener conto anche FEYRTER che ricorda esplicitamente
il meccanismo della reazione argentica secondo LIsoN.

Per i motivi analiticamente accennati sopra noi riteniamo di poter
risolvere la questione pregiudiziale con conclusioni, alle quali aderisce
la massima parte degli Autori e che invalidano completamente le vedute
di FEYRTER sui rapporti tra argentaffinitd e cromaffinita. Ben stabilito
questo fatto passiamo ad una discussione, pili strettamente aderente
al nostro attuale tema, di altre asserzioni di FEYRTER.

La piu importante di esse, dal punto di vista teorico & quella che
la sostanza riducente delle enterocromaffini compare solo dopo fissazione
in formalina e non preesiste nella cellula fresca: la formalina quindi
non fisserebbe una sostanza riducente ma ingenererebbe invece il potere
riducente in una sostanza che in vivo non ha tale potere; solo la formalina
fra tutti i fissativi possiederebbe queste capacita.

Noi possiamo confutare completamente questa asserzione tanto in
base a risultati istochimici quanto in base alle caratteristiche chimiche
dei nostri estratti.

Dal punto di vista istochimico parlano contro I’asserzione di FEYRTER:

10 I risultati positivi di argentaffinitd a fresco da noi ottenuti col
metodo di Kowx. 2% La comparsa di colore giallo-bruno diffuso nelle
cellule enterocromaffini dopo semplice fissazione con bicromato (HaM-
PERL, VIALLI ed ERSPAMER), chiara dimostrazione che nella cellula
esiste una sostanza la quale si ossida in presenza di bicromato ma non
viene trattenuta sotto forma granulare per la mancanza di formolo.
3% La caratteristica fluorescenza gialla alla luce di Woop che, contra-
riamente a quanto afferma FEYRTER, probabilmente per un errata
interpretazione delle ricerche di HAMPERL e non per esperienza propria,



88 Maffo Vialli e Vittorio Erspamer:

¢ ben visibile nella cellula in vivo, come noi abbiamo potuto riscontrare
in ricerche appositamente eseguite per controllo. 4° Anche la diazo-
reazione in ambiente alcalino si puo ottenere a fresco e poiché noi abbiamo
ampiamente dimostrato e tutti sono d’accordo con noi, anche se qualche
Autore aveva in un primo tempo creduto di poter fare affermazioni
in contrario, che nell’intestino la sostanza a diazoreazione positiva &
da identificarsi con la sostanza riducente, ne viene un ulteriore ultimo
argomento istologico in favore della preesistenza della sostanza ridu-
cente alla fissazione.

Ancora piu decisive sono le prove che ci vengono dallo studio chimico
dei nostri estratti ottenuti per trattamento con alcool o con acetone di
materiale sempre freschissimo.

In essi noi abbiamo dimostrato che la sostanza riducente & presente
e di tutto quell’insieme di reazioni caratteristiche che si ottengono
anche sul materiale fissato in formalina (diazoreazione, reazioni cromica,
jodica, al persolfato, al ferricianuro, reazione dello ZANFROGNINI). Per
la reazione argentaffine non possiamo pronunciarci, perché negli estratti
sono presenti molte impuritd che nulla hanno a che vedere col secreto
specifico delle enterocromaffini, ma che possono esse pure precipitare
ed imbrunire per l’azione dell’argento.

Da tutto quanto abbiamo detto resta quindi completamente invalidata
la affermazione di FEYRTER e dimostrato chiaramente che la sostanza
riducente preesiste come tale nella cellula in vivo. Se di un’azione del
formolo si vuol parlare & solo nel senso di una alterazione della sostanza
specifica che si rivela, come abbiamo ricordato in altra parte di questo
lavoro, con una modificazione di colore nei risultati della reazione jodica.

Il fatto poi che dopo fissazione con liquidi non formolici non possa
comparire pill, neppure per trattamento formolico, la sostanza riducente,
non & da interpretarsi come dovuto a una incapacitd dei liquidi non
formolici nel far comparire le proprieta riducenti nella sostanza specifica
(FEYRTER), ma & da ritenersi semplicemente dovuto a completa estrazione
della sostanza difenolica ad opera dei fissativi non adeguati.

Per finire dobbiamo dire che anche nei riguardi della questione della
argentability delle cellule enterocromaffini dopo fissazione cromica noi
dissentiamo da FERYTER e riconfermiamo in pieno le affermazioni conte-
nute nel nostro lavoro del 1933 e ribadite in quello del 1936. I risultati
negativi che si possono avere in alcuni casi sono dovuti semplicemente a
difficoltd tecniche non sempre superabili, ragione per cui anche noi non
crediamo affatto si possa consigliare, come tecnica di uso corrente, 'appli-
cazione della reazione argentaffine su materiale cromizzato.

