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ABSTRACT

ULTRASTRUCTURE OF AND MONOAMINE LOCATION IN 

CULTURED HUMAN FETAL SYMPATHETIC NEURONS

by

G a i l  □.  Z e e v a l k

A d v i s o r :  P r o f e s s o r  K a t h e r i n e  M. L y s e r

P a r t i a l l y  d i s s o c i a t e d  human - f e t a l  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  

c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  a c h e m i c a l l y  d e f i n e d  medium f o r  5 t o  

4 0  d a y s .  The e f f e c t s  o f  s e r u m - f r e e  g r o w t h  c o n d i t i o n s  on  

s e v e r a l  n e u r o n a l  f e a t u r e s  w e r e  e x a m i n e d  by  p h a s e  c o n t r a s t  

and e l e c t r o n  m i c r o s c o p y .  Serum grown c u l t u r e s  and i.n y i y o  

g a n g l i a  w e r e  s t u d i e d  f o r  c o m p a r i s o n .

N e u r o n s  c u l t u r e d  i n  d e f i n e d  medium o r  s e r u m - s u p p l e ­

m e n t e d  medium a t t a c h e d  r e a d i l y  t o  t h e  c u l t u r e  d i s h  and  

e x t e n d e d  e x t e n s i v e  n e u r i t e s .  In marked c o n t r a s t  t o  t h e  

d e n s e  o u t g r o w t h  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium,  v e r y  f e w  n o n ­

n e u r o n a l  c e l l s  w e r e  p r e s e n t  i n  d e f i n e d  medium.  The f i n e
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s t r u c t u r e  o f  t h e  n e u r o n s  i n  d e f i n e d  medium was  s i m i l a r  t o  

t h a t  o f  n e u r o n s  i n  v i v o  o r  c u l t u r e d  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  

medium.  W h i l e  a d e v e l o p m e n t a l  r a n g e  o f  c e l l s  f r o m  v e r y  

i mm a t u r e  a p p e a r i n g  c e l l s  t o  more  m a t u r e  y ou n g  n e u r o n s  was  

f o u n d  a t  a l l  t i m e  p o i n t s  e x a m i n e d ,  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  a 

l a r g e r  p r o p o r t i o n  o f  t h e  mare m a t u r e  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  i n  

o l d e r  c u l t u r e s .  V e r y  i mma tu re  c e l l s  had c o n d e n s e d  c h ro m a ­

t i n  and s c a n t y  c y t o p l a s m  w h i l e  more  m a t u r e  n e u r o n s  s how ed  

i n c r e a s i n g l y  more d i s p e r s e d  k a r y o p l a s m  and a d e v e l o p m e n t a l -  

l y  a d v a n c e d  o r g a n e l l e  p o p u l a t i o n .  The u l t r a s t r u c t u r e  o f  

t h e  n e u r i t e s  was  t y p i c a l  o f  s y m p a t h e t i c  a x o n s .  V a r i c o s i ­

t i e s  and o c c a s i o n a l  s y n a p s e s  w e r e  f o u n d  i n  c u l t u r e s  m a i n ­

t a i n e d  f o r  a t  l e a s t  2 0  d a y s .  I t  i s  c o n c l u d e d  t h a t  t h e  

d e f i n e d  medium u s e d  i n  t h i s  s t u d y  a l l o w s  t h e  e x p r e s s i o n  o f  

t y p i c a l  n e u r o n a l  c y t o l o g y ,  n e u r i t e  e x t e n s i o n ,  and s y n a p s e  

f o r m a t i o n .

The p h y s i o l o g i c a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e s e  n e u r o n s  

w i t h  r e s p e c t  t o  n e u r o t r a n s m i t t e r  p r o d u c t i o n  and s t o r a g e  was  

e x a m i n e d  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  and d e f i n e d  medium c u l t u r e s  

by c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  c y t o c h e m i s t r y .  C h r o m a t e - d i c h r o m a t e  

s p e c i f i c a l l y  r e a c t s  w i t h  t h e  m on o a m i n e s  n o r e p i n e p h r i n e ,  

d o p a m i n e  and S ’ - h y d r o x y - t r y p t a m i n e  and r e s u l t s  i n  an e l e c ­

t r o n  d e n s e  p r e c i p i t a t e .  E l e c t r o n  d e n s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  

r e s e m b l i n g  t h e  c o r e s  o f  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  and w i t h  a s i z e  

r a n g e  c o m p a t i b l e  w i t h  t hem < 5 0 - 9 4  nm) was  s e e n  i n  a l l  

c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  t r e a t e d  c u l t u r e s .  Chro mate  p o s i t i v e
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v e s i c l e s  w e r e  f o u n d  i n  c e l l  s a m a s  a s  w e l l  a s  p r o c e s s e s .  

T h e s e  v e s i c l e s  o c c u r r e d  e i t h e r  s i n g l y  o r  i n  s m a l l  c l u s t e r s .  

C l u s t e r s  o-f l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  s e e n  more  

f r e q u e n t l y  i n  t h e  2 5  d a y  c u l t u r e s  t h a n  i n  t h e  6  d a y  o n e s .  

S m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  n e v e r  f o u n d .  When p o t a s s i u m  

p e r m a n g a n a t e  was  e m p l o y e d  a s  t h e  f i x a t i v e ,  o c c a s i o n a l  p o s i ­

t i v e  v e s i c l e s  w e r e  f o u n d  b u t  t h e i r  f r e q u e n c y  w a s  g r e a t l y  

r e d u c e d  f r o m  t h a t  s e e n  i n  t h e  g l u t a r a l d e h y d e —osmiurn o r  

c h r o r n a t e —d i c h r o m a t e  f i x e d  c u l t u r e s .  T h i s  i s  b e l i e v e d  t o  b e  

d u e  t o  d e p l e t i o n  o f  m o n o a m i n e s  w i t h  p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  

f i x a t i o n .  The f i n d i n g s  d e m o n s t r a t e  t h e  a b i l i t y  o f  t h e s e  

n e u r o n s  t o  r e t a i n  an a d r e n e r g i c  p h e n o t y p e  i_n v i_t.ro and t h e  

s t o r a g e  o f  t h e  a d r e n e r g i c  n e u r o t r a n s m i t t e r  i n  l a r g e  d e n s e  

c o r e  v e s i c l e s .
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INTRODUCTION 

I* Q b j e c t i v e s

S t u d i e s  o f  normal  and n e o p l a s t i c  a u t o n o m i c  n e u r o n s  h a v e  

c o n t r i b u t e d  much t o  our  c u r r e n t  k n o w l e d g e  o f  n e u r a l  d e v e l o p ­

m e n t .  Howev er ,  many q u e s t i o n s  c o n c e r n i n g  t h e  m e c h a n i s m s  o-f 

d i f f e r e n t i a t i o n  s t i l l  r e m a i n  u n a n s w e r e d .  C e l l ,  t i s s u e  and 

o r g a n  c u l t u r e  p r o v i d e  a v a l u a b l e  t o o l  f o r  d e v e l o p m e n t a l  s t u ­

d i e s .  The i m m e d i a t e  c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  i s  u n d er  s t r i c t  

c o n t r o l  and v a r i a b l e s  c an  b e  m a n i p u l a t e d  more r e a d i l y  t h a n  

i n  v i v o .  C o n t r o l  o f  t h e  c u l t u r e  e n v i r o n m e n t  h a s  r e c e n t ­

l y  b e e n  a d v a n c e d  by t h e  d e v e l o p m e n t  o f  s e v e r a l  c h e m i c a l l y  

d e f i n e d  m e d i a .  T h i s  i s  o f  p a r t i c u l a r  i m p o r t a n c e  s i n c e  

s erum c o n t a i n s  an u n d e f i n e d  p o p u l a t i o n  o f  m o l e c u l e s  w h i c h  

may i n t e r f e r e  w i t h  e x p e r i m e n t a l  r e s u l t s  i n  an u n s u s p e c t e d  

manner and make i n t e r p r e t a t i o n  o f  r e s u l t s  more d i f f i c u l t .

N e u r o n s  o f  b o t h  t h e  c e n t r a l  and p e r i p h e r a l  n e r v o u s  

s y s t e m s  h a v e  b e e n  s t u d i e d  i n  c u l t u r e .  R e l a t i v e l y  f e w  

s t u d i e s ,  h o w e v e r ,  h a v e  b e e n  c o n c e r n e d  w i t h  d e v e l o p i n g  human 

n e u r o n s .  S t u d y  o f  normal  human n e u r o n s  i s  i m p o r t a n t  i n  

a s s e s s i n g  t h e  a p p l i c a b i l i t y  o f  t h e  v a s t  amount  o f  r e s e a r c h  

o b t a i n e d  from o t h e r  s p e c i e s  t o  human n e u r o n a l  d e v e l o p m e n t .

In a d d i t i o n ,  i t  p r o v i d e s  a b a s i s  o f  c o m p a r i s o n  f o r  s t u d i e s  

u s i n g  human n e u r o b l a s t o m a  c e l l  l i n e s  a s  model  s y s t e m s  f o r  

d e v e l o p m e n t  and d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  n e r v o u s  s y s t e m .  C e l l



l i n e s  o f  n e u r o n a l  o r i g i n  a l s o  h a v e  b e e n  u s e d  f o r  r e s e a r c h  

a ime d a t  u n d e r s t a n d i n g  t h e  m e c h a n i s m s  i n v o l v e d  i n  t h e  

c o n v e r s i o n  o f  normal  c e l l s  t o  a t r a n s f o r m e d  s t a t e .  In 

e v a l u a t i n g  t h e  r e s u l t s  o f  s u c h  s t u d i e s  i t  i s  c r u c i a l  t o  know 

how normal  c e l l s  o f  t h e  same d e v e l o p m e n t a l  o r i g i n  r e s p o n d  in  

a s i m i l a r  c u l t u r e  e n v i r o n m e n t .  A s e r u m - f r e e  c u l t u r e  s y s t e m  

was r e c e n t l y  e s t a b l i s h e d  f o r  r a t  n e u r o b l a s t o m a  < B o t t e n s t e i n  

and S a t o ,  1 9 7 9 ) .  The same c h e m i c a l l y  d e f i n e d  medium h a s  

b e e n  u s e d  s u c c e s s f u l l y  f o r  t h e  g r o w t h  o f  c e l l s  Df a 

c o n t i n u o u s  human n e u r o b l a s t o m a  l i n e  ( B u r m e i s t e r  e t  a K ,

1979;  B u r m e i s t e r ,  1 98 2;  C a r r o l  1 ,  1 9 8 2 ) .  The f i r s t  o b j e c t i v e

o f  t h i s  t h e s i s  r e s e a r c h  was  t o  t e s t  t h e  a b i l i t y  o f  d e f i n e d  

medium t o  s u p p o r t  t h e  g r o w t h  o f  human f e t a l  s y m p a t h e t i c  g a n ­

g l i o n  c e l l s ,  t h e  normal  c o u n t e r p a r t  o f  p e r i p h e r a l  n e u r o b l a s ­

t oma.  A s e c o n d  m aj or  o b j e c t i v e  was  t o  a s s e s s  t h e  e x t e n t  o f  

m o r p h o l o g i c a l  and c y t o l o g i c a l  d i f f e r e n t i a t i o n  by means  o f  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  when c u l t u r e d  i n  t h i s  medium v e r s u s  

" t r a d i t i o n a l * 1 s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium.

The f r e q u e n t  f i n d i n g  o f  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  

t h e s e  c e l l s  by e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  l e d  t o  t h e  t h i r d  a b j e c ­

t i v e  o f  t h i s  r e s e a r c h ,  w h i c h  was  t o  e x a m i n e  t h e  p h y s i o l o g i ­

c a l  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  w i t h  r e s p e c t  t o  monoamine  

( n e u r o t r a n s m i t t e r ) p r o d u c t i o n  and s t o r a g e .  T h i s  work h a s  

r e s o l v e d  an u n c e r t a i n t y  i n  t h e  l i t e r a t u r e  i n  r e g a r d  t o  t h e  

s t o r a g e  s i t e  f o r  mo n oa mi n es  i n  human f e t a l  s y m p a t h e t i c  

n e u r o n s .  D e n s e  c o r e  v e s i c l e s  a r e  t h o u g h t  t o  b e  t h e  s t o r a g e
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s i t e s  f o r  t h e s e  n e u r o t r a n s m i t t e r s .  Howe ve r ,  s p e c i f i c  f o r ­

m a l d e h y d e  i n d u c e d  f l u o r e s c e n c e  ( FIF)  p r o c e d u r e s  ( He rv on en  

e t  a l  . , 1977!  H e r v o n e n  e t  a l . . ,  197B) h a v e  shown t h a t  mono­

a m i n e s  a r e  p r e s e n t  i n  d e v e l o p i n g  human s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  

b o t h  i.n vi_vo and i n  v i t r o  b u t  f i x a t i o n  t e c h n i q u e s  u s e d  t o  

d e m o n s t r a t e  m on oami nes  by e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  h a v e  f a i l e d  

t o  show t h e i r  p r e s e n c e .

U l t r a s t r u c t u r a l  d e m o n s t r a t i o n  o f  mo n oa mi n es  was  

p e r f o r m e d  u s i n g  an i m p r o v e d  method a f  s o d i u m  c h r a m a t e -  

p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e  c y t o c h e m i s t r y  ( T r a n z e r  and R i c h a r d s ,  

1 9 7 6 ) .  T h i s  m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  c h r o m a f f i n  h i s t o l o g i c a l  

t e s t  r e s u l t s  i n  an e l e c t r o n - d e n s e  p r e c i p i t a t e  when mono­

a m i n e s  a r e  e x p o s e d  t o  s o d i u m  c h r o m a t e - p o t a s s i u r n  d i c h r o m a t e  

d u r i n g  f i x a t i o n .  B o t h  model  and f i x e d  t i s s u e  e x p e r i m e n t s  

h a v e  shown t h i s  t o  b e  an e x t r e m e l y  s e n s i t i v e  method f o r  

monoamine  d e t e r m i n a t i o n  (Wood, 1966;  T r a n z e r  and R i c h a r d s ,  

1 976 ;  H o k f e l t ,  1 9 7 1 ) .  A c o n s i d e r a t i o n  o f  t h e  c y t o c h e m i s t r y  

and s p e c i f i c i t y  o f  t h e  p r o c e d u r e  c a n  b e  f o u n d  i n  t h e  D i s ­

c u s s i o n ,  p a r t  VI: D e n s e  Core  V e s i c l e s .  A. C y t o c h e m i s t r y .

T h i s  s t u d y  i s  among t h e  f i r s t  d e s c r i b i n g  t h e  c u l t u r e  o f  

an y t y p e  o f  normal  n e u r o n s  i n  d e f i n e d  medium and i s  t h e  f i r s t  

r e p o r t  e s t a b l i s h i n g  a s y s t e m  f o r  c u l t u r i n g  human d e v e l o p i n g  

n e u r o n s  i n  a c h e m i c a l l y  d e f i n e d  medium.  In a d d i t i o n ,  t h e  

r e s u l t s  c o n f i r m  and e x t e n d  t h e  r e l a t i v e l y  s m a l l  amount  

o f  p r e v i o u s  work on d e v e l o p i n g  human s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  i n
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s e r u m - c o n t a i n i n g  c u l t u r e s .  The d e t a i l e d  u l t r a s t r u c t u r a l  

e x a m i n a t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  i n  c h e m i c a l l y  d e f i n e d  medium 

p r o v i d e s  a b a s i s  o f  c o m p a r i s o n  f o r  e v a l u a t i n g  d i f f e r e n t i a ­

t i o n  «ind e x p r e s s i o n  o f  n e u r o n a l  c h a r a c t e r i s t i e s  by n e u r o n a l  

tumor c e l l s  i.n v i t r o ,  e s p e c i a l l y  human n e u r o b l a s t o m a .  The  

s t o r a g e  o f  mo n oa mi n es  w i t h i n  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  h a s  

b e e n  d e m o n s t r a t e d  and s u p p o r t s  i n c r e a s i n g  e v i d e n c e  t h a t  

l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  f u n c t i o n  a s  s t o r a g e  s i t e s  f o r  

n e u r o t r a n s m i  t t e r .