30
Di grande interesse istochimico e biochimico sarebbero, qualora
venissero confermate, alcune caratteristiche che MassoN avrebbe dimo
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strate abbastanza recentemente (1932) nei riguardi della sostanza spe-
cifica delle cellule enterocromaffini. I reperti di MassoN coinvolgono
una serie di problemi che necessariamente noi dovevamo toccare nei
nostri tentativi di estrazione del secreto delle enterocromaffini: in base
al risultati ottenuti noi crediamo ora di poter affrontare e risolvere la
discussione sull’argomento.

Secondo I’A. il costituente fenolico che da ai granuli le proprieta
argentaffini non sarebbe sempre uguale: talvolta esso sarebbe legato
a un corpo toluolsolubile, probabilmente un lipide, e verrebbe disciolto
con quest’ultimo dal toluolo, altre volte invece sarebbe indipendente
dal lipide e quindi insolubile in toluolo. MassoN interpreta queste
variazioni nelle proprieta della sostanza argentaffine come esponenti
di due stadi secretori successivi delle cellule argentaffini.

Per una esatta interpretazione e per una completa valutazione critica
dei reperti di MassoN & necessario riferire con una certa ampiezza i dati
tecnici in base ai quali I’Autore ha creduto di poter giungere alle con-
clusioni sovraesposte.

E di constatazione comune alla generalita degli Autori il fatto che
in seguito a trattamento di sezioni di tessuti inclusi in paraffina con solu-
zione argento-ammoniacale le cellule enterocromaffini si presentano
diversamente ricche in granuli e che i granuli stessi variano per dimensioni
e per capacita riducente.

MassoN in un primo tentativo di spiegare questi reperti ricorre a
una modificazione della sua tecnica argentica originaria, modificazione
includente una argentazione in blocco eseguita sempre perd con soluzione
argento-ammoniacale: dopo tale trattamento MassoN trova cellule piu
numerose, con granuli pill voluminosi e aventi lo stesso aspetto in tutte
le cellule. Poiché con le modalitd tecniche ora esposte le cellule entero-
cromaffini subiscono l'azione dell’argento-ammoniacale prima dei
passaggi in alcool ed in toluolo, ’Autore crede di poter concludere che
l'ineguaglianza nella grandezza e mnelle proprietad riducenti delle granu-
lazioni osservabili, come & stato detto sopra, quando I’argentazione venga
eseguita in fettine sparaffinate, dipenda dalla scomparsa di una frazione
della sostanza riducente, frazione pili o meno solubile nell’alcool o nel
toluolo o in entrambi. Per procedere oltre nelle proprie deduzioni Masson
dopo parecchi tentativi si & fissato su una tecnica completamente diversa
dalle solite e che noi riportiamo nei suoi dettagli.

L’intestino fissato in formolo o in Bouin & tagliato in frammenti di 1 mm. di
spessore. I frammenti sono lavati per'24 h. all’acqua corrente. Essi sono in seguito
trattati nel modo seguente:

1° Alcool ammoniacale alcool 95° 100 cec.

ammoniaca V gocce...per 24 ore.
Questo reattivo dovrebbe diminuire o sopprimere la colorability dei nuclei e della
reticolina.,

20 Acqua distillata...2 ore.
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39 Soluz. di nitrato d’argento al 3% in acqua distillata. . .dai 5 ai 7 giorni a 37°.
4° Riduzione nella miscela:

Formolo 5 cc.,

Pirogallolo 0,5 gri....per 24 ore.,

acqua 45 cc.

5 Disidratazione con alcool assoluto, toluolo, paraffina.

Questo metodo che secondo Masson da i risultati pili completi e pitt precisi
colorerebbe in nero solo le granulazioni argentaffini e tutte le granulazioni argent-
affini.

Poiché I'argentazione & preceduta qui da un trattamento con alcool
forte, Massox viene alle conclusioni che noi abbiamo esposte in prin-
cipio di questo capitolo che cio¢ la parte della sostanza argentaffine che
scompare nei trattamenti necessari per la inclusione scompare per opera
del toluolo e non dell’alcool.

Un tale modo di vedere puo essere secondo noi discusso sia da un
punto di vista istochimico sia da un punto di vista puramente chimico.
Iniziamo senz’altro 'esame dal lato istochimico della questione.

Se si osservano le modalitd con cui Massox ha ottenuto i suoi ultimi
risultati si vede che 1’Autore & passato bruscamente da tecniche che,
secondo la nomenclatura di Lisow, sono strettamente argentaffini a
tecniche nettamente argentofile in quanto richiedono lintervento di
una miscela riducente.

Le differenze nel numero delle cellule «argentaffiniy e nelle caratte-
ristiche dei granuli possono e devono essere spiegate colla contemporanea
messa in evidenza ad opera dell’ultimo metodo di MassoN di due tipi
cellulari ed in una stessa cellula di due tipi granulari istochimicamente
ben diversi: cellule e granuli argentaffini e cellule e granuli argentofili.

Questa nostra spiegazione che invalida i risultati ottenuti da Massow
col suo ultimo metodo lascerebbe ad ogni modo sussistere la possibilita del-
I'esistenza di una frazione argentaffine solubile nei solventi organici,
possibilita da Masson gia prospettata in seguito ai risultati ottenuti
col suo metodo di argentazione in blocco con semplice soluzione argento-
ammoniacale.

Noi riteniamo molto difficile poter stabilire come e quando un metodo
di argentazione in blocco su materiale fissato in formolo o in miscele
formoliche cessi di essere argentofilo per diventare sicuramente argent-
affine. Ci sostiene in questo modo di vedere 1’opinione di parecchi Autori
che si sono occupati di proposito delle varie reazioni argentiche {Lisox,
HampERL): un metodo molto simile a quello di Massox di cui ora ci
occupiamo e precisamente il metodo di Haspcawa & da HampErL ad
esempio qualificato come nettamente argentofilo. Si pud infatti pensare
che un lavaggio all’acqua per quanto prolungato non sia capace, neppure
in frammenti sottili, di asportare completamente ogni traccia di formolo
il quale pud quindi esplicare durante il periodo dell’argentazione una
azione riducente.
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Del resto anche volendo ammettere che il trattamento in blocco
con soluzione argento ammoniacale, eseguito con tutte le possibili cautele
nei lavaggi, sia una tecnica rigidamente argentaffine noi possiamo egual-
mente avanzare una spiegazione di parte almeno dei risultati di MassoN.
E risaputo che tutti i metodi di impregnazioni metalliche in blocco
presentano il difetto di avere le parti pil esterne del blocco sovraim-
pregnate mentre quelle interne molto spesso hanno una deficienza di
impregnazione. Ci pare molto difficile per non dire impossibile che
anche chi ha occhio molto esercitato possa discernere esattamente quali
sono le zone con un optimum di impregnazione, e poiché & ben risaputo
che eccedendo nella impregnazione i metodi argentaffini non solo danno
precipitazioni pilt grossolane di argento ridotto, ma possono persino
perdere parte della loro elettivita, consegue che i risultati che si ottengono
possono assai facilmente essere fallaci.

Ad ogni modo poiché il problema ¢ del massimo interesse e non ci
appare alcun modo sicuro di chiarirlo con i soli dati istochimici noi abbiamo
tentato di risolverlo per via chimica. "

Conoscendo ormai assai bene per la esperienza di numerose estrazioni
la assoluta costanza delle varie reazioni chimiche di riconoscimento
della sostanza specifica delle enterocromaffini ed i limiti di concentrazione
e di sensibilitd di tali reazioni, ci & stato possibile saggiare un estratto
ottenuto ponendoci in condizioni esattamente sovrapponibili a quelle
impiegate dal MassoN nella' tecnica istologica.

Ecco dettagliatamente il procedimento da noi seguito:

1° Fissazione di 120 gr. di raschiatura di mucosa proveniente dalla porzione
del fondo di 20 stomaci di coniglio in formolo Schering 10% per 3 giorni.

2° Lavaggio del materiale in acqua corrente per 24 ore, poi in acqua distillata
per 4—5 ore.

30 Trattamento del materiale bene sminuzzato con 300 cc. di alcool 80° per
4 giorni.

4° Passaggio del materiale in alcool assoluto per 4 giorni dopo di che si rinnova
Yalcool assoluto e si lascia per altri 3 giorni.

5° 11 materiale viene passato in toluolo (250 gr.) dove rimane per 24 h.

Le tre frazioni di liquidi usati per I’estrazione (alcool 802, alcool assoluto, toluole)
vengono separatamente tirate a secco a bassa temperatura ed a pressione ridotta.
I residui secchi vengono ripresi con 10 ce. ciascuno di acqua distillata e con etere
di petrolio per allontanare i grassi. Il trattamento con etere di petrolio viene ripetuto
fino a che il solvente si conserva perfettamente incoloro. — Tutte le manipolazioni
sono state eseguite in ambiente di anidride carbonica. ‘

L’applicazione delle reazioni caratteristiche (diazoreazione in am-
biente alcalino e successiva acidificazione per acidi minerali forti, reazione
jodica e reazione al persolfato) ha dato sempre risultati perfettamente
negativi in tutte le frazioni, compresi gli eteri di petrolio che avevano.
servito per il digrassamento.