11.  5 y m g a t h e t ^ c _ G a n g l ^ a _ - _ D e v e g a g m e n t a l _ B a c k g r o u n d

A. Q®i.l

S y m p a t h e t i c  g a n g l i a  h a v e  b e e n  shown t h r o u g h  a v a r i e t y  

o f  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h e s  t o  b e  d e r i v e d  from c e l l s  o f  t h e  

n e u r a l  c r e s t .  D e l e t i o n  e x p e r i m e n t s  ( D e t w i l e r ,  1 9 3 7 ) ,  

r a d i o a c t i v e  l a b e l l i n g  e x p e r i m e n t s  ( We st on ,  1 9 6 3 ) ,  and  

c r e s t  c e l l  t r a n s p l a n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  ( L e D o u a r i n  and 

T e i l l e t ,  19 74)  a l l  c o n f i r m  t h i s  e m b r y o n i c  o r i g i n .

C r e s t  c e l l s  a r i s e  from d o r s a l  e c t o d e r m  and a t  a b o u t  

t h e  t i m e  o f  c l o s u r e  o f  t h e  n e u r a l  t u b e  a r e  f o u n d  a l o n g  i t s  

d o r s a l  m a r g i n .  S h o r t l y  a f t e r  n e u r a l  t u b e  c l o s u r e ,  c r e s t  

c e l l s  b e g i n  t o  m i g r a t e  away f rom t h i s  s i t e .  The m i g r a t o r y  

p a t h w a y s  o f  c r e s t  c e l l s  h a v e  b e e n  d e t e r m i n e d  by t h e  u s e  o f  

t wo  t y p e s  o f  e x p e r i m e n t a l  a p p r o a c h e s .  L a b e l l i n g  c r e s t  c e l l s



w i t h  3 H - t h y m i d i n e  b e f o r e  m i g r a t i o n  ( We s t o n .  1 96 3 )  and  

t r a n s p l a n t s  o-f t h e  c e l l s  b e t w e e n  c h i e f :  and q u a i l  e mb r yo s  

( L e D o u a r i n  and T e i l l e t ,  19 74)  p e r m i t  - f o l l o w i n g  t h e i r  p a s ­

s a g e .  T h e s e  e x p e r i m e n t s  h a v e  shown t h a t  m i g r a t i o n  o c c u r s  

p r i m a r i l y  i n  t wo  d i r e c t i o n s :  a  d o r s o l a t e r a l  m i g r a t i o n  i n t

e p i t h e l i a l  a r e a s  t o  -form m e l a n o c y t e s  and a v e n t r a l  m i g r a ­

t i o n  i n  a v a r i e t y  o-f d e f i n e d  p a t h w a y s  d e p e n d i n g  on t h e  

a x i a l  l e v e l  t o  d i f f e r e n t i a t e  i n t o  o n e  o f  s e v e r a l  d i v e r s e  

c e l l  t y p e s ,  i n c l u d i n g  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s .  N e u r a l  

c r e s t  d e r i v a t i v e s  a r e  s u m m ar i ze d  i n  T a b l e  I .
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M i g r a t i o n  o c c u r s  a l o n g  p r e f  e r e r i t  i a l  r o u t e s  ( We st on ,  

1963;  L e D o u a r i n  and T e i l l e t ,  1974)  and t h e  p a t hw a y  t a k e n  

d e p e n d s  on t h e  a x i a l  l e v e l  o f  t h e  c r e s t  c e l l s .  C r e s t  

c e l l s  a t  c r a n i a l  l e v e l s  [ c o r r e s p o n d ! n g  t o  l e v e l s  S l - 7  ( 1 s t  

t h r o u g h  7 t h  p a i r s  o f  s o m i t e s )  i n  t h e  c h i c k !  w i l l  m i g r a t e  in  

a v e n t r a l  and c a u d a l  d i r e c t i o n  t o  e v e n t u a l l y  f orm p a r a s y m ­

p a t h e t i c  c h o l i n e r g i c  g a n g l i a  i n  t h e  g u t .  Trunk l e v e l  c r e s t  

c e l l s  ( c o r r e s p o n d ! n g  t o  l e v e l s  S 8 - 2 7 )  m i g r a t e  l a t e r a l l y  and 

v e n t r a l l y  t o  p a r a v e r t e b r a l  and p r e v e r t e b r a l  s i t e s  and  

e v e n t u a l l y  a g g r e g a t e  t o  f orm t h e  s y m p a t h e t i c  a d r e n e r g i c  

c h a i n  and p r e v e r t e b r a l  g a n g l i a .

B. QelLl:_ p e t  e r m l n a t  i on

When l o o k i n g  a t  t h e  d i v e r s e  f i n a l  f a t e s  o f  t h e  c r e s t  

c e l l s  an i m m e d i a t e  q u e s t i o n  t h a t  a r i s e s  i s  w h e t h e r  t h e  

f i n a l  f a t e  o f  t h e s e  c e l l s  i s  d e t e r m i n e d  b e f o r e  m i g r a ­

t i o n  b e g i n s .  An a p p r o a c h  t o  a n s w e r i n g  t h i s  q u e s t i o n  h a s  

b e e n  t o  t r a n s p l a n t  c r e s t  c e l l s  f rom o n e  a x i a l  l e v e l  t o  

a n o t h e r  b e f o r e  t h e i r  m i g r a t i o n  b e g i n s  and t o  s e e  i f  t h e s e  

c e l l s  r e s p o n d  t o  c u e s  f rom t h e  h o s t  o r  d i f f e r e n t i a t e  i n  

a c c o r d a n c e  w i t h  t h e i r  o r i g i n a l  l o c a t i o n .  Such t r a n s p l a n t s  

h a v e  b e e n  d o n e  b e t w e e n  c h i c k  and J a p a n e s e  q u a i l  e m b r y o s  (Le  

D o u a r i n  and T e i l l e t ,  1 9 7 4 ) .  Q u a i l  d o n or  c e l l s  c an  b e  d i s ­

t i n g u i s h e d  from c h i c k  h o s t  c e l l s  by d i f f e r e n t i a l  s t a i n i n g  

o f  t h e  i n t e r p h a s e  n u c l e i  u s i n g  t h e  F u e l g e n - R o s s e n b a c h  t e c h ­

n i q u e  ( L e D o u a r i n ,  1 9 7 3 ) .  When c r a n i a l  l e v e l  c r e s t  c e l l s
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( p r e s u m p t i v e  p a r a s y m p a t h e t i c )  a r e  g r a f t e d  t o  t r u n k  l e v e l s  

( p r e s u m p t i v e  s y m p a t h e t i c )  t h e s e  c e l l s  w i l l  m i g r a t e  t o  f orm  

t h e  p a r a v e r t e b r a l  s y m p a t h e t i c  c h a i n s  and d i f f e r e n t i a t e  a s  

a d r e n e r g i c  n e u r o n s .  C o n v e r s e l y ,  t r u n k  l e v e l  c r e s t  c e l l s  

when g r a f t e d  t o  c r a n i a l  l e v e l s  w i l l  m i g r a t e  a c c o r d i n g  t o  

t h e i r  new a x i a l  l e v e l  and c o l o n i z e  t h e  g u t .  T h e s e  t r a n s ­

p l a n t a t i o n  e x p e r i m e n t s  show t h a t  t h e  f i n a l  d i f f e r e n t i a l  

f a t e  o f  n e u r a l  c r e s t  c e l l s  i s  n o t  d e t e r m i n e d  b e f o r e  m i g r a ­

t i o n  b e g i n s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  p l a y  

a s i g n i f i c a n t  r o l e  i n  c r e s t  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  I n t e r ­

a c t i o n s  b e t w e e n  t h e  c r e s t  c e l l s  and t h e i r  e n v i r o n m e n t  o c c u r  

a l o n g  t h e  m i g r a t o r y  r o u t e  and a t  t h e i r  f i n a l  s i t e .  Bot h  

h a v e  b ee n  shown t o  i n f l u e n c e  c r e s t  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n .  

O r g a n o t y p i c  c u l t u r e s  o f  c r e s t  c e l l s  p l u s  d i f f e r e n t  c o m b i n a ­

t i o n s  o f  o t h e r  e m b r y o n i c  t i s s u e s  ( n e u r a l  t u b e ,  s a m i t e s ,  

n o t o c h o r d )  (Cohen,  1972!  N o r r ,  1973)  w i l l  a l l o w  t h e  d e v e l -  

ment o f  c r e s t  c e l l s  i n t o  a d r e n e r g i c  n e u r o n s .  T h i s  o c c u r s  

e v e n  t h o u g h  c r e s t  c e l l s  h a v e  n o t  r e a c h e d  t h e i r  f i n a l  d e s t i ­

n a t i o n .  O t h er  i n v e s t i g a t o r s  h a v e  p r o v i d e d  e v i d e n c e  t h a t  

i n t e r a c t i o n s  w i t h  t i s s u e s  e n c o u n t e r e d  d u r i n g  m i g r a t i o n  n e e d  

n o t  o c c u r  f o r  m a t u r a t i o n  i n t o  a u t o n o m i c  n e u r o n s  ( S mi t h  e t  

a ^ . ,  1 977!  L e D o u a r i n ,  1 9 B 0 ) . When q u a i l  d o n o r  c r e s t  c e l l s

from e i t h e r  p r e s u m p t i v e  s y m p a t h e t i c  or  p a r a s y i n p a t h e t i c  

l e v e l s  a r e  t r a n s p l a n t e d  b e f o r e  t h e i r  m i g r a t i o n  t o  c h i c k  

a n e u r a l  h i n d g u t ,  t h e  d o n or  c e l l s  m i g r a t e  t o  r e g i o n s  i n d i c a ­

t i v e  o f  e n t e r i c  g a n g l i a  and a c q u i r e  s i g n i f i c a n t  l e v e l s  o f  

c h o l i n e  a c e t y l  t r a n s f e r a s e  (CAT) a c t i v i t y .  P r e v e n t i n g  t h e
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i n i t i a l  p h a s e  o f  m i g r a t i o n  o f  t h e  c r e s t  c e l l s ,  t h e r e f o r e ,  

h a s  no s i g n i f i c a n t  e f f e c t  an t h e i r  d i f f e r e n t i a t i o n .  How­

e v e r ,  t h e  d i f f e r e n t i a l  f a t e  o f  s u c h  t r a n s p l a n t e d  c r e s t  

c e l l s  can  b e  i n f l u e n c e d  by c o c u l t u r i n g  them w i t h  t h e  g u t  in  

t h e  p r e s e n c e  o f  n o t o c h o r d  and n e u r a l  t u b e .  When t h i s  i s  

d o n e ,  a d r e n e r g i c  n e u r o n s  a s  w e l l  a s  c h o l i n e r g i c  p 1 e x i  a r e  

p r e s e n t  ( T e i l l e t  e t  a l . ,  1 9 7 B ) . Thus d i f f e r e n t i a t i o n  may

be  i n f l u e n c e d  by e n v i r o n m e n t a l  f a c t o r s  e n c o u n t e r e d  a l o n g  

t h e  m i g r a t o r y  r o u t e  a s  w e l l  a s  a t  t h e  f i n a l  s i t e .  As w i l l  

be  d i s c u s s e d  l a t e r ,  i t  a p p e a r s  t h a t  i t  i s  n o t  d i r e c t  i n t e r ­

a c t i o n  w i t h  o t h e r  e m b r y o n ic  t i s s u e s  b u t  r a t h e r  a d i f f u s i b l e  

f a c t o r  t h a t  i s  p e r h a p s  s u p p l i e d  by a p a r t i c u l a r  c e l l  t y p e  

( s e e  p a g e  13 f o r  d i s c u s s i o n  o f  c o n d i t i o n e d  medium e f f e c t s  

on n e u r o n a l  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n )  t h a t  i s  r e s p o n s i b l e  f o r  

t h i s  i n f l u e n c e .

C. N^yCS^r an smi_t t e r  _ d e y  shopmen t

b l ^ t y C ^ L - h i s t g r y  Much i s  known a b o u t  t h e  

n a t u r a l  h i s t o r y  i n̂ vi^yg o f  t h e  a p p e a r a n c e  o f  t h e  n e u r o -  

t r a n s m i t t e r  n o r e p i n e p h r i n e  i n  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s .  

ThB s e q u e n c e  o f  r e a c t i o n  s t e p s  i n v o l v e d  i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  

n o r e p i n e p h r i n e  i s  p r e s e n t e d  b e l o w .
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c.cou ori Cs j d ^

~  t y r o s i n e  v n o ^ / ) ' 4 V  rr
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T y r o s i n e  Dopa
oH
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y ____
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h y d r o x y l a s e  '  '------- “  p ;i

Dopamine N o r e p i n e p h r i n e

T y r o s i n e  h y d r o x y l a s e  (TH) i s  t h e  f i r s t  enzym e i n v o l v e d  

i n  t h e  s y n t h e s i s  o f  n o r e p i n e p h r i n e .  TH i s  t h e  r a t e  l i m i t ­

i n g  en zy m e  i n  t h e  p a th w a y  and i s  s u b j e c t  t o  end p r o d u c t  

i n h i b i t i o n  by n o r e p i n e p h r i n e .  L -a m in o  a c i d  d e c a r b o x y l a s e  

(DDC) c o n v e r t s  Dopa t o  D opam ine .  Dopam ine i s  h y d r o x y l a t e d  

t o  n o r e p i n e p h r i n e  by d o p a m i n e - £ - h y d r o x y l a s e  (DBH). T h i s  

en zy m e  h a s  b e e n  l o c a t e d  t o  t h e  v e s i c l e  s t o r a g e  g r a n u l e s  

( D e P o t t e r  e t  a l ,  1 9 8 0 ) .

In r a t  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  t h e r e  a p p e a r s  t o  b e  a 

s y n c h r o n o u s  a p p e a r a n c e  o f  TH, DDC, and DBH a t  e m b r y o n ic  day

1 1 . 5  tC ochard  e t  al_. , 1 9 7 8 ;  T e i t e l m a n  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) .  T h i s

i s  a b o u t  t h e  t i m e  t h a t  t h e  c r e s t  c e l l s  h a v e  begun  t o  a g g r e ­

g a t e  i n t o  a g a n g l i o n  s t r u c t u r e  and t h e  t i m e  a t  w h ich  mono­

a m i n e s  ca n  b e  d e t e c t e d  by h i s t o f 1u o r e s c e n c e .  In c h i c k ,  

h o w e v e r ,  I g n a r r o  and Shidem an (19&B) m o n i t o r e d  t h e  a p p e a r ­

a n c e  o f  t h e  e n z y m e s  and c o n c l u d e d  t h a t  t h e i r  a p p e a r a n c e  was  

s e q u e n t i a l  and f o l l o w e d  t h e  o r d e r  o f  t h e  r e a c t i o n  s e q u e n c e .