Come abbiamo riferito in note precedenti, in uguali condizioni quanti-
tative, su estratti alcoolici di materiale non fissato in formalina le varie
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reazioni sono evidentissime tantoché la jodica pud esser dimostrata
fino ad una diluizione 10—15 volte maggiore e la diazoreazione fino ad
una diluizione 100 volte maggiore.

All’obbiezione che i risultati negativi da noi ottenuti possano dipen-
dere da un’eventuale azione inattivante della formalina sul difenolo
specifico possiamo opporre i reperti discussi nella prima parte di questa
nota.

Concludendo: queste nostre ricerche escludono categoricamente la
presenza di una frazione o fase della sostanza specifica delle entero-
cromaffini solubile, dopo avvenuta la fissazione con formalina al 10%,
in alcool o in toluolo.
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Nel nostro lavoro del 1936 noi avevamo lasciata completamente
aperta la questione della posizione orto o para degli ossidrili fenolici
della sostanza specifica delle enterocromaffini. Accogliendo in tutto
le vedute di Lisonx sull’argomento, ritenevamo che la posizione orto
dovesse essere accolta solo come probabile, mantenendo una posizione
di scetticismo sugli asseriti risultati positivi della VULPIAN e della QUASTEL
secondo CLARA e della VuLPiax secondo TURCHINI, BROUSSY e JOURDAX.
Infatti nostri ripetuti tentativi di ottenere tali reazioni, sul cui maneggio
noi non avevamo dubbi avendole precedentemente ottenute positive
in altri materiali (Viarui), ci avevano sempre dato risultati del tutto
dubbi per l'interferire del colore proprio giallastro che le cellule possono
assumere dopo semplice fissazione in formolo. Abbiamo pensato che
anche qui gli estratti potessero recare un contributo decisivo alla riso-
luzione del problema.

I primi tentativi fatti con materiali meno depurati ci hanno dato
ancora risultati poco chiari: solo quando, dopo ripetute precipitazioni
con varie tecniche, abbiamo potuto allontanare gran parte delle sostanze
estranee, solo allora ci & riuscito di ottenere liquidi quasi incolori, con
forte positivita, delle altre reazioni specifiche, nei quali anche la
reazione di Vurpian diede risultati sicuramente positivi con un bel
colore verde seppure poco intenso.

La scarsa intensitd della reazione di VULPIAN paragonata alla molto
maggior intensity delle altre reazioni specifiche ci spiega come le prove
di ottenere istochimicamente tale reazione non diano risultati del tutto
chiari. Ammesso che istochimicamente la reazione si possa apprezzare,
essa non deve effettivamente dare che tinte pallidissime quali affermano
di aver ottenute CLARA e LisoN, tinte cosi pallide che noi non ci eravamo
sentiti in grado di sicuramente distinguere dal colore giallastro delle
cellule enterocromaffini fissate in formalina e mon c’eravamo quindi
ritenuti autorizzati a considerare come espressione di una sicura positivita
della reazione.
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Nei riguardi della reazione di QUASTEL siamo stati per ora meno
fortunati: sui nostri estratti anche piit puri noi abbiamo impressione
che la reazione sia di lettura molto difficile per 'interferenza di fenomeni
secondari (sopratutto intorbidamenti).

Anche a noi, dopo la indubbia positivita della VuLrraN con il caratte-
ristico color verde, pare necessario dover accogliere, almeno fino a prova
contraria, come sicura una posizione orto dei due OH fenolici e cid anche
in considerazione del fatto che verso di essa orientano tutte le conoscenze
attuali della biochimica degli aminoacidi e delle amine biogene.

50

Basandoci oltre che su risultati nostri anche su risultati precedenti
di Craccro e di altri Autori concordanti tutti nel mostrare che 'acidofilia
dei granuli delle cellule enterocromaffini diminuisce proporzionalmente
al grado di cromizzazione ottenuto nella fissazione in liquido di REGAUD,
nel nostro lavoro del 1933 noi avevamo avanzato in via ipotetica qualche
considerazione, da noi stessi giudicata un pd azzardata, sul carattere
basico o acido del difenolo specifico.

Poiché noi vedevamo diminuire I’acidofilia a mano a mano che aumen-
tava la intensita della reazione cromaffine avevamo ritenuto possibile
interpretare questo fatto come dovuto ad una progressiva neutralizzazione
del granulo immaturo, acidofilo e quindi basico, da parte della sostanza
cromaffine, la quale avrebbe dovuto avere natura acida. L’acidita
secondo il nostro modo di vedere poteva dipendere dai due OH fenolici
non neutralizzati dalla catena laterale.

Lisox a questa nostra ipotesi ha posto I'obbiezione che le variazioni
dell’acidofilia da noi osservate potevano semplicemente dipendere da
variazioni del substrato, riscontrabili sia nel corso della maturazione
delle enterocromaffini in una stessa specie, sia nell’esame comparativo
di specie diverse.

Che nei processi di maturazione il substrato a cui & legato il composto
fenolico possa variare 'avevamo del resto ammesso noi stessi e tuttora
manteniamo questa opinione.

Lisow avanza pure I'ipotesi che le variazioni di colorabilita dei granuli
con i coloranti acidi possano esser dovute a variazioni della catena laterale.
Su ci6 avremo occasione di ritornare pili avanti.

Per quanto concerne il problema fondamentale della natura acida
o basica del difenolo delle enterocromaffini le ricerche chimiche da noi
condotte sugli estratti sono in grado di permetterci di affrontare nuova-
mente la questione e questa volta in base a prove dirette e non in base
a semplici deduzioni ipotetiche.

Noi crediamo di aver ora un certo numero di elementi che ci per-
mettono di fondatamente ritenere che il difenolo specifico delle entero-
cromaffini abbia nel suo insieme un carattere basico.
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Una prima prova di un certo valore ci & data dai risultati del metodo
di precipitazione delle basi con acido fosfotungstico. Come abbiamo
dimostrato in una delle precedenti note la nostra sostanza precipita
negli estratti completamente, o almeno in grandissima parte, sotto forma
di fosfotungstato insolubile dimostrando cosl un comportamento analogo
a quello delle basi exoniche e di altre sostanze chimicamente ben definite
e pure a carattere basico.

Piu direttamente ancora ci orienta verso il carattere basico della
sostanza specifica delle enterocromaffini il suo comportamento di fronte
ad estrazione con alcuni solventi organici.

Su tale comportamento ci siamo dilungati in una nostra precedente
nota: quando un estratto acquoso contenente il difenolo viene dibattuto
con un solvente organico non miscibile con acqua (etere etilico, cloroformio
od alcool amilico) il passaggio totale o parziale del difenolo nel solvente
organico avviene solo quando le acqua madri sono fortemente alcaline
e non invece quando sono acide. Una volta passato il difenolo nel solvente
organico esso ne pud Venire estratto completamente e rapidamente per
trattamento con acqua convenientemente acidificata.

E questa una caratteristica tipica delle basi organiche su cui si appog-
giano fra l’altro molte tecniche di estrazione e purificazione di parecchie
fenilalcoilamine (ordenina, efedrina, pseudoefedrina, tiramina). Ricor-
diamo che gli ossiacidi aromatici presentano invece caratteristiche di
estraibilitd completamente opposte.

Di fronte a tutti questi dati messi in luce dalle ricerche chimiche sui
nostri estratti noi riteniamo di non poter piu sostenere I'ipotesi da moi
emessa, con riserva e su sole basi istologiche, di un‘eventuale acidita della
sostanza. Tutto porta a ritenere che il difenolo specifico delle entero-
cromaffini rappresenti una sostanza basica e che il carattere basico sia
in relazione con la struttura della catena laterale; su questo punto fonda-
mentale & attualmente basato il proseguimento delle nostre ricerche
chimiche sugli estratti.

Come si possono spiegare i risultati istologici ed istochimici che ci
avevano portato alla ipotesi, poi dimostratasi errata, di un presunto
carattere acido della sostanza ?

Prescindendo dalle critiche generali che si possono muovere alle
conclusioni desunte dall’impiego di coloranti acidi o basici, noi possiamo
cercare una ulteriore spiegazione dei fatti osservati anche nella natura
del fissativo usato. Espressamente noi avevamo indicato nel nostro lavoro
che le nostre ipotesi venivano avanzate in base a reperti ottenuti fissando
con liquidi formol — bicromici. In tali condizioni non ci pare invero-
simile supporre che come la fissazione altera gli OH fenolici cosi possa
anche alterare pilt 0 meno la catena laterale ingenerando le caratteristiche
di colorabilita da noi osservate. Che effettivamente possano darsi altera-
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zioni della catena laterale & cosa gia da noi ricordata e dimostrata a
proposito delle nostre ricerche sulla inattivazione della adrenalina da
parte della formalina e sempre ad una denaturazione della catena laterale
noi facciano ad esempio risalire, come abbiamo detto in questo stesso
lavoro, anche la variazione di colore della reazione jodica ottenuta sul
difenolo delle enterocromaffini dopo trattamento con formalina.
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La supposizione dell’esistenza di possibili rapporti tra cellule entero-
cromaffini e pigmenti ¢ un fatto ammesso da parecchi Autori in base a
criteri molto diversi che noi ci sentiamo ormai in grado di potere fondata-
mente discutere.

I pigmenti che si sono ritenuti legati alle cellule enterocromaffini
sono le melanine e le lipofuscine (nome molto vago che noi discuteremo
qui accogliendone il significato secondo le vedute di Lison, che cosi
ne stabilisce la sinonimia: lipofuscine di BorsT = braunes Abnutzungs-
pigment degli AA. tedeschi = cromolipoidi di Craccro).