11

The d i f f e r e n c e  in  t i m i n g  o-f t h e  o r d e r  o f  a p p e a r a n c e  o-f 

en zy m es  i n  c h i c k  and r a t  may b e  a c c o u n t e d  t o r  by t h e  t a c t  

t h a t  enzym e a c t i v i t y  i n  t h e  c h i c k  was m e a su r e d  by 3 H - t y -  

r o s i n e  c o n v e r s i o n  t o  L -D o p a ,  d o p a m in e  and n o r e p i n e p h r i n e  

i n  w h o l e  e m b r y o s .  The c e l l u l a r  l o c a t i o n  o t  t h e s e  e n z y m e s ,  

t h e r e t o r e ,  i s  n o t  c l e a r  and en zy m e  a c t i v i t y  may ex i s t  in  

o t h e r  e m b r y o n ic  t i s s u e s  a t  t h e  t i m e s  t h e y  a r e  m e a s u r e d .  

M i g r a t i n g  p r e s u m p t i v e  c h o l i n e r g i c  c r e s t  c e l l s  i n  t h e  r a t ,  

h o w e v e r ,  ca n  e x p r e s s  n e u r o t r a n s m i t t e r  enzym e a c t i v i t y .  

M e s e n c e p h a l i c  c r e s t  c e l l s  d e s t i n e d  t o  g i v e  r i s e  t o  c h o l i n ­

e r g i c  c i l i a r y  g a n g l i a  d e m o n s t r a t e  CAT a c t i v i t y  (Le D o u a r i n ,

1 9 8 0 ) .

2 .  E L ^ s t i^ c i tY _ ^ n _ y iy g _ a n d _ i_ n _ y i_ tr a  As m e n t i o n e d  

p r e v i o u s l y ,  c r e s t  c e l l s  r e m a in  m u l t i p o t e n t i a l  b e f o r e  and  

d u r i n g  t h e i r  m i g r a t i o n .  T h i s  p l a s t i c i t y  c o n t i n u e s  e v e n  

a f t e r  g a n g l i a  h a v e  f o r m e d .  N e u r o t r a n s m i t t e r  p h e n o t y p e ,  

e v e n  t h o u g h  b e i n g  e x p r e s s e d  a t  t h i s  s t a g e ,  ca n  b e  a l t e r e d  

by p e r t u r b a t i o n  o f  t h e  g a n g l i a ' s  e n v i r o n m e n t .  I f  R em a k 's  

g a n g l i o n  (a s m a l l  m e s e n t e r i c  c h o l i n e r g i c  g a n g l i o n )  i s  

rem oved  from  4 - 5  d ay  q u a i l  em b r y o s  and b a c k - t r a n s p 1 a n t e d  

i n t o  t h e  t r u n k  n e u r a l  t u b e  r e g i o n  o f  a 2 . 5  day c h i c k ,  t h e  

g a n g l i o n  c e l l s  m i g r a t e  t o  p a r a v e r t e b r a l  s y m p a t h e t i c  

g a n g l i o n  s i t e s  and t o  t h e  a d r e n a l  m e d u l l a  and c o n t a i n  

c a t e c h o l  a m in e s  a s  d e m o n s t r a t e d  by f o r m a l d e h y d e - i n d u c e d  

f l u o r e s c e n c e  (Le D o u a r i n ,  1 9 8 0 ) .
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The p l u r i p o t e n c y  o-f c r e s t  c e l l s  h a s  b e e n  c o n f i r m e d  i n̂ 

y i t r o .  E x p l a n t i n g  n e u r a l  c r e s t  p l u s  n e u r a l  t u b e  and t h e n  

r e m o v i n g  t h e  n e u r a l  t u b e  w i t h i n  2 4 - 4 8  h o u r s  a l l o w s  t i m e  f a r  

some o f  t h e  c r e s t  c e l l s  t o  m i g r a t e  away from t h e  n e u r a l  

t u b e  (Cohen and K o n i n g s b e r g ,  1 9 7 5 ) .  T h i s  p r o v i d e s  an 

a l m o s t  p u r e  c u l t u r e  o f  c r e s t  c e l l s .  S i n g l e  i s o l a t e d  c l o n e s  

d e r i v e d  from  s u c h  c u l t u r e s  g i v e  r i s e  t o  e i t h e r  p i g m e n t e d ,  

u n p i g m e n t e d  or  ruined c o l o n i e s  ( S i e b e r - B l u m  and C ohen ,  1980;

S i e b e r - B l u m  e t  a K , 1 9 8 1 ) .  The u n p i g m e n t e d  c e l l s  c o n t a i n

c a t e c h o l a m i n e s  and a r e  c o n s i d e r e d  a d r e n e r g i c  n e u r o n s .  The 

number o f  c a t e c h o l a m i n e  p o s i t i v e  c e l l s  ca n  b e  e n h a n c e d  by 

t h e  a d d i t i o n  o f  c e l l u l a r  f i b r o n e c t i n  ( S i e b e r - B l u m  e t  al^. ,

1 9 8 1 )  or  by t h e  p r e s e n c e  o f  i r r a d i a t e d  e x t r a c e l l u l a r  m a t r i x  

( S i e b e r - B l u m  and C oh en ,  1 9 8 0 ) .

The a d r e n e r g i c  p h e n o t y p e  o f  a g g r e g a t e d  e m b r y o n ic  n e o ­

n a t a l  g a n g l i o n  c e l l s  ca n  b e  r e t a i n e d  i n  c u l t u r e  b u t  i s  s t i l l  

c a p a b l e  o f  b e i n g  m a n i p u l a t e d .  Rat  s u p e r i o r  c e r v i c a l  g a n g l i o n  

c e l  15 from  1 - 2  day  n e o n a t e s  ca n  b e  grown i n  c u l t u r e  i n  t h e  

p r e s e n c e  or  a b s e n c e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  (M ains  and  

P a t t e r s o n ,  1 9 7 3 ) .  When c u l t u r e s  o f  g a n g l i o n  c e l l s  a r e  

grown a l o n e ,  t h e y  s y n t h e s i z e  and a c c u m u l a t e  n o r e p i n e p h r i n e  

from  t y r o s i n e  (M ains  and P a t t e r s o n ,  1 9 7 3 ) ,  s t o r e  and  

r e l e a s e  n o r e p i n e p h r i n e  (O 'L a g u e  e t  a l . .  , 1 9 74;  R e e s  and

B unge ,  1 9 7 4 ) ,  c o n d u c t  a c t i o n  p o t e n t i a l s  and a r e  s e n s i t i v e  

t o  a c e t y l c h o l i n e  (O 'L a g u e  e t  a l . .  , 1975;  P a t t e r s o n ,  1 9 7 8 ) ,

a l l  c h a r a c t e r i s t i c s  o f  a d r e n e r g i c  n e u r o n s .  When c u l t u r e d
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i n  t h e  p r e s e n c e  o-f n o n n e u r o n a l  c e l l s  t h e y  p r o d u c e  1000  

t i m e s  more a c e t y 1c h o l i n e .  The amount o f  a c e t y l c h o l i n e  

s y n t h e s i s  i s  f o u n d  t o  c o r r e l a t e  w i t h  t h e  l e n g t h  o f  t i m e  in  

c u l t u r e .  The o l d e r  c u l t u r e s  w i t h  t h e  l a r g e r  number o f  n o n ­

n e u r o n a l  c e l l s  show h i g h e r  l e v e l s  o f  a c e t y l c h o l i n e  s y n t h e -  

t h e s i s  ( P a t t e r s o n  and Chun, 1 9 7 4 ) .  lOhen m i t o t i c  i n h i b i t o r s  

a r e  a d d ed  t o  r e d u c e  p r o l i f e r a t i o n  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  t h i s  

b l o c k s  t h e  i n c r e a s e  i n  a c e t y l c h o l i n e  s y n t h e s i s  b u t  h a s  no  

e f f e c t  on c a t e c h o l a m i n e  s y n t h e s i s .  The p h y s i c a l  p r e s e n c e  

o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  i s  n o t  r e q u i r e d  t o  i n d u c e  t h i s  c h a n g e  

f ro m  a d r e n e r g i c  t o  c h o l i n e r g i c  p h e n o t y p e .  Medium c o n d i ­

t i o n e d  w i t h  n o n n e u r o n a l  c e l l s  w i l l  i n d u c e  an i n c r e a s e  in  

c h o l i n e  a c e t y l  t r a n s f e r a s e  a c t i v i t y  and a c o r r e s p o n d i n g  i n ­

c r e a s e  i n  a c e t y 1c h o l i n e  s y n t h e s i s  a s  w e l l  a s  a d e c r e a s e  i n  

n o r e p i n e p h r i n e  s y n t h e s i s  ( P a t t e r s o n ,  1 9 7 B ) .

The p r e s e n c e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  or  medium c o n d i t i o n ­

ed w i t h  n o n n e u r o n a l  c e l l s  a p p e a r s  t o  i n f l u e n c e  t h e  f o r m a ­

t i o n  o f  s y n a p t i c  c o n t a c t s  made b e t w e e n  t h e  p r i n c i p a l  n e u ­

r o n s  (O’ L a g u e  e t  a l  . , 1 9 74;  P a t t e r s o n ,  1 9 7 8 ) .  fin i n̂ yi^vo

c o u n t e r p a r t  i s  n o t  known. A c o r r e l a t i o n  i s  s e e n  b e t w e e n  

t h e  number o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s ,  an i n c r e a s e  i n  a c e t y l ­

c h o l i n e  s y n t h e s i s  and t h e  number o f  s y n a p t i c  c o n t a c t s .

El e c t r o p h y s i  a l  o g i  c  e x p e r i m e n t s  (O’ L a g u e  e t  a l , .  , 1974)

i n d i c a t e  t h a t  t r a n s m i s s i o n  i s  n i c o t i n i c -  c h o l i n e r g i c  w h i l e  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e v i d e n c e  s u g g e s t s  t h a t  a h i g h  p e r c e n t  

o f  t h e  p r e s y n a p t i c  e n d i n g s  a r e  c a p a b l e  o f  t a k i n g  up 5 ’ -
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h y d r o x y  d o p a m in e  w h ic h  i s  a c h a r a c t e r i s t i c  o f  a d r e n e r g i c  

t e r m i n a l s  i n  yi_yg. T h i s  phenomenon o-f "dual  t r a n s m i t t e r  

s y n t h e s i s "  i s  f u r t h e r  e v i d e n c e d  i n  s t u d i e s  i n v o l v i n g  

m i c r o c u l t u r e s  w h ic h  c o n t a i n  a  s i n g l e  n e u r o n  and a  s m a l l  

number o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  ( F u r s h p a n  e t  a l . , 1 9 7 6 ) .

When s i n g l e  n e u r o n s  a r e  c u l t u r e d  w i t h  a l i m i t e d  number o f  

c a r d i a c  m y o c y t e s ,  t h r e e  t y p e s  o f  e l e c t r o p h y s i o l o g i c  r e s ­

p o n s e s  a r e  r e c o r d e d .  Some e l e c t r i c a l l y  e x c i t a b l e  c u l t u r e s  

c o n t a i n  e x c l u s i v e l y  c h o l i n e r g i c  s y n a p s e s ,  o t h e r s  e x c l u s i v e ­

l y  a d r e n e r g i c  s y n a p s e s ,  w h i l e  a t h i r d  t y p e  o f  c u l t u r e  

a p p e a r s  t o  c o n t a i n  t h r e e  d i f f e r e n t  s y n a p s e s :  n i c o t i n i c -

c h o l i n e r g i c  a u t a p s e s  (a  n e u r o n  s y n a p s i n g  on i t s e l f ) ,  

m u s c a r i n i c - c h o l i n e r g i c  s y n a p s e s  w i t h  m y o c y t e s ,  and  

a d r e n e r g i c  s y n a p s e s  w i t h  m y o c y t e s .  A s i n g l e  n e u r o n  t h e n  i s  

c a p a b l e  o f  e x p r e s s i n g  a d r e n e r g i c  and c h o l i n e r g i c  c h a r a c t e r ­

i s t i c s  s i m u l t a n e o u s l y .  R e c e n t  i m m u n o c y t o c h e m i c a l  s t u d i e s  

o f  c u l t u r e d  r a t  s u p e r i o r  c e r v i c a l  g a n g l i o n  c e l l s  ( I a c o v i t t i  

» 1 9 8 1 )  i n d i c a t e  t h a t  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s

a r e  c a p a b l e  o f  a d r e n e r g i c  and c h o l i n e r g i c  t r a n s m i t t e r  s y n ­

t h e s i s  f o r  a s  l o n g  a s  7 w e e k s  i n  c u l t u r e .

3 .  A g e _ d e p e n d e n c e _ g f  3 s t i_ c  i . ty  The m u t a b i l i t y  o f  

t h e  a u t o n o m i c  p h e n o t y p e  d e c l i n e s  w i t h  i n c r e a s i n g  a g e  o f  t h e  

c e l l .  I f  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  a r e  e x p l a n t e d  from  

r a t s  3  t o  2 2  d a y s  a f t e r  b i r t h ,  t h e i r  a b i l i t y  t o  a c c r u e  

c h o l i n e r g i c  p r o p e r t i e s  d i m i n i s h e s .  T h r e e  w e e k s  a f t e r  b i r t h  

t h e y  r e m a i n  i r r e v e r s i b l y  a d r e n e r g i c  ( R o s s  e t  al_. , 1 9 7 7 ) .
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A d r e n e r g i c  en zym e l e v e l s  (TH and DBH) i n  21 day  embryo and  

a d u l t  r a t  g a n g l i a  e x p l a n t s  r e m a in  appr ox i m a te l  y t h e  same  

o v e r  s e v e r a l  w e e k s  i n  c u l t u r e  w h i l e  CAT a c t i v i t y  g r e a t l y  

i n c r e a s e s  i n  e m b r y o n ic  c u l t u r e s  b u t  r e m a i n s  u n d e t e c t a b l e  i n  

a d u l t  c u l t u r e s  ( J o h n s o n  e t  al_. , 1 9 8 0 ) .

D. t 3 i t g s i s _ a n d _ D i f  t e r e n t i a t i g n

The d e v e l o p m e n t a l  p a t t e r n  o-f d i f f e r e n t i a t i o n  f o l l o w i n g  

a f i n a l  m i t o s i s  t h a t  i s  s e e n  i n  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s t e m  

i s  n o t  c h a r a c t e r i s t i c  o f  t h e  p e r i p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m .  

W ith d ra w a l  from  t h e  c e l l  c y c l e  i s  n o t  a r e q u i r e m e n t  f o r  

n e u r i t e  o u t g r o w t h ,  t r a n s m i t t e r  enzym e s y n t h e s i s  o r  mono­

a m in e  p r o d u c t i o n  i n  d e v e l o p i n g  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s .  

C h ic k  g a n g l i o n  c e l l s  s i m u l t a n e o u s l y  l a b e l  w i t h  3H t h y m i ­

d i n e  and f l u o r e s c e  w i t h  f o r m a l d e h y d e  v a p o r s  (Rothman e t  

al^. , 1 9 7 8 ) .  In a d d i t i o n ,  3H t h y m i d i n e  l a b e l l e d  c e l l s

show  i m m u n o r e a c t i v i t y  t o  TH and DBH a n t i b o d i e s  (Rothman e t  

a l , .  , 1 9 7 8 ) .  As t h e  em bryo m a t u r e s ,  more c e l l s  a r e  w i t h ­

drawn fro m  t h e  c y c l i n g  b u t  l a b e l l i n g  o f  some c e l l s  may 

c o n t i n u e  t h r o u g h  h a t c h i n g .

E . Pr e s y  n a g  t i_c_and_T ar  g e t  _ 0 r g a n _ E f f e c t  s

Once p r e s u m p t i v e  s y m p a t h e t i c  c r e s t  c e l l s  h a v e  r e a c h e d  

t h e i r  f i n a l  d e s t i n a t i o n ,  r e g u l a t i o n  o f  t h e i r  c o n t i n u e d
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d e v e l o p m e n t  d e p e n d s  on i n p u t  from  t h e  c e n t r a l  n e r v o u s  s y s ­

tem a s  w e l l  a s  i n t e r a c t i o n s  w i t h  t h e i r  t a r g e t  o r g a n s .  When 

p r e g a n g l i o n i c  c h o l i n e r g i c  a x o n s  from  t h e  s p i n a l  c o r d  a r e  

t r a n s e c t e d  i n  n e o n a t a l  m i c e  or  r a t s  ( B l a c k  e t  a l , .  , 1972;

B l a c k  e t  a l . .  , 1 9 7 6 ) ,  t h e  g a n g l i o n  c e l l s  f a i l  t o  show t h e  

normal i n c r e a s e  i n  TH a c t i v i t y .  5 i m i l a r  r e s u l t s  c a n  b e  

a c h i e v e d  by t r e a t i n g  m ouse  n e o n a t e s  w i t h  g a n g l i o n i c  b l a c k ­

i n g  a g e n t s  ( c h i  o r i s o n d a m i n e  o r  p e m p i d i n e )  w h ic h  c o m p e t e  f o r  

a c e t y l c h o l i n e  r e c e p t o r  s i t e s  on s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  

( B l a c k  and G r e e n ,  1 9 7 3 ) .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e  p r e s y n a p -  

t i c  n e u r o n s  r e g u l a t e  d e v e l o p m e n t  o f  TH a c t i v i t y  v i a  a c e t y l ­

c h o l i n e .  The e f f e c t s  o f  a c e t y l c h o l i n e  b l o c k a d e ,  h o w e v e r ,  

may b e  t h e  r e s u l t  o f  b l o c k i n g  d e p o l a r i z a t i o n  and s u b s e ­

q u e n t l y  Ca++ i n f l u x .  C u l t u r e d  g a n g l i o n  c e l l s  grown u n d er  

c o n d i t i o n s  w h ic h  p r o m o te  c h o l i n e r g i c  d i f f e r e n t i a t i o n  r e t a i n  

an a d r e n e r g i c  p h e n o t y p e  i f  h i g h  K+ (w h ic h  i n d u c e s  

d e p o l a r i z a t i o n )  i s  i n c l u d e d  i n  t h e  medium ( W a l i c k e  e t  al^. , 

1 9 7 7 ) .  Ca++ a n t a g o n i s t s  p l u s  K+ f a i l  t o  p r e v e n t  t h e  

c h o l i n e r g i c  i n d u c t i o n .  The normal d e v e l o p m e n t  o f  t a r g e t  

o r g a n  i n n e r v a t i o n  by s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  i s  a l s o  

a f f e c t e d  by d e c e n t r a l i z a t i o n  ( M y t i l i n e o u  and B l a c k ,  1 9 7 6 ) .  

I n n e r v a t i o n  d e n s i t y ,  3 H - n o r e p i n e p h r i n e  u p t a k e ,  TH a c t i v i ­

t y  and c a t e c h o l a m i n e  f l u o r e s c e n c e  a l l  f a i l  t o  d e v e l o p  n o r ­

m a l l y  w i t h i n  t h e  a d r e n e r g i c  n e r v e  t e r m i n a l s  i n  t h e  i r i s .

The t a r g e t  o r g a n  i t s e l f  ca n  h a v e  a p r o f o u n d  e f f e c t  on  

g a n g l i o n  c e l l  d e v e l o p m e n t .  i r i d e c t o m y  or  s i a l e c t o m y  i n  3
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d a y  o l d  r a t s  p r e v e n t s  t h e  normal i n c r e a s e  i n  TH a c t i v i t y  

( D ib n e r  e t  a l - ,  1 9 7 7 ) .  The r e d u c t i o n  i n  enzym e a c t i v i t y  

i s  a r e s u l t  o-f a d e c r e a s e  i n  t h e  p o p u l a t i o n  o-f a d r e n e r g i c  

n e u r o n s  by 30X,  b u t  i t  i s  n o t  known w h e t h e r  t h e  p o p u l a t i o n  

d e c r e a s e  i s  t h e  r e s u l t  o-f a  d e c r e a s e  i n  a d r e n e r g i c  n e u r o n  

p r o d u c t i o n  or  o f  an i n c r e a s e  i n  d e s t r u c t i o n .

IQ y W o  e x p e r i m e n t s  a l s o  show a l o s s  o f  t h e s e  e f f e c t s  

w i t h  a g e .  S e v e r i n g  t h e  p r e g a n g l i o n  c o n n e c t i o n s  t o  sympa­

t h e t i c  g a n g l i a  in  a d u l t  r a t s  d o e s  n o t  a f f e c t  TH o r  DBH 

a c t i v i t y  ( M o l i n o f f  e t  a l . . 1 9 7 2 ) .

F . NGF_Dependence

N e r v e  g r o w th  f a c t o r  (NGF) was d i s c o v e r e d  t h r o u g h  

o b s e r v a t i o n  o f  t h e  r e a c t i o n s  o f  s e n s o r y  ( B e u k e r ,  1943)  and 

s y m p a t h e t i c  ( L e v i - M o n t a l c i n i  and H am burger ,  1951)  g a n g l i a  

t o  t r a n s p l a n t s  o f  m ouse  s a r c o m a s  i n t o  t h e  b od y  w a l l s  o f  

c h i c k  e m b r y o s .  B o th  g a n g l i a  r e s p o n d  by  p r o d u c i n g  en o rm o u s  

num bers  o f  n e r v e  f i b e r s  t h a t  n o t  o n l y  i n v a d e  t h e  tumor b u t  

e m b r y o n ic  v i s c e r a  a s  w e l l .  E v i d e n c e  f o r  a d i f f u s i b l e  

g r o w t h  f a c t o r  was p r o v i d e d  by g r a f t i n g  t u m o r s  t o  t h e  

c h o r i o - a l l a n t o i c  membrane i n  4 - 6  d a y  c h i c k  e m b r y o s  ( L e v i -  

M o n t a l c i n i  and H am burger ,  1 9 5 3 ) .  An e x c e s s i v e  o u t g r o w t h  o f  

n e u r i t e s  from s y m p a t h e t i c  and s e n s o r y  g a n g l i a  was o b s e r v e d  

e v e n  t h o u g h  t h e  h o s t  c i r c u l a t i o n  w as  t h e  o n l y  c o n t a c t  b e t ­

ween t h e  s a r c o m a  and t h e  g a n g l i o n  c e l l s .  S i n c e  t h e n  NGF
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h a s  b e e n  i s o l a t e d  from  a v a r i e t y  o-f s o u r c e s :  s n a k e  venom

(Cohen and L e v i -  M o n t a l c i n i  , 1 9 56)  and m ouse  subma:;i 11 a r y

s a l i v a r y  g l a n d  (C oh en ,  1 9 6 0 ) .

NGF h a s  b e e n  c h a r a c t e r i z e d  a s  a  h orm o n e ,  w i t h  a m o l e ­

c u l a r  w e i g h t  o-f 1 3 0 , 0 0 0  ( s e d i m e n t a t i o n  c o e f f i c i e n t  o f  7 5 )  

and c o n s i s t s  o f  2®< , 2/3 , and 2 ^  s u b u n i t s .  The $  s u b u n i t  

( 2 . 5 5 )  i s  t h e  b i o l o g i c a l l y  a c t i v e  o n e .

The e f f e c t s  o f  NGF i n  e m b r y o n ic  and n e o n a t a l  

s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  h a v e  b e e n  shown t o  b e  1) an i n c r e a s e  i n  

m i t o t i c  a c t i v i t y ,  2 )  h y p e r t r o p h y  o f  d i f f e r e n t i a t e d  n e r v e  

c e l l s ,  3) a r e q u i r e m e n t  f o r  s u r v i v a l  and m a i n t e n a n c e ,  4)  

p r o m o t i o n  o f  c e r t a i n  n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a t e d

c h a r a c t e r i s t i c s .  In a d d i t i o n ,  i t  may a l s o  p l a y  a r o l e  a s  a 

c h e m o t r o p i c  a g e n t  and g u i d e  t h e  e s t a b l i s h m e n t  o f  

a p p r o p r i a t e  n e u r o n - t a r g e t  c o n n e c t i o n s .

d¥E9LEiil5i-^_^Qd_tL¥E9C$;C9Elb¥ D a i l y  i n j e c t i o n s  o f  NGF 

i n  c h i c k  e m b r y o s  a t  7 t o  10 d a y s  o f  i n c u b a t i o n  and i n  new­

born  m i c e  c a u s e s  an i n c r e a s e  i n  m i t o t i c  a c t i v i t y  ( L e v i -  

M o n t a l c i n i  and C ohen ,  1 9 5 6 ;  L e v i - M o n t a l c i n i  and C ohen ,

1 960;  L e v i - M o n t a l c i n i  and A n g e l e t t i ,  1 9 6 8 ) .  T o t a l  n e r v e  

c e l l  p o p u l a t i o n  i s  2 t o  3  t i m e s  g r e a t e r  i n  t h e  NGF t r e a t e d  

t h a n  i n  c o n t r o l  m i c e .  The o v e r a l l  s i z e  i n c r e a s e  o f  t h e  NGF 

g a n g l i a  i s  6  t i m e s  t h a t  o f  t h e  c o n t r o l s .  U 1 t r a s t r u c t u r a l  

e x a m i n a t i o n  o f  NGF t r e a t e d  g a n g l i a  ( A n g e l e t t i ,  e t  a l . ,
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1971)  s h o w s  an i n c r e a s e  i n  n e u r o t u b u l e s  and n e u r o f i  1 a m e n ts  

i n  t h e  c y t o p l a s m  o-f t h e  e n l a r g e d  n e u r o n s .  The e f f e c t s  on 

m i t o t i c  a c t i v i t y  i n  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  d e c r e a s e  w i t h  

i n c r e a s i n g  a g e  o f  t h e  a n im a l  ( L e v i - M o n t a l c i n i  and B o o k e r .  

1 9 6 0 a ) . NGF t r e a t m e n t  9 d a y s  a f t e r  b i r t h  o r  l a t e r  f a i l s  t o  

e l i c i t  i n c r e a s e d  m i t o t i c  a c t i v i t y  b u t  d o e s  c a u s e  an  

i n c r e a s e  i n  t h e  v o lu m e  o f  p r e e x i s t i n g  g a n g l i o n  c e l l s .

§ u r y x y a l _ a n d _ m a i n t e n a n c e  A d m i n i s t r a t i o n  o f  a n t i  serum  

t o  NGF i n  newborn m ic e  c a u s e s  an a l m o s t  c o m p l e t e  d e s t r u c ­

t i o n  o f  t h e  s y m p a t h e t i c  n e r v e  c e l l s  ( L e v i - M o n t a l c i n i  and  

B o o k e r ,  1 9 6 0 b ) .  E x a m i n a t i o n  o f  t h e  g a n g l i o n  c e l l s  b e t w e e n  

2 and 9 d a y s  a f t e r  b i r t h  s h o w s  o n l y  a  f e w  m i t o t i c  f i g u r e s  

and an i n c r e a s e  i n  t h e  number o f  d ea d  and d e g e n e r a t i n g  

c e l l s .  D i s s o c i a t e d  c h i c k  s y m p a t h e t i c  and s e n s o r y  g a n g l i a  

( 7 - 1 0  day e m b r y o s )  r e q u i r e  t h e  p r e s e n c e  o f  NGF f o r  t h e i r  

s u r v i v a l  ( L e v i - M o n t a l c i n i  and A n g e l e t t i ,  1 9 6 3 ) .  .In vi^trg  

t h e  c y t o t o x i c  e f f e c t s  o f  NGF a n t i s e r u m  on g a n g l i o n  c e l l s  

c a n  b e  s e e n  w i t h i n  h o u r s  o f  i t s  a d m i n i s t r a t i o n  ( S a b a t i n i ,  

e t  a l . ,  1 9 6 5 ) .

E f f e c t s _ o n _ d i . f f e r e n t i _ a t i _ g n  NGF's e f f e c t s  on n e u r i t e  

o u t g r o w t h  h a s  b e e n  w e l l  d o c u m e n te d  ( f o r  r e v i e w  s e e  L e v i -  

M o n t a l c i n i  and A n g e l e t t i ,  1 9 6 8 ) .  NGF c a u s e s  e x t e n s i v e  

n e u r i t e  o u t g r o w t h  from  e x p l a n t e d  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a .  I t s  

a p p e a r a n c e  h a s  c a u s e d  i t  t o  b e  t e r m e d  t h e  " h a l o  e f f e c t " .

The n e u r i t e  p r o m o t i n g  e f f e c t s  o f  NGF a r e  a l s o  d e m o n s t r a t e d
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i n  c h r o m a f f i n  c e l l s  ( A l o e  and L e v i - M o n t a l c i n i ,  1 9 7 9 ) ,  i n  a 

p h e o c h r o m o c y to m a  c e l l  l i n e  (PC12) ( G r e e n e ,  1 9 7 8 ) ,  and in  

human n e u r o b l a s t o m a  ( B u r m e i s t e r  e t  a l . .  , 1 9 7 9 ;  Bur mei s t e r ,

1 9 82;  C a r r o l l ,  1 9 8 2 ) .

TH and DBH a c t i v i t y  i n  r a t  n e o n a t e s  i s  i n c r e a s e d  by  

t h e  p r e s e n c e  o-f NGF (Thoenen  e t  a l . . ,  1971;  S t o e c k e l  e t  a l .

1 9 7 4 ) .  PC12 c e l l s ,  w h i l e  s h o w in g  a  m o r p h o l o g i c a l  r e s p o n s e  

t o  NGF, do n o t  show t h i s  b i o c h e m i c a l  i n d u c t i o n  (Edgar  and  

T h o e n e n ,  1 9 7 8 ) .  H en ce  t h e  m e c h a n is m s  i n v o l v e d  i n  t h e  mor­

p h o l o g i c a l  and b i o c h e m i c a l  m a t u r a t i o n  i n d u c e d  by  NGF n e e d  

n o t  b e  d e p e n d e n t  on o n e  a n o t h e r  and a r e  s e p a r a b l e .  A l s o  

s e p a r a b l e  i s  t h e  m o r p h o l o g i c a l  r e s p o n s e  i n d u c e d  by NGF from  

i t s  e f f e c t s  on m i t o s i s .  Some m o r p h o l o g i c a l 1 y d i f f e r e n t i a ­

t e d  PC12 c e l l s  a r e  s t i l l  c a p a b l e  o f  3 H - t h y m i d i n e  i n c o r ­

p o r a t i o n  (G unning  e t  al^. , 1 9 8 1 ) .