A questi soli pigmenti limiteremo quindi la nostra discussione perché
ci sembra ozioso voler prender in considerazione anche gli altri tipi di
pigmenti (carotinoidi, emoglobina e suoi derivati, porfirine) per i quali
nessun Autore ha accennato a rapporti colla sostanza specifica delle
cellule enterocromaffini.

La FRIEDMANN, riportando opinioni di PATzELT, asserisce nel suo
lavoro che i granuli delle enterocromaffini sono da considerarsi per le
loro caratteristiche chimiche stadi prepigmentali, probabilmente di
una lipofuscina.

Nulla noi troviamo che possa, nelle caratteristiche chimiche e fisico-
chimiche dei granuli, confortare tale modo di vedere: molti sono invece,
e secondo noi del tutto persuasivi, i motl\n che ci possono far scartare
questa supposizione,

I caratteri che riassuntivamente LisoN ricorda per le lipofuscine, le
quali vanno intese secondo I’A. come dei corpi grassi o dei derivati di
corpi grassi colorati per sé stessi, sono parecchi, fra laltro:

a) Caratteri fisici: 1° pigmenti giallo-bruni o neri.

29 insolubilitad nell’ acqua, nelle soluzioni acide o alcaline, general-
mente solubilitd molto ridotta o nulla nei solventi dei corpi grassi,

b) Caratteri chimici: 1° colorabilitd con i coloranti generici dei grassi.

2° Mancata riduzione del nitrato d’argento ammoniacale (reazione
argentaffine negativa) e mancata impregnazione con le tecniche argen-
tiche.

Nei riguardi dei caratteri fisici noi possiamo dire che dalle nostre

ricerche non & affatto apparsa a fresco dimostrata la esistenza di un
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colore giallo proprio delle enterocromaffini, cosa che avrebbe potuto
costituire conferma del punto 1°. Per il punto 2° noi possiamo dire, in
base ai nostri studi sulla fissazione della sostanza specifica delle entero-
cromaffini e in base alle ricerche condotte sugli estratti, che la nostra
sostanza & molto solubile in acqua e che la solubilita & favorita dalla
presenza di acidi anche in concentrazioni relativamente basse (1—2%,
di HCl). Anche una parte dei solventi organici comunemente usati in
istologia (alcool metilico, alcool etilico, acetone) scioglie molto bene la
nostra sostanza come abbiamo dimostrato sempre con ricerche condotte
sugli estratti.

Nei riguardi dei caratteri chimici noi possiamo escludere la colora-
bilita dei granuli delle enterocromaffini coi coloranti generali dei lipidi
anche utilizzando il Nero Sudan B. La presenza di sostanze lipidiche,
ricordata da molti AA. in materiale patologico in cui forse pud rappresen-
tare un fatto importante, & nel normale o assente o del tutto insignificante
(vedi anche FEYRTER). D’altra parte si tratta sempre di sostanze lipidiche
estranee ai granuli.

Circostanza poi che dovrebbe colpire chiunque & quella della reazione
argentaffine negativa per le lipofuscine, caratteristica che viene appunto
usata per la diagnosi differenziale con le melanine.

Non sappiamo se PATzELT abbia creduto di poter trovare un appoggio
alle sue vedute nella concezione di Masson sull’esistenza di una frazione
toluol-solubile della sostanza riducente delle enterocromaffini; se cosi
fosse, anche questo appoggio & venuto a cascare come abbiamo dimo-
strato nella terza parte del nostro lavoro.

Concludendo c¢i sembra di poter asserire che attualmente & del tutto
arbitrario attribuire alla sostanza specifica delle enterocromaffini la
natura di un pigmento o prepigmento lipofuseinico.

Venendo alle melanine, & senz’altro da escludersi, come ben si com-
prende, una natura melaninica della sostanza delle enterocromaffini
(ricordiamo che le melanine sono sostanze intensamente colorate, in-
solubili in tutti i solventi minerali e organici e che, se esse danmno la
reazione argentaffine, non danno né la reazione cromaffine né la diazo-
reazione). Se invece la discussione dovesse essere fatta rispetto ai pre-
pigmenti melanici noi non ci sentiremmo in grado di dare una risposta
sicura perché troppi sono i punti oscuri in materia e perché troppe sono le
sostanze considerate di volta in volta da diversi AA. come sostanze madri
del pigmento. Tra esse ricorderemo, come le pi affini alla nostra sostanza,
la adrenalina e la dopa.