C h e m o t r g g i c _ e f f e c t s  C o c u l t u r e  o f  t h e  s y m p a t h e t i c  

g a n g l i a  w i t h  a v a r i e t y  o f  t a r g e t  t i s s u e s  (Chamley e t  a l . .  , 

1 9 7 3 ;  E b en d a l  and J a c o b s o n ,  1977)  s u g g e s t s  t h a t  NGF may 

p l a y  a c h e m o t r o p i c  r a l e  s i n c e  f i b e r  o u t g r o w t h  from  t h e  s i d e  

o f  t h e  e x p l a n t  f a c i n g  t h e  t a r g e t  t i s s u e  i s  g r e a t e r  and  

t h e r e  i s  an e n h a n c e d  f i b e r  o u t g r o w t h  to w a r d  c e r t a i n  t a r g e t  

t i s s u e s .  P e r h a p s  t h e  m o st  d i r e c t  e v i d e n c e  t h a t  i m p l i c a t e s  

NGF i n  g u i d i n g  t h e  " d i r e c t i o n a l i t y "  o f  n e u r i t e  o u t g r o w t h  

co m es  from  a r e c e n t  e x p e r i m e n t  by G u n d erson  and B a r r e t t  

( 1 9 8 0 ) .  In t h i s  e x p e r i m e n t  t h e  g r o w t h  c a n e s  o f  c h i c k
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s e n s o r y  g a n g l i o n  c e l l s  w e r e  made t o  r e p e a t e d l y  and c o n s i s ­

t e n t l y  t u r n  t o w a r d s  t h e  d i r e c t i o n  o-f an NGF g r a d i e n t  s u p ­

p l i e d  by  a mi c r o p i p e t t e .

G. Summary

From t h e  a b u n d a n c e  o-f e x p e r i m e n t s  d i s c u s s e d  a b o v e ,  

s e v e r a l  g e n e r a l  c o n c l u s i o n s  c a n  b e  made r e g a r d i n g  t h e  

d e v e l o p m e n t  o-f s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s :

1. N e u r a l  c r e s t  c e l l s  a r e  n o t  d e t e r m i n e d  a s  t o  t h e i r  f i n a l  

d i f f e r e n t i a l  f a t e  b e f o r e  or  d u r i n g  t h e i r  m i g r a t i o n  o r  f o r  a 

v a r i a b l e  t i m e  a f t e r  t h e y  h a v e  r e a c h e d  t h e i r  f i n a l  s i t e .

2 .  The a d r e n e r g i c  n e u r o t r a n s m i t t e r  p h e n o t y p e  ( i n  r a t s )  i s  

n o t  e x p r e s s e d  u n t i l  t h e  c e l l s  r e a c h  t h e i r  f i n a l  s i t e .  Con­

v e r s e l y ,  p r e s u m p t i v e  c h o l i n e r g i c  c r e s t  c e l l s  may e x p r e s s  

c h o l i n e r g i c  enzym e a c t i v i t y  w h i l e  m i g r a t i n g .

3 .  E n v i r o n m e n t a l  c u e s  e n c o u n t e r e d  a l o n g  t h e  m i g r a t o r y  

r o u t e  and a t  t h e  f i n a l  s i t e  ca n  g r e a t l y  i n f l u e n c e  

n e u r o t r a n s m i t t e r  p h e n o t y p e .

4 .  T h e s e  e n v i r o n m e n t a l  c u e s  may b e  d u e  t o  a d i f f u s i b l e  

f a c t o r  o r  f a c t o r s .

5 -  The p l a s t i c i t y  o f  n e u r o t r a n s m i t t e r  p h e n o t y p e  d i m i n i s h e s  

w i t h  i n c r e a s i n g  a g e  o f  t h e  c e l l .

6 .  P r e g a n g l i o n i c  i n p u t  and t a r g e t  c e l l  i n t e r a c t i o n s  p r o b ­

a b l y  s e r v e  t o  augm ent  and s t a b i l i z e  n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a ­

t i o n .

7 .  S e v e r a l  n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a t e d  f e a t u r e s  c a n  b e



e x p r e s s e d  i n  t h e  d e v e l o p i n g  p e r i p h e r a l  n e u r o n  b e f o r e  i t  

u n d e r g o e s  a f i n a l  m i t o s i s .

8 .  The e x p r e s s i o n  o f  n e u r o t r a n s m i t t e r  p h e n o t y p e  i n  v i t r o  

i s  m a n i p u l a t a b l e .

9 .  C u l t u r e d  g a n g l i o n  c e l l s  may show  " dua l  t r a n s m i t t e r  

s y n t h e s i s " .

1 0 .  NGF a f f e c t s  t h e  s u r v i v a l ,  m a i n t e n a n c e ,  m i t o t i c  

a c t i v i t y ,  g ro w th  and d i f f e r e n t i a t i o n  o f  d e v e l o p i n g  

s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s .

I I I .  y i t r a s t r u c t u r a l _ _ D i _ f  f  e r e n t  i_at i  g n _ o f  _ S y m g a t h e t  i.c 

N e u r o n s

The p a t t e r n  o f  d e v e l o p m e n t  o f  s y m p a t h e t i c  n e r u o n s  i s  

s i m i l a r  i n  many r e s p e c t s  f o r  s e v e r a l  mammals s t u d i e d  ( r a t ,  

E r a n k o ,  1 9 7 2 ;  m o u se ,  Kim and h u n k a s c a ,  1 9 7 4 ;  r a b b i t ,  Tenny  

s o n  and M y t i l i n e a u ,  1 9 7 5 ;  P a p k a ,  1 9 72;  man, H erv o n en  and  

K a n e r v a ,  1972;  Kondo and F u j i w a r a ,  1 9 7 9 ) .  E l e c t r o n  m i c r o ­

s c o p i c  e x a m i n a t i o n  s h o w s  c e l l s  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  

m a t u r a t i o n  w i t h i n  a  d e v e l o p i n g  g a n g l i o n .  T h e r e  a p p e a r  t o  

b e  some d i f f e r e n c e s  among s p e c i e s  i n  r e g a r d  t o  t h e  d e g r e e  

o f  m a t u r a t i o n  o f  t h e  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  a t  v a r i o u s  f e t a l  

and n e o n a t a l  s t a g e s  o f  t h e  a n i m a l s .  H o w ev er ,  t h e  o v e r a l l  

s e q u e n c e  o f  e v e n t s  i n  t h e  d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  n e u r o n  a s  

s e e n  u l t r a s t r u c t u r a l 1 y i s  r e m a r k a b l y  s i m i l a r .

The y o u n g e s t  a p p e a r i n g  n e u r o n a l  p r e c u r s o r  c e l l  i s  

r e l a t i v e l y  u n d i f f e r e n t i a t e d .  The c e l l  i s  s m a l l  i n  s i z e
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w i t h  o n l y  a s l i g h t  amount o f  c y t o p l a s m  c o n t a i n i n g  -Few 

o r g a n e l l e s .  F r e e  r i b o s o m e s ,  m i t o c h o n d r i a  and a -few m u l t i  -  

v e s i c u l a r  b o d i e s  a r e  t h e  p r e d o m i n a n t  o r g a n e l l e s .  A -few 

l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( 1 0 0 - 1 5 0  nm) may b e  p r e s e n t  

(T e n n y so n  and M y t i l i n e o u ,  1 9 7 5 ) .  The n u c l e u s  c o n t a i n s  

v a r y i n g  a m o u n ts  o-f c o n d e n s e d  c h r o m a t i n .  In som e s p e c i e s  

s u c h  a s  human, t h i s  i s  v e r y  p r o n o u n c e d ,  b u t  i s  l e s s  s o  i n  

o t h e r s .  T h i s  c e l l  t y p e  h a s  b e e n  r e f e r r e d  t o  a s  a s t e m  c e l l  

(T e n n y so n  and M y t i l i n e o u ,  1 9 7 5 ) ,  an e a r l y  s y m p a t h i c o b l a s t  

(E r a n k o ,  1 9 7 2 )  o r  a  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l  (H e rv o n en  

and K a n e r v a ,  1 9 7 2 ) .

More m a tu r e  n e u r o n a l  p r e c u r s o r s  h a v e  i n c r e a s e d  a m o u n ts  

o-f c y t o p l a s m  and a l e s s  d e n s e  a p p e a r i n g  n u c l e u s .  O rgan­

e l l e s  a r e  more n u m e rou s  i n c l u d i n g  a m o d e r a t e l y  d e v e l o p e d  

and e x t e n s i v e  G o l g i  c o m p l e x ,  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m ,  

an i n c r e a s e  i n  m i t o c h o n d r i a  and l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  

P r o c e s s e s  a r e  e x t e n d e d  a t  t h i s  t i m e .  C e l l s  w i t h  t h e s e  

c h a r a c t e r i s t i c s  h a v e  b e e n  c a l l e d  p r i n c i p a l  c e l l  p r e c u r s o r s  

( T e n n y so n  and M y t i l i n e o u ,  1 9 7 5 ) ,  l a t e  s y m p a t h i c o b l a s t s  

(E r a n k o ,  1 9 7 2 )  or  n e u r o b l a s t s  (H e rv o n en  and K a n e r v a ,  1 9 7 2 ) .  

They a p p e a r  i n  r e c e n t l y  -formed r a b b i t  g a n g l i a  and c o n t i n u e  

t o  b e  fo u n d  t h r o u g h o u t  g e s t a t i o n  i n  t h e  r a b b i t  and m o u se .  

They a p p e a r  a s  w e l l  i n  n e o n a t a l  r a t .  M a t u r a t i o n  o f  t h e  

n e u r o b l a s t  i n v o l v e s  f u r t h e r  i n c r e a s e s  i n  c y t o p l a s m i c  v o lu m e  

w i t h  a  c o r r e s p o n d i n g  i n c r e a s s e  i n  o r g a n e l l e  d e v e l o p m e n t .

The number o f  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  t h e  c y t o p l a s e m  

o f  t h e  d e v e l o p i n g  n e u r o b l a s t  a p p e a r s  t o  a t  f i r s t  i n c r e a s e
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and t h e n  d e c r e a s e s  a s  t h e  c e l l  m a t u r e s  (Machado,  1971;  Kim 

and M unkasca ,  1 9 7 4 ) .

The m o st  m a tu r e  s t a g e  o-f t h e  d e v e l o p i n g  n e u r o n  h a s  

b e e n  r e f e r r e d  t o  a s  t h e  y ou n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n  (E ra n k o ,  

1 9 72;  H er v o n e n  e t  al_. , 1 9 7 8 )  o r  t h e  p r i n c i p a l  c e l l  (T e n n y ­

s o n  and M y t i l i n e o u ,  1 9 7 5 ) .  In r a t s ,  t h i s  c e l l  i s  a t  l e a s t  

t w i c e  t h e  d i a m e t e r  o f  t h e  y o u n g e s t  c e l l  t y p e .  G o l g i  com -  

Pl e x e s  o f  tw o  o r  more p e r  c e l l  a r e  f r e q u e n t  and r e r  i s  

a r r a n g e d  i n  s h o r t  s t a c k s  known a s  N i s s l  b o d i e s .  L a r g e  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  t h e  c e l l  s o m a s  a r e  l e s s  f r e q u e n t ;  i n  

t h e  r a t ,  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  a l s o  h a v e  b e e n  f o u n d  i n  

t h e  c e l l  so m a s  and p r o c e s s e s  i n  t h i s  s t a g e  n e u r o n .  (No 

m e n t i o n  o f  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  t h e  s o m a s  o f  r a b b i t  

and m o u se  n e u r o n s  h a s  b e e n  m a d e . ) Young n e u r o n s  a r e  

m u l t i p o l a r ,  e x t e n d i n g  s e v e r a l  s h o r t  d e n d r i t i c  p r o c e s s e s  and  

a s i n g l e  a x o n .  The m a tu r e  a d u l t  n e u r o n  i s  s i m i l a r  t o  t h e  

y ou n g  s y m p a t h e t i c  n e r u o n  i n  a l l  r e s p e c t s  e x c e p t  t h a t  c e l l  

s i z e  i s  e v e n  g r e a t e r  and t h e  c y t o p l a s m  e v e n  more d e n s e l y  

p a c k e d  w i t h  o r g a n e l l e s .

Human f e t a l  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  from  s e c o n d  t r i m e s t e r  

f e t u s e s  c o n t a i n  c e l l s  t h a t  r a n g e  i n  d e v e l o p m e n t  t h r o u g h  a l l  

t h e  s t a g e s  d e s c r i b e d  a b o v e .  T h e s e  i n c l u d e  v e r y  im m a tu r e  

a p p e a r i n g  c e l l s  and c e l l s  a t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  n e u r o n a l  

m a t u r a t i o n .  The m ajor  u l t r a s t r u c t u r a l  d i f f e r e n c e  n o t e d  b e ­

tw e e n  t h e  human and r a t  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  i s  t h e  a b s e n c e  

o f  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  t h e  f o r m e r  a t  t h e  young  

s y m p a t h e t i c  n e u r o n  s t a g e .  T h i s  may r e f l e c t  d i f f e r e n c e s  i n
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t h e  d e g r e e  o f  m a t u r a t i o n  o f  t h e  n e u r o n s  a t  t h e  t i m e  o f  f i x ­

a t i o n -  I t  i s  a l s o  p o s s i b l e  t h a t  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  

a r e  n o t  an u l t r a s t r u c t u r a l  f e a t u r e  o f  t h e  so m a s  o f  human 

s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  s i n c e  s e v e r a l  r e p o r t s  on t h e  u l t r a ­

s t r u c t u r e  o f  t h e  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  f ro m  a d u l t s  make no  

m e n t i o n  o f  t h e  p r e s e n c e  o f  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  t h e  

p e r i k a r y o n  (Kondo,  1 9 79;  P i c k ,  1 9 67;  H erv o n en  e t  a l . ,

1 9 0 0 ) .  I t  i s  known, h o w e v e r ,  t h a t  t h e  p r o c e s s e s  o f  t h e s e  

a d u l t  n e u r o n s  i_n vi_yg c o n t a i n  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  

( K y o s o l a  e t  a l - ,  1 9 7 6 ;  S c h u lm a n ,  1 9 7 5 ;  I s h i i ,  1 9 7 2 ) .  For

c o n s i s t e n c y ,  t h e  d e v e l o p m e n t a l  c l a s s i f i c a t i o n  o f  human 

s y m p a t h e t i c  c e l l s  by  H er v o n e n  and K a n e r v a  ( 1 9 7 2 )  was u s e d  

a s  a g u i d e l i n e  f o r  t h i s  s t u d y .  The c l a s s i f i c a t i o n  and  

d e s c r i p t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  h a s  

b e e n  su m m a r iz e d  i n  T a b l e  I I  and i s  a c c o m p a n ie d  by a  

p i c t o r a l  summary o f  t h e  p r e d o m i n a n t  f e a t u r e s  o f  e a c h  

d e v e l o p m e n t a l  s t a g e  ( T e x t  F i g .  1 ) .
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CELL STAGES IN

 l ¥ E £ ________________

p r i m i t i v e  s y m p a t h ­
e t i c  c e l l

n e u r o b l a s t  t y p e  I

n e u r o b l a s t  t y p e  II

y ou n g  s y m p a t h e t i c  
n e u r o n

TABLE II

DEVELOPING SYMPATHETIC GANGLION CELLS*

_______________ D e s c r i p t i o n ______________________

r o u n d e d  or  o v o i d  n u c l e u s  w i t h  c o n d e n ­
s e d  c h r o m a t i n ,  s p a r s e  c y t o p l a s m  w i t h  
•few o r g a n e l l e s ,  a b u n d a n t  f r e e  r i b o ­
s o m e s

n u c l e a r  c h r o m a t i n  more d i s p e r s e d ,  
t h i n n e r  p e r im e m b r a n o u s  r im ,  c y t o p l a s m  
c o n t a i n s  o c c a s i o n a l  r e r ,  many r i b o ­
s o m e s  p r e s e n t  i n  p o l y s o m a l  a g g r e ­
g a t e s ,  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s

h o m o g en e o u s  n u c l e o p l a s m ,  l i t t l e  o r  no  
p e r im e m b r a n o u s  r im ,  i n c r e a s e  i n  c y t o ­
p l a s m i c  v o lu m e ,  c y t o p l a s m  c o n t a i n s  
d e v e l o p i n g  G o l g i  c o m p l e x e s ,  m o d e r a te  
a m o u n ts  o f  r e r ,  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  
and an i n c r e a s e  i n  m i t o c h o n d r i a

l a r g e  n u c l e i  w i t h  e v e n l y  d i s p e r s e d  
c h r o m a t i n  and no  p e r im e m b r a n o u s  r i m ,  
e x t e n s i v e  c y t o p l a s m  w i t h  w e l l  d e v e l ­
op ed  G o l g i ,  N i s s l  b o d i e s ,  d e n s e  c o r e  
v e s i  c l  a s

♦ s t a g e s  t a k e n  from  H e r v o n e n ,  A. and K a n e r v a ,  L . , 1 9 7 2 ,  and  
H e r v o n e n ,  H , , e t  a l . ,  197S
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IV. MBQQ£®iQ®§_in_S^m£athet i . c _ N e u r g n s

E l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n  o f  m o st  m a tu r e  a d r e n ­

e r g i c  n e r v e  e n d i n g s  s h o w s  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  e l e c t r o n  

d e n s e  m a t e r i a l .  T h e s e  v e s i c l e s  f a l l  i n t o  2  s i z e  c a t e g o r ­

i e s :  s m a l l  v e s i c l e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  5 0  nm and l a r g e  v e s i ­

c l e s  o f  a p p r o x i m a t e l y  1 0 0  nm. The a p p e a r a n c e  o f  d e n s e  c o r e  

v e s i c l e s  i s  a s s o c i a t e d  w i t h  t h e  p r e s e n c e  o f  m o n o a m in es .  

P r e t r e a t m e n t  o f  a n i m a l s  w i t h  m o n o a m i n e - d e p l e t i n g  d r u g s  

( r e s e r p i n e  o r  o' —m e th y l  m e t a t y r o s i n e )  r e s u l t s  i n  em pty  

a p p e a r i n g  v e s i c l e s  ( T r a n z e r  e t  a l . .  , 1 9 6 9 ) .  E l e c t r o n

m i c r o s c o p i c  a u t o r a d i o g r a p h y  i n  c o n j u n c t i o n  w i t h  p h a r m a c o l o ­

g i c a l  e x p e r i m e n t s  h a s  a l s o  p r o v i d e d  e v i d e n c e  f o r  t h e  l o c a ­

t i o n  o f  a d r e n e r g i c  n e u r o t r a n s m i t t e r s  w i t h i n  d e n s e  c o r e  

v e s i c l e s  ( W o lf e  e t  al_. , 1 9 62;  Bloom and B a r r n e t t ,  1 9 6 6 ) .

In a d d i t i o n ,  c l u s t e r s  o f  g r a n u l a r  v e s i c l e s  a s  s e e n  i n  t h e  

e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  a p p e a r  t o  c o r r e s p o n d  t o  f l u r o e s c e n t  

g r a n u l e s  d e m o n s t r a t e d  by t r e a t m e n t  w i t h  f o r m a l d e h y d e  

v a p o r s  (E r a n k o ,  1 9 7 6 ) .  C a t e c h o l a m i n e s  c o n d e n s e  w i t h  f o r -  

f o r m a l d e h y d e  t o  p r o d u c e  a s p e c i f i c  f l u o r e s c e n c e  ( F a l c k  

e t  a l . ,  1 9 6 2 ) .

Human f e t a l  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  b o t h  i n̂ v i v o  

(H e r v o n en  and K a n e r v a ,  1 9 72)  and when c u l t u r e d  i n  serum  

c o n t a i n i n g  medium (H e rv o n en  e t  a l . .  , 1 9 7 8 )  c o n t a i n  l a r g e

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  F o r m a ld e h y d e  t r e a t m e n t  o f  t h e  g a n ­

g l i o n  c e l l s  d e m o n s t r a t e s  a s p e c i f i c  f l u o r e s c e n c e  (H e rv o n en
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e t  a l  . , 1 977;  H er v o n e n  e t  a l . .  , 1 9 7 8 ) ,  an i n d i c a t i o n  o-f t h e

p r e s e n c e  o-f m o n o a m in e s .  H o w ev er ,  t h e  s u b c e l l u l a r  l o c a t i o n  

o-f m o n o a m in es  i n  t h i s  e m b r y o n ic  t i s s u e  was u n c l e a r  s i n c e  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  n o t  -found f o l l o w i n g  p o t a s s i u m  

p e r m a n g a n a t e  f i x a t i o n  (H e rv o n e n  e t  a l . ,  1 9 7 7 ;  H e r v o n e n  e t

a l . .  , 1 9 7 8 ) .  P o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  i s  a f i x a t i v e  t h a t  i s

known t o  r e a c t  w i t h  t h e  b i o g e n i c  a m i n e s  n o r e p i n e p h r i n e  

(N E ) , e p i n e p h r i n e ,  d o p a m in e  and 5 ' - h y d r o x y  t r y p t a m i n e  

( R i c h a r d s o n ,  1 9 66;  H o k f e l t  and J o n s s o n ,  1 9 6 8 )  and h a s  b een  

u s e d  f r e q u e n t l y  t o  d e m o n s t r a t e  t h e i r  p r e s e n c e  w i t h i n  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .

The s e c o n d  p a r t  o f  t h i s  t h e s i s  w as  d o n e  t o  t r y  t o  

c l a r i f y  t h i s  i s s u e .  Monoamine s t o r a g e  w as  e x a m in e d  u s i n g  a 

d i f f e r e n t  and more s p e c i f i c  c y t o c h e m i c a l  a p p r o a c h ,  

c h r o m a t e - d i c h r o r n a t e  f i x a t i o n .  S i n c e  p r e v i o u s  work on human 

f e t a l  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  was p e r f o r m e d  on c e l l s  

c u l t u r e d  i n  s eru m  c o n t a i n i n g  medium, t h e  p r e s e n c e  and 

l o c a t i o n  o f  m on oam in es  was f i r s t  t e s t e d  f o r  i n  c o m p a r a b ly  

grown c u l t u r e s .  U 1 t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  s e r u m - f r e e  

c u l t u r e s  o f  t h e  g a n g l i o n  c e l l s  d u r i n g  t h e  f i r s t  p a r t  o f  

t h i s  t h e s i s  p r o j e c t  d e m o n s t r a t e d  t h e  p r e s e n c e  o f  d e n s e  c o r e  

v e s i c l e s .  I t  was o f  i n t e r e s t ,  t h e r e f o r e ,  t o  d e t e r m i n e  i f  

t h e  p r e s e n c e  and s t o r a g e  o f  m o n o a m in es  was  s i m i l a r  when 

grown u n d er  t h e  tw o  medium c o n d i t o n s  t e s t e d .  In a d d i t i o n ,  

t h e  p a r t i a l  s e l e c t i v i t y  o f  d e f i n e d  medium i n  r e d u c i n g  t h e  

n o n n e u r o n a l  c e l l  p o p u l a t i o n  p e r m i t t e d  e x a m i n a t i o n  o f
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p o s s i b l e  s i t e s  o f  monoamine s t o r e s  i n  so m a s  and p r o c e s s e s  

o v e r  s h o r t  and l o n g  t e rm  c u l t u r e .

V- Negp l_ast  i_c_T i  s s u e _ f  o r ^ D e v e lo p m e n t a l_ _ S tu d  i_es

C e l l  l i n e s  h a v e  b e e n  e m p lo y e d  w i d e l y  i n  b i o l o g i c a l  r e ­

s e a r c h  f o r  many y e a r s .  The c o n v e n i e n c e  o f  a l a r g e  s o u r c e  

o f  m a t e r i a l  w h ic h  i s  e a s i l y  m a i n t a i n e d  i n  c u l t u r e  a s  w e l l  

a s  a  h o m o g e n e o u s  p o p u l a t i o n  o f  c e l l s  o f t e n  p e r m i t s  i n v e s t i ­

g a t i o n  i n  c e r t a i n  a r e a s  when t h e  u s e  o f  normal c e l l s  i s  n o t  

f e a s i b l e .  N e u r o b l a s t o m a s  a r e  b e l i e v e d  t o  b e  t u m o r s  o f  d e ­

v e l o p m e n t .  They a r e  o f  n e u r a l  c r e s t  o r i g i n  and a r e  u s u a l l y  

d i a g n o s e d  a t  b i r t h  o r  i n  i n f a n c y .  They c o m p r i s e  a p p r o x i ­

m a t e l y  157. o f  a l l  c h i l d h o o d  c a n c e r s  t l d i l k e r s o n ,  1 9 6 7 ) .  The 

m ost  common s i t e  f o r  t h i s  tumor i s  t h e  a d r e n a l  m e d u l l a .  

T h e r e  i s  a h i g h  i n c i d e n c e  o f  s p o n t a n e o u s  r e g r e s s i o n  o f  t h i s  

tumor t o  a more b e n i g n  f o r m ,  g a n g l i o n e u r o m a .  C e l l s  w i t h i n  

g a n g l i o n e u r o m a s  a p p e a r  a s  m a tu r e  n e u r o n a l  c e l l s  and no  

l o n g e r  c o n t i n u e  t o  d i v i d e .  B e c a u s e  o f  t h e  h i g h  i n c i d e n c e  

o f  s p o n t a n e o u s  r e g r e s s i o n ,  c e l l  l i n e s  d e r i v e d  from  t h i s  

tumor a r e  t h o u g h t  t o  b e  a p p r o p r i a t e  a s  "model" s y s t e m s  f o r  

t h e  s t u d y  o f  n e u r o n a l  d e v e l o p m e n t .  Such  s t u d i e s  a r e  u s u a l l y  

a im e d  a t  p u s h i n g  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  t h e s e  c e l l s  t h r o u g h  

c u l t u r e  m a n i p u l a t i o n .  C a u t i o n ,  h o w e v e r ,  must  b e  u s e d  when 

i n t e r p r e t i n g  r e s u l t s .  I t  i s  n e c e s s a r y  t o  a s s e s s  w h e t h e r  

t h e s e  c e l l s  a r e  r e s p o n d i n g  i n  a manner s i m i l a r  t o  normal  

c e l  15  o r  i f  r e s u l t s  a r e  a c o n s e q u e n c e  o f  t h e i r  " t r a n s -
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’f o r m e d ” s t a t e .  B e c a u s e  t h e s e  c e l l s  a r e  "t r a n s - fa r m e d ,  " t h e y  

a l s o  may p r o v i d e  i n - f o r m a t i o n  t h a t  e n a b l e s  a b e t t e r  u n d e r ­

s t a n d i n g  o-F t h e  m e c h a n is m s  i n v o l v e d  i n  t h i s  c o n v e r s i o n .

The m o st  - f r e q u e n t l y  s t u d i e d  n e u r o b l a s t o m a  c e l l  l i n e  

i s  C 1 3 0 0 .  T h i s  l i n e  was d e r i v e d  -from a  s p o n t a n e o u s  tumor  

i n  a  J a c k s o n  mouse (Dunham e t  al_. , 1 7 5 3 ) .  A w i d e  v a r i e t y

o-f s u b l i n e s  i s  a v a i l a b l e  t o d a y  and p o s s e s s  d i f f e r e n t  

n e u r o n a l  c h a r a c t e r i s t i c s .  N e u r i t e  o u t g r o w t h  and n e u r o ­

t r a n s m i t t e r  enzym e a c t i v i t y  ca n  b e  e l i c i t e d  i n  C1300 by  t h e  

a d d i t i o n  o f  a g e n t s  t o  t h e  medium. B r o m o d e o x y u r i d i n e ,  

c y c l i c - 3 ' ,  5 * - a d e n o s i n e  m o n o p h o s p h a te  (cAMP), and serum  

d e p r i v a t i o n  a r e  sam e o f  t h e  f a c t o r s  u s e d  ( P r a s a d  and H s i e ,  

1 9 7 1 ;  Waymire e t  a l . .  , 1 9 72;  S c h u b e r t  and J a c o b ,  1970:

S e e d s  e t  al_. , 1 9 70;  S c h u b e r t ,  1 9 7 1 ) .  S e v e r a l  human

n e u r o b l a s t o m a  c e l l  l i n e s  a l s o  h a v e  b e e n  s t u d i e d ,  b u t  t o  a

l e s s e r  e x t e n t  ( B i e d l e r  e t  al_. , 1 9 7 3 ;  R o s s  e t  a l_ - , 19SO ).

One a d v a n t a g e  o f  human l i n e s  i s  t h a t  t h e i r  k a r y o t y p e  i s  

n e a r  d i p l o i d  and h a s  r e m a i n e d  s t a b l e  o v e r  many y e a r s  i n

c u l t u r e .  Two s u c h  l i n e s  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d i e d  in

my l a b o r a t o r y .  SK-N-SH SY5Y and SK -N -B E (2)  M17 h a v e  b e e n  

w e l l  c h a r a c t e r i z e d  w i t h  r e s p e c t  t o  t h e i r  u l t r a s t r u c t u r e  

and n e u r o t r a n s m i t t e r  en zy m e  a c t i v i t y  ( C a r r o l l ,  1 9 82)  and  

p r o c e s s - f o r m i n g  a b i l i t y  ( B u r m e i s t e r ,  1 9 82)  i n  b o t h  s e r u m -  

s u p p l e m e n t e d  and d e f i n e d  m e d ia .  My i n i t i a l  i n t e r e s t  i n  

e x a m i n i n g  t h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  human f e t a l  s y m p a t h e t i c  

g a n g l i o n  c e l l s  i n  t h e  d i f f e r e n t  m e d ia  was t o  p r o v i d e  a
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f r a m e  o f  r e f e r e n c e  f o r  u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s  u s i n g  human 

n e u r o b l a s t o m a .  O nly  by s t u d y i n g  t h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  

normal d e v e l o p i n g  g a n g l i o n  c e l l s  i n  a  s i m i l a r  e n v i r o n m e n t  

c a n  t h e  e x t e n t  o f  u l t r a s t r u c t u r a l  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  t h e  

n e u r a b l a s t o m a  b e  a s s e s s e d  i n  a  m e a n i n g f u l  m anner.

V I .  _ Q u I t u r e S y s t e m s

A- N e r y g u s S y s t e m C u i t u r e

The f i r s t  s u c c e s s f u l  t i s s u e  c u l t u r e  w a s  a l s o  t h e  f i r s t  

s u c c e s s f u l  a t t e m p t  a t  m a i n t a i n i n g  n e u r o n s  i n  y i_ tr o .  