Volendo ammettere 1’esistenza di rapporti tra il difenolo delle entero-
cromaffini ed i pigmenti melanici (in cui pure & stata dimostrata la
presenza di nuclei fenolici) noi non possiamo pensare che a rapporti del
tutto indiretti, rapporti presumibilmente simili a quelli ammessi da
molti AA. tra cellule adrenalinogene e cellule melanogene.



Ricerche sul secreto delle cellule enterocromaffini. VIL. 97

Conclusioni.

L’esame critico comparativo dei risultati ottenuti colle tecniche
istochimiche e con lo studio degli estratti bruti di mucosa gastrica di
coniglio da noi finora allestiti ci consente di venire alle seguenti conclu-
sioni:

1° L’azione esplicata dalla formalina nella fissazione delle entero-
cromaffini non & da attribuirsi ad una precipitazione del difenolo specifico
ma & piuttosto da ritenersi legata, almeno in via ipotetica, alla fissazione
di un substrato capace di trattenere il difenolo stesso.

20 Contro le vedute di FEYRTER possiamo affermare che la sostanza ri-
ducente dei granuli preesiste alla fissazione in formolo con tutte le sue
caratteristiche chimiche e chimico-fisiche e che per le cellule entero-
cromaffini sussiste sempre una perfetta sovrapponibility della reazione
argentaffine con quella cromaffine e viceversa.

3% Non esiste alcune frazione toluolsolubile de! difenolo specifico,
contrariamente a quanto ammette MassoN.

4° T risultati sicuramente positivi della reazione di VULPIAN praticata
sugli estratti, ci consentono di accogliere la tesi della posizione orto
degli OH fenolici nella sostanza specifica delle enterocromaffini.

5° 11 comportamento del difenolo specifico di fronte alla precipi-
tazione con acido fosfotungstico e di fronte alle estrazioni con solventi
organici da soluzioni acquose alcaline o acide, permette di ritenere che
esso abbia nel suo insieme, per un aggruppamento presente con ogni
probabilita nella catena laterale, un carattere basico.

6° Una revisione critica dei concetti sui rapporti fra cellule entero-
cromaffini e pigmenti ci porta a ritenere completamente infondata
P'opinione di PaTzELT, riferita dalla FRIEDMANN, che il difenolo specifico
possa avere, per i suoi caratteri chimici, affinitd con prepigmenti di
tipo lipofuscinico. Da escludersi sono pure rapporti diretti con le melanine ;
possibili, seppure finora non provati, sono invece rapporti indiretti
simili a quelli ammessi da alcuni Autori fra adrenalina e prepigmenti
melaninici.

Zusammenfassung.

Die kritische vergleichende Erwigung der bisher von uns mit den
histochemischen Methoden und mit der Untersuchung unserer Kaninchen-
magenschleimhautextrakte erhaltenen Ergebnisse erlaubt uns folgende
SchluBisatze zu ziehen:

1. Die vom Formol auf die Fixation der enterochromaffinen Zellen
ausgelibte Wirkung ist nicht auf eine Fillung des spezifischen Diphenols
zuriickzufiihren; sie muB vielmehr mit der Fixation eines das Diphenol
aufhaltenden Substrates in Beziehung gebracht werden.

2. Im Gegenteil zu den FeyRrERschen Anschauungen kénnen wir
betonen, daB der reduzierende Stoff mit allen seinen chemischen und

7.f. Zellforschung u. mikr. Anatomie. Bd. 27. i
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chemisch-physikalischen Merkmalen vor aller Formolfixierung in den
Kornchen der enterochromaffinen Zellen vorhanden ist und daf jener
Stoff, der in den enterochromaffinen Zellen die Chromreaktion bedingt,
immer wesensgleich ist mit jenem Stoffe, der die ammoniakalische Silber-
nitratlosung reduziert. Das bedeutet, dafl alle chromierbaren entero-
chromaffinen Zellen nach dem MassonN-HamPERLschen Verfahren auch
versilberbar sind und umgekehrt.

3. Die Anwesenheit einer, neuerdings von Masso¥ beschriebenen,
toluolloslichen Fraktion des spezifischen Diphenols konnte von unseren
Untersuchungen keineswegs bestitigt werden.

4, Der sicher positive Ausfall der Eisenchloridprobe nach Vuwrriax
erlaubt uns die ortho-Stellung der phenoligen OH-Gruppen in der spezi-
fischen Substanz der enterochromaffinen Zellen fiir bewiesen zu halten.

5. Die Fillbarkeit des spezifischen Diphenols mittels der Phosphor-
wolframséure, die Ergebnisse unserer Untersuchungen iiber das Ver-
halten des Diphenols gegen Extrahierungsproben aus wésserigen sauren
oder alkalischen Ldsungen mittels verschiedener organischer Losungs-
mittel (Amylalkohol, Chloroform, Athylither) sind alles Umstinde,
die zugunsten einer basischen Natur des Diphenols sprechen. Eine
solche basische Natur soll mit aller Wahrscheinlichkeit von einer in der
Seitenkette gelegten Gruppe bestimmt sein.