N e u r o b l a s t s  f r o m  f r o g  n e u r a l  t u b e  w e r e  c u l t i v a t e d  i n  c l o t ­

t e d  lymph ( H a r r i s o n ,  1 9 0 7 )  and t h e  o b s e r v a t i o n  o f  n e u r i t e  

e l a b o r a t i o n  i n  t h e s e  c u l t u r e s  s o l v e d  a l o n g  s t a n d i n g  

c o n t r o v e r s y  i n  n e u r o b i o l o g y :  t h a t  t h e  d e v e l o p i n g  n e r v e

c e l l  was  t h e  c o n t r i b u t o r  o f  t h e  l o n g  a x o n a l  c y l i n d e r .

C u l t u r e  o f  n e r v e  c e l l s  h a s  a l w a y s  b e e n  a d i f f i c u l t  

t a s k .  T h i s  i s  p a r t i c u l a r l y  t r u e  o f  mammalian n e r v e  c e l l s  

s i n c e  t h e s e  c e l l s  l a c k  t h e  e m b r y o n ic  y o l k  f o u n d  i n  am p h i­

b i a n  c e l l s .  The medium u s e d  i n  e a r l y  s t u d i e s  w as  u s u a l l y  a  

c o m p le x  m i x t u r e  o f  b a l a n c e d  s a l t s ,  s e r u m ,  c h i c k  em bryo  

e x t r a c t  and g l u c o s e .  S m a l l  p i e c e s  o f  n e r v o u s  t i s s u e  w e r e  

c u l t u r e d  e i t h e r  on p l a s m a  c l o t s  o r  on c o l l a g e n  c o a t e d  

d i s h e s .  T h e s e  t i s s u e  p i e c e s  c o u l d  b e  m a i n t a i n e d  l y i n g  f l a t  

o r  i n v e r t e d  i n  a h a n g i n g  d ro p  o f  medium (M urray ,  1 9 6 5 ) .
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W h i le  t h e s e  s t u d i e s  p e r m i t t e d  o b s e r v a t i o n  o-f t h e  t i s s u e  

o v e r  r e l a t i v e l y  l o n g  p e r i o d s  o f  t i m e ,  t h e y  d i d  n o t  l e n d  

t h e m s e l v e s  t o o  r e a d i l y  t o  c u l t u r e  m a n i p u l a t i o n .

P r o b a b l y  t h e  m o st  i m p o r t a n t  a d v a n c e  i n  t h e  a b i l i t y  t o  

c u l t u r e  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  came w i t h  t h e  d i s c o v e r y  o f  NGF 

( s e e  I I ,  s e c t i o n  F, o f  I n t r o d u c t i o n ) .  NGF i s  now known t o  

b e  a  r e q u i r e m e n t  f o r  t h e  s u r v i v a l  and m a i n t e n a n c e  o f  f e t a l  

s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  b o t h  i_n vi^vo and i_n v i t r o .

S i n c e  t h e n  much h a s  b e e n  d o n e  w i t h  d i s s o c i a t e d  s y m p a t h e t i c  

g a n g l i o n  c e l l s  ( m a i n l y  f ro m  r a t  s u p e r i o r  c e r v i c a l  g a n g l i a ) ,  

p a r t i c u l a r l y  i n  r e g a r d  t o  n e u r o t r a n s m i t t e r  e x p r e s s i o n  i.n 

v i t r o .

T h e s e  s t u d i e s  a l s o  e m p lo y  t h e  u s e  o f  serum  i n  t h e  

c u l t u r e  medium. A l t h o u g h  g r e a t  s t r i d e s  h a v e  b e e n  made in  

m a i n t a i n i n g  n e r v e  t i s s u e  i.n y i . t r o  f o r  l o n g e r  p e r i o d s  o f  

t i m e  w h i l e  a l l o w i n g  f o r  a c o n t i n u a t i o n  o f  t h e  d i f f e r e n t i a ­

t i o n  p r o c e s s ,  t h e  c o m p le x  n a t u r e  o f  t h e  medium makes e x p e r ­

i m e n t a l  i n v e s t i g a t i o n  and i n t e r p r e t a t i o n  d i f f i c u l t .  R e c e n t  

t r e n d s  h a v e  s t r i v e d  t o  e l i m i n a t e  a s  many unknown v a r i a b l e s  

a s  p o s s i b l e  f ro m  t h e  c u l t u r e  medium. The i d e a l  c u l t u r e  e n ­

v i r o n m e n t  w ou ld  b e  a c h e m i c a l l y  d e f i n e d  medium w h ich  w o u ld  

m a i n t a i n  t h e  n e r v e  c e l l  f o r  l o n g  p e r i o d s  o f  t i m e .
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B- B e £ i _ n e d _ M e d i u m

The c u l t u r e  o f  s e v e r a l  c e l l  l i n e s  and p r im a r y  e x p l a n t s  

from  a v a r i e t y  o f  t i s s u e s  i n  s e r u m - f r e e  medium i s  now p o s ­

s i b l e  ( B o t t e n s t e i n  and S a t o ,  1 9 7 9 ;  Mather and S a t o ,  1 9 79;  

O r l y  e t  a l . .  , 1980;  Taub and S a t o ,  1 979;  f o r  r e v i e w  s e e

B a r n e s  and S a t o ,  1 9 0 0 ) .  The e l i m i n a t i o n  o f  serum  from  t h e  

medium p e r m i t s  c o n t r o l  o f  t h e  c e l l u l a r  e n v i r o n m e n t  t o  a 

g r e a t e r  e x t e n t  t h a n  was  p r e v i o u s l y  p o s s i b l e .  T h u s ,  £n 

y i £ r g  s t u d i e s  s u c h  a s  t h e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  e f f e c t s  o f  

t r o p h i c  a g e n t s  on d e v e l o p m e n t  and d i f f e r e n t i a t i o n  c a n  b e  

d o n e  w i t h o u t  t h e  c o m p l i c a t i o n s  c o n t r i b u t e d  by unknown 

serum  f a c t o r s .  Serum i s  g e n e r a l l y  r e p l a c e d  by h o r m o n e s ,  

b i n d i n g  p r o t e i n s ,  t r a c e  e l e m e n t s  and n u t r i e n t s  t h o u g h t  t o  

be  n e e d e d  f o r  s u r v i v a l  and g r o w t h .

An a d d i t i o n a l  a d v a n t a g e  o f  u s i n g  s e r u m - f r e e  medium f o r  

p r im a r y  c e l l  c u l t u r e s  i s  t h a t  i n  som e c a s e s  i t  a l l o w s  f o r  

s e l e c t i o n  o f  a  s p e c i f i c  c e l l  t y p e  and e l i m i n a t e s  t h e  p r o b ­

lem  o f  o v e r g r o w t h  by  u n w a n te d  c e l l s .  A g r e a t e r  t h a n  95*/. 

p u r e  c u l t u r e  o f  n e u r o n s  c a n  b e  o b t a i n e d  from  d i s s o c i a t e d  

d o r s a l  r o o t  g a n g l i o n  c e l l s  when grown i n  a c h e m i c a l l y  d e ­

f i n e d  medium ( B o t t e n s t e i n  e t  al_. , 1 9 8 0 ) .

When norm al  d i f f e r e n t i a t e d  c e l l s  a r e  grown i n  s e r u m -  

f r e e  medium, t h e i r  a b i l i t y  t o  e i t h e r  r e t a i n  Dr r e p r e s s  

c e r t a i n  d i f f e r e n t i a t e d  c h a r a c t e r i s t i c s  a s  com pared  t o  t h e i r



g r o w t h  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium v a r i e s  d e p e n d i n g  on t h e  

c e l l  t y p e  t e s t e d .  C h ick  s e n s o r y  g a n g l i o n  c e l l s  c o n t i n u e  t o  

show m o r p h o l o g i c a l  d i f f e r e n t i a t i o n  ( B o t t e n s t e i n  e t  a 1_. ,

1980)  w h i l e  r a t  g r a n u l o s a  c e l l s  do  n o t  e x p r e s s  a  d i f f e r e n ­

t i a t e d  s t a t e  u n l e s s  grown i n  s e r u m —f r e e  medium ( O r ly  e t  

a l . .  , 1 9 8 0 ) .  S i n c e  human f e t a l  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  

h a v e  n o t  b e e n  c u l t u r e d  i n  a  s e r u m - f r e e  medium b e f o r e  and  

s i n c e  f e w  p a p e r s  h a v e  d e s c r i b e d  t h e i r  u l t r a s t r u c t u r e  i n  

s e r u m - c o n t a i n i n g  medium, t h e s e  c e l l s  w e r e  c u l t u r e d  i n  b o t h  

m e d ia  t o  a s s e s s  s u c h  d i f f e r e n t i a t e d  f e a t u r e s  a s  n e u r i t e  e x ­

t e n s i o n ,  f i b e r  b u n d l e  f o r m a t i o n  and e x t e n t  o f  u l t r a s t r u c ­

t u r a l  m a t u r a t i o n .  The m o r p h o l o g i c a l  and c y t o l o g i c a l  m a tu r ­

a t i o n  o f  human s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  i n  vi_yg was  

e x t e n s i v e l y  e x a m in e d  f o r  c o m p a r i s o n .
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MATERIALS

P r o g e s t e r o n e ,  p u t r e s c i n e ,  5 ' - h y d r o x y  d o p a m in e ,  t r a n s ­

f e r r i n  (human, i r o n - f r e e )  and s o y b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r  

w e r e  o b t a i n e d  from  S ig m a  C h e m ic a l  Company- D u l b e c c o ' s  

m o d i f i e d  E a g l e ' s  medium, Ham's  n u t r i e n t  m i x t u r e  F12  and  

p e n i c i 1 1 i n —s t r e p t o m y c i n  w e r e  o b t a i n e d  fro m  Grand I s l a n d  

B i o l o g i c a l  Company. Sodium  c h r o m a t e ,  p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e ,  

p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e ,  u r a n y l  a c e t a t e  and s o d iu m  c i t r a t e  

w e r e  o b t a i n e d  from  F i s h e r  S c i e n t i f i c  Company. E t h y l e n e -  

( d i n i t r i l o )  t e t r a a c e t i c  a c i d  and l e a d  a c e t a t e  w e r e  o b t a i n e d  

from  J .  T. Baker  C h e m ic a l  Company. G 1 u t a r a l d e h y d e ,  osmium,  

and t h e  c o m p o n e n t s  o f  t h e  Epon 8 1 2  e m b e d d in g  m i x t u r e  w e r e  

p u r c h a s e d  from E l e c t o n  M i c r o s c o p i c  S c i e n c e s .  The so d iu m  

s e l e n i u m  u s e d  was o b t a i n e d  from  e i t h e r  B a c t o  or  A l f a  C hem i­

c a l  Company. T r y p s i n  w as  p u r c h a s e d  f r o m  D i f c o  L a b o r a t o r ­

i e s ,  f e t a l  b o v i n e  seru m  from  e i t h e r  M i c r o b i o l o g i c a l  A s s o ­

c i a t e s  o r  F lo w  L a b o r a t o r i e s ,  and b i s m u t h  s u b n i t r a t e  from  E. 

M erck .

The f i l m s  u s e d  f o r  p h a s e  and e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  w e r e  

Kodak T r i - X  Pan and Kodak e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  f i l m  # 4 4 8 9  

r e s p e c t i v e l y .  The c u l t u r e  d i s h e s  u s e d  w e r e  F a l c o n  35mm 

t i s s u e  c u l t u r e  d i s h e s  # 3 0 0 1 .

N e r v e  g r o w t h  f a c t o r  (NGF), 2 . 5 S ,  was t h e  k in d  g i f t  o f  

Dr.  Mark B o t h w e l 1 .
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METHODS

I .  £ a n _ o f _ C u £ t u r e s

The t h o r a c i c  and lum bar  s y m p a t h e t i c  p a r a v e r t e b r a l  

c h a i n s  from  9  human s e c o n d  t r i m e s t e r  - f e t u s e s  (CR l e n g t h

1 0 . 5  t o  17 cm) w e r e  o b t a i n e d  from  p r o s t a g l a n d i n  i n d u c e d  

i n t e r r u p t i o n s  o f  p r e g n a n c y  a c c o r d i n g  t o  p r o t o c o l  a p p r o v e d  

by t h e  C o m m it te e  f o r  Human R i g h t s  i n  R e s e a r c h  a t  New York 

H o s p i t a l —C o r n e l  I M e d i c a l  C e n t e r .  The o u t e r  c o n n e c t i v e  t i s ­

s u e  w as  rem o v ed  by d i s s e c t i o n  and s e v e r a l  g a n g l i a  from  4 o f  

t h e  f e t u s e s  w e r e  p r o c e s s e d  i m m e d i a t e l y  f o r  e l e c t r o n  m i c r o ­

s c o p y .  The g a n g l i a  t o  b e  c u l t u r e d  w e r e  i n c u b a t e d  i n  0 . 0 5 X  

c r u d e  t r y p s i n  i n  0 .0 2 7 .  e t h y l e n e  ( d i n i  t r i  lo>  t e t r a a c e t i c  

a c i d ,  t e t r a  s o d iu m  s a l t  (EDTA) f o r  15 m i n u t e s  a t  37oC.  

T r y p s i n i s a t i o n  w as  h a l t e d  by  r i n s i n g  t h e  g a n g l i a  f o r  15 

m i n u t e s  a t  37oC i n  a medium c o m p o sed  o f  e q u a l  p a r t s  Ham’ s  

n u t r i e n t  m i x t u r e  F12 and D u l b e c c o ’ s  m o d i f i e d  E a g l e ’ s  medium 

(F12:DME) c o n t a i n i n g  0 . 2 5  mg/ml s o y b e a n  t r y p s i n  i n h i b i t o r .  

G a n g l i a  w e r e  t h e n  p l a c e d  i n  F12:DME u n t i l  p l a t e d  i n  e x p e r i ­

m e n ta l  medium. I n d i v i d u a l  g a n g l i a  ( 1 - 2  p e r  d i s h )  w ere  

m e c h a n i c a l l y  d i s s o c i a t e d  e i t h e r  by  t e a s i n g  b e t w e e n  2  w a t c h ­

maker f o r c e p s  o r  by t r i t u r a t i o n  w i t h  a p a s t e u r  p i p e t t e  o n t o  

seru m  c o a t e d  3 5  mm F a l c o n  c u l t u r e  d i s h e s  c o n t a i n i n g  1 ml o f  

e x p e r i m e n t a l  medium. C u l t u r e  d i s h e s  w e r e  c o a t e d  p r i o r  t o  

u s e  by t h e  a d d i t i o n  o f  1 ml o f  f e t a l  b o v i n e  serum  (FBS) f o r  

1 m i n u t e ,  r e m o v a l  o f  t h e  serum  and r i n s i n g  o f  t h e  d i s h  w i t h
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F12IDME. C e l l s  w e r e  -fed w i t h  c o m p l e t e  medium r e p l a c e m e n t  

2 4  h o u r s  a f t e r  p l a t i n g  and t h e n  e v e r y  2 - 3  d a y s  u n t i l  t h e  

c o m p l e t i o n  o f  t h e  s t u d y .  I n c u b a t i o n  was c a r r i e d  o u t  i n  a 

5% C02, 9 5 7  a i r  h u m i d i f i e d  a t m o s p h e r e  a t  37aC.