6. Eine kritische Nachpriifung der von verschiedenen Verfassern
behaupteten Beziehungen zwischen enterochromaffinen Zellen und
Pigmentzellen hat uns zur Uberzeugung gebracht, daB das spezifische
Diphenol, nach seinen chemischen Beschaffenheiten, keine Verwandtschaft
mit lipofuscinischen Pripigmenten haben kann (Parzent). Auch un-
mittelbare Beziehungen zu den Melaninen kénnen mit Sicherheit aus-
geschlossen werden; moglich dagegen, obgleich bisher nicht bewiesen,
sind mittelbare Beziehungen zu solchen Pigmenten.

Bibliografia.

Ciaccio, C.: Sopra speciali cellule granulose della mucosa intestinale. Arch. ital.
Anat. 6 (1807). — Clara, M.: Die basalgekornten Zellen im Darmepithel der Wirbel-
tiere. Erg. Anat. 80 (1933). — Uber die Entwicklung der basalgekdrnten Zellen
beim Menschen. Z. Anat. 103 (1934). — Untersuchungen iiber die ,,spezifische®
Substanz in den basalgekérnten Zellen der Amphibien. Z. Zellforsch. 24 (1936). —
Uber die Histophysiologie der basalgekornten Zellen im Darmepithel. Anat. Anz.
(Erganzungsh.) 83, (1936/37). — Cordier, R.: Recherches morphologiques et expéri-
mentales sur la cellule chromo-argentaffine de I’épithelium intestinale des vertébrés.
Archives de Biol. 36 (1926). — Feyrter, F.: Carcinoid und Carcinom. Erg. Path.
28 (1934). — Feyrier, F. u. K. Unna: Uber den Nachweis eines blutdrucksteigernden
Stoffes im Carcinoid. Virchows Arch. 298 (1937). — Friedmann, L: Ein Beitrag
zur Kenntnis der basalgekornten, gelben Zellen des Darmtraktes beim Menschen.
Z. mikrosk.-anat. Forsch. 36 (1934). — Hamperl, H.: Uber die gelben (chromaffinen)



Ricerche sul secreto delle cellule enterocromaffini. VII. 99

Zellen im Epithel des Verdauungstraktes. Z. mikrosk.-anat. Forsch. 2 (1925). —
Lison, L.: Recherches histochimiques sur les phénols et leurs derivés. Archives de
Biol. 41 (1931). — Histochimie animale. Paris: Gauthier-Villars 1936. — Masson,
P.: Anciennes et nouvelles méthodes de détection des cellules chromo-argent-
affines de l’intestin. Trans roy. Soc. Canada V. Biol. Sci. 1932. — Patzelt, V.:
Der Darm. W. v. Mollendorffs Handbuch der mikroskopischen Anatomie des
Menschen, Bd. 5, 3. Teil. Berlin: Julius Springer 1936. — Tehver, J.: Uber die
enterochromaffinen Zellen der Haussdugetiere. Z. mikrosk.-anat. Forsch. 21 (1930).
Turchini, J., J. Broussy et A. Jourdan: Au sujet des cellules enterochromo-argent-
affines de Nicolas-Kultschitsky-Masson du duodenum de cobaye. Arch. Soc. Sci.
méd. et biol. Montpellier 15 (1933/34). — Vialli, M.: La reazione cromaffine e alcune
presunte localizzazioni adrenaliniche. Boll. Zool. 6 (1935). — Ricerche istochimiche
sui vitellogeni dei Platelminti. Boll. Zool. 4 (1933). — Vialli, M. e V. Erspamer:
Cellule enterocromaffini e cellule basigranulose acidofile nei vertebrati (Ricerche
istochimiche). Z. Zellforsch. 19 (1933). — Azione della formalina sulla adrenalina.
Arch. internat. Pharmacodynamie 52 (1936). — Contributo alla migliore conoscenza
istochimica della cellule enterocromaffini. Arch. ital. Anat. 87 (1936). — Ricerche
sul secreto delle cellule enterocromaffini. Nota I. Estratti alcoolici di mucosa
gastrica e loro reazioni. Nota II. Prove di controllo su estratti gastrici vari. Nota III.
Comportamento della sostanza specifica delle enterocromaffini di fronte ad alcuni
agenti precipitanti. Nota IV. La sostanza specifica delle enterocromaffini non
pud essere adrenalina. Nota V. Comportamento della sostanza specifica delle
enterocromaffini di fronte ai solventi organici. Nota VI. Sulla azione biologica di
estratti bruti di mucosa gastrica di coniglio. Boll. Soc. med.-chir. Pavia 51 (1937).

7*