I I . M edia

A. Deflned_Medi_um The N2 medium o f  B o t t e n s t e i n  and  

S a t o  ( 1 9 7 9 )  c o n s i s t e d  o f  a 1 :1  m i x t u r e  o f  F12:DME c o n t a i n ­

i n g  5  ;ug/ml i n s u l i n ,  2 0  nM p r o g e s t e r o n e ,  100 îM p u t r e s c i n e ,  

lOO ^Mg/ml t r a n s f e r r i n  and 30  nM s e l e n i u m  p l u s  10 n g /m l  2 . 5 S  

n e r v e  g r o w t h  f a c t o r  CNGF).

B. Serum—supQl_emented_Medi_um Equal  p a r t s  F12 and DME 

w e r e  s u p p l e m e n t e d  w i t h  107. f e t a l  b o v i n e  serum  (FBS) p l u s  10  

n g /m l  NGF.

In a d d i t i o n ,  s e v e r a l  c u l t u r e s  w e r e  grown i n  d e f i n e d  

medium o r  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium l a c k i n g  NGF.

C u l t u r e  m ed ia  w e r e  m ix e d  i n  t h e  l a b o r a t o r y  from  d r y  

p o w d e r s  u s i n g  g l a s s  d i s t i l l e d  w a t e r .

P e n i c i l l i n  tlOO u n i t s / m l )  and s t r e p t o m y c i n  ( 1 0 0  , u g / m l ) 

w e r e  added  t o  a l l  c u l t u r e s .
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I I I .  M j_ c :r  o s c d j 5 y

A- PhaseMicroscopy

L i v i n g  c u l t u r e s ,  7 3  f ro m  5  f e t u s e s ,  w e r e  e x a m in e d  

d a i l y  and some w e r e  p h o t o g r a p h e d  on d a y s  3 ,  5 ,  12 and 20

u s i n g  a N ik o n  i n v e r t e d  p h a s e  m i c r o s c o p e ,  model  number MSS, 

w i t h  a N ik on  M i c r o - f l e x  p h o t o g r a p h i c  u n i t  and a L e i t z  35mm 

cam era  b a c k .

B. EIectrgn_Micrgsco£¥

C u l t u r e s  w e r e  f i x e d  f o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p y  by o n e  o f  

t h e  m e t h o d s  d e s c r i b e d  b e l o w .  G a n g l i a  t h a t  w e r e  n o t  c u l t u r e d  

(1 0  g a n g l i a  from  4 f e t u s e s )  w e r e  f i x e d  o n l y  w i t h  g l u t a r a l -  

d e h y d e —osmium. U l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  g l u t a r a l d e h y d e -  

□smium f i x e d  c u l t u r e s  i n c l u d e d  2 0  c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  i n  

d e f i n e d  medium and s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium f o r  5 ,  10 ,  and

2 0  d a y s  and i n  d e f i n e d  medium f o r  4 0  d a y s .  A t o t a l  o f  23  

c u l t u r e s  f r o m  2  f e t u s e s  w e r e  u s e d  f o r  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  

c y t o c h e m i s t r y .  F i v e  c u l t u r e s  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium 

and 10 i n  d e f i n e d  medium w e r e  f i x e d  on day  6;  8  c u l t u r e s  i n  

d e f i n e d  medium w e r e  f i x e d  on d a y  2 5 .  L o n g er  t e r m  s e r u m -  

s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s  w e r e  n o t  u s e d  f o r  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  

c y t o c h e m i s t r y  d u e  t o  o v e r g r o w t h  by  n o n n e u r o n a l  c e l l s .  In 

a d d i t i o n ,  4 c u l t u r e s  w e r e  f i x e d  w i t h  KMn04 on d a y s  6  and  

2 5 .  At l e a s t  2  c u l t u r e s  f o r  e a c h  f i x a t i o n  t r e a t m e n t  f o r
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c y t a c h e m i c a l  s t u d i e s  w e r e  i n c u b a t e d  i n  1 x 1 0 - 5  M 5 ’ 

h y d r o x y  d o p a m in e  <5' OHDA) b e f o r e  f i x a t i o n .  F i x a t i o n  and 

e m b e d d in g  w e r e  c a r r i e d  o u t  d i r e c t l y  i n  t h e  c u l t u r e  d i s h e s .

1.  G l^utara^dehyde-osnuurn C u l t u r e s  w e r e  f i x e d  in  

2 .57 . g l u t a r a l d e h y d e  i n  0 . 1  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2 ,  f o r  

o n e  h o u r ,  and p o s t - f i x e d  i n  17. 0 s 0 4  f o r  3 0  m i n u t e s  a t  

room t e m p e r a t u r e  i n  t h e  same b u f f e r .  W ashing  o f  t h e  c e l l s  

b e t w e e n  f i x a t i o n s  and b e f o r e  d e h y d r a t i o n  was d o n e  i n  0 . 1  M 

p h o s p h a t e  b u f f e r ,  pH 7 . 2 .  The d e h y d r a t i o n  s c h e d u l e  i n c l u d e d  

10 m i n u t e  w a s h e s  i n  30% and 50% e t h a n o l ,  s t a i n i n g  w i t h  2% 

u r a n y l  a c e t a t e  i n  70% e t h a n o l  f o r  2 0  m i n u t e s ,  and 2 t e n  

m i n u t e  w a s h e s  i n  95% e t h a n o l  and i n  a b s o l u t e  a l c o h o l .

( P r o p y l e n e  o x i d e  was o m i t t e d  from  t h e  d e h y d r a t i o n  p r o t o c o l

b e c a u s e  i t  d i s s o l v e s  t h e  p l a s t i c  c u l t u r e  d i s h . )  C u l t u r e s  

w e r e  i n f i l t r a t e d  w i t h  a 3 : 1  m i x t u r e  o f  a b s o l u t e  a l c o h o l  and

Epon 8 1 2  m i x t u r e  f o r  s e v e r a l  h o u r s ,  f o l l o w e d  by  a 1 :1

m i x t u r e  o f  a b s o l u t e  a l c o h o l  and Epon 6 1 2  f o r  a n o t h e r  

s e v e r a l  h o u r s  and f i n a l l y  s t r a i g h t  Epon 8 1 2  o v e r n i g h t .  On 

t h e  f o l l o w i n g  d a y ,  t h e  e p o n  was c h a n g e d  and p o l y m e r i z a t i o n  

w as c a r r i e d  o u t  i n  a AOoC o v e n  f o r  a t  l e a s t  IB h o u r s .

2* hr ornate The medium w as  rem oved

and 2 ml o f  c o l d  f i x a t i v e  c o n t a i n i n g  1% g l u t a r a l d e h y d e ,

0.4% p a r a f o r m a l d e h y d e  i n  0 . 1  M s o d iu m  c h r o m a t e - p o t a s s i u m  

d i c h r o m a t e ,  pH 7 . 2 ,  w e r e  a d d ed  d i r e c t l y  t o  t h e  c u l t u r e  d i s h  

and a l l o w e d  t o  r e m a i n  f o r  10 m i n u t e s  a t  4oC.  A f t e r



4 1

r e m o v a l  o f  t h e  f i x a t i v e ,  0 . 1  M so d iu m  c h r o m a t e —p a t a s s i u m  

d i c h r o m a t e ,  pH 6 ,  w as  a d d e d  and t h e  c u l t u r e s  s t o r e d  o v e r ­

n i g h t  a t  4oC. They w e r e  w ash ed  w i t h  0 .  1 M p h o s p h a t e  b u f ­

f e r ,  p o s t - f i x e d  i n  2X 0 s 0 4  i n  0 . 1  M s o d iu m  c h r o m a t e -  

p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e ,  pH 7 . 2 ,  f o r  1 h o u r  a t  4oC,  d e h y d r a ­

t e d  a s  w i t h  t h e  g l u t a r a l d e h y d e - o s m i u m  ( e x c e p t  t h a t  s t a i n i n g  

w i t h  u r a n y l  a c e t a t e  was o m i t t e d )  and embedded i n  Epon B12.  

In o r d e r  t o  v e r i f y  t h e  s p e c i f i c i t y  o f  t h e  r e a c t i o n ,  s e v e r a l  

c u l t u r e s  w e r e  f i x e d  a c c o r d i n g  t o  t h e  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  

m ethod  e x c e p t  t h a t  p o s t - f i x a t i o n  i n  osmium was o m i t t e d .

3 .  P o t a s s i u m _ p e r m a n g a n a t e  The medium was r e p l a ­

c e d  w i t h  2 ml o f  c o l d  3X KMn04 i n  0 . 1  M p h o s p h a t e  b u f f e r ,  

pH 7 . 2 ,  and a l l o w e d  t o  r e m a in  f o r  1 h o u r  a t  4oC. KMn04 

was rem o v ed  by w a s h in g  i n  0 . 1  M p h o s p h a t e  b u f f e r .  D e h y d r a ­

t i o n  and e m b e d d in g  w e r e  p e r f o r m e d  a s  w i t h  t h e  c h r o m a t e -  

d i c h r o m a t e  f i x e d  t i s s u e .

T h i c k  s e c t i o n s  ( 2 - 5  /tm) and t h i n  s e c t i o n s  s h o w in g  

s i l v e r  o r  l i g h t  g o l d  i n t e r f e r e n c e  c o l o r s  ( 5 0 0 - 1 5 0 0  A) w ere  

c u t  u s i n g  g l a s s  o r  d iamond k n i v e s  on a S o r v a l l  P o r t e r - B l u m  

MT-2 u l t r a m i c r o t o m e .  T h ic k  s e c t i o n s  w e r e  s t a i n e d  w i t h  IX 

T o l u i d i n e  b l u e  i n  IX b o ra x  and v i e w e d  w i t h  a l i g h t  m i c r o ­

s c o p e .  Thin  s e c t i o n s  w e r e  e i t h e r  u n s t a i n e d  o r  s t a i n e d  w i t h  

o n e  o r  more o f  t h e  f o l l o w i n g :  2X u r a n y l  a c e t a t e  f o r  30

m i n u t e s ,  l e a d  c i t r a t e  f o r  5  m i n u t e s  ( R e y n o l d s ,  1 9 6 3 ) ,  

b i s m u t h  s u b n i t r a t e  f o r  3 m i n u t e s  ( R i v a ,  1 9 7 4 ) .  S e c t i o n s
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w e r e  v i e w e d  i n  an RCA-EMU 3H e l e c t r o n  m i c r o s c o p e  o p e r a t i n g  

a t  100 kV.

C. F I u g r e s c e n c e _ M i c r D s c g B ^

A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  F a l c k  e t  a l . , ( 1 9 6 2 )  f o r m a l d e ­

h y d e - i n d u c e d  f l u o r e s c e n c e  (F IF )  p r o c e d u r e  was u s e d .  The  

medium was rem oved  and t h e  c u l t u r e  d i s h e s  w ashed  b r i e f l y  

w i t h  2  ml o f  F12IDME. C u l t u r e  d i s h e s  w i t h  t h e  c e l l s  w e r e  

d r i e d  o v e r n i g h t  i n  a vacuum d e s s i c a t o r  c o n t a i n i n g  p h o s p h o r ­

o u s  p e n t o x i d e  and t h e n  p l a c e d  i n  a s e a l a b l e  j a r  o v e r  5 - 6  

grains o f  p a r a f o r m a l d e h y d e .  The j a r  was s e a l e d  and p u t  in  

an 80oC o v e n  f o r  1 h o u r .  One c u l t u r e  r e c e i v e d  t h e  same  

t r e a t m e n t  a s  a b o v e  e x c e p t  t h a t  i t  w as  n o t  e x p o s e d  t o  p a r a -  

f o r m a l d e h y d e .  The p a r a f o r m a l d e h y d e  u s e d  f o r  g a s s i n g  had  

b e e n  p r e v i o u s l y  b r o u g h t  t o  70% r e l a t i v e  h u m i d i t y  by  s t o r i n g  

i n  a d e s s i c a t o r  o v e r  H2S04 ( 1 0 0  ml H2D t o  2 7 . 8  ml o f  

96% H2S04) f o r  1 week o r  l o n g e r .  C u l t u r e  d i s h e s  w e r e  

r e m o v ed  from  t h e  p a r a f o r m a l d e h y d e  v a p o r s  and v i e w e d  

i m m e d i a t e l y  w i t h  a L e i t z  f l u o r e s c e n c e  m i c r o s c o p e  e q u i p p e d  

w i t h  e p i f 1u o r e s c e n c e .  The w a v e l e n g t h  o f  e x c i t a t i o n  was 4 0 5  

nm. A L e i t z  b a r r i e r  f i l t e r  KP 5 1 0  was u s e d  b e t w e e n  t h e  

s t a g e  and o c u l a r  l e n s .  P h o t o g r a p h s  w e r e  t a k e n  w i t h  T r i - X  

pan f i l m  u s i n g  e x p o s u r e  t i m e s  o f  15 t o  6 0  s e c o n d s .

IV. Devel_gpmen t  al__St a g i  ng
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N e u r o n s  d e r i v e d  from  3 - F e t u s e s  and c u l t u r e d  i n  d e f i n e d  

medium o r  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium f o r  5 ,  10 and 2 0  d a y s

w e r e  c l a s s i f i e d  i n t o  o n e  o f  t h e  c a t e g o r i e s  d e s c r i b e d  by  

H e r v o n e n  and K a n er v a  ( 1 9 7 2 ) :  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  n e u r ­

o n s ,  n e u r o b l a s t s  and young  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s .  A l l  

n e u r o n s  w e r e  e x a m in e d  i n  8 x 1 0 "  e l e c t r o n  m i c r o g r a p h s  o f  

a p p r o x i m a t e l y  t h e  sam e m a g n i f i c a t i o n  (X1 5 , 0 0 0  — 2 0 , 0 0 0 ) .  

Each n e u r o n  w as  s c o r e d  f o r  e a c h  o f  t h e  f o l l o w i n g  p a r a m e t e r s  

and c l a s s i f i e d  on t h e  b a s i s  o f  i t s  t o t a l  s c o r e .

 a m e t e r s _________________________________________________________ S c o r  e _

n u c l e a r  d i f f e r e n t i a t i o n
d e n s e  k a r y o p l a s m  w i t h  
t h i c k  p e r i n u c l e a r  r im

+ 1

i n t e r m e d i  a t e + 2

h o m o g e n e o u s  k a r y o p l a s m  
w i t h  l i t t l e  or  no p e r i ­
n u c l e a r  r im

+3

c y t o p 1asmi c  
d i f f e r e n t i a t i o n

c y t o p l a s m  c o n t a i n s  m a i n l y  
f r e e  r i b o s o m e s  and m i t a -  
c h o n d r i a

+ 1

i n t e r m e d i  a t e + 2

w e l l  d e v e l o p e d  G o l g i ,  
N i s s l  b o d i e s ,  d e n s e  c o r e  
v e s t  c 1e s

+3

c y t o p l a s m i c  s i z e ■m all  r im  a ro u n d  n u c l e u s + 1

i n t e r m e d i  a t e +2

r a t i o  o f  c y t o p l a s m  t o  
n u c l e u s  >1

+ 3
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N e u r o n s  w i t h  s c o r e s  o f  +3 or  +4 w e r e  c l a s s i f i e d  a s  

p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l s ,  +5 t o  +7 a s  n e u r o b l a s t s  and +8 

t o  +9 a s  y ou n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s -  In a d d i t i o n  t o  t h e  

c u l t u r e d  c e l l s ,  n e u r o n s  from  4 g a n g l i a  t a k e n  from  d i f f e r e n t  

e m b r y o s  t h a t  w e r e  n o t  c u l t u r e d  b u t  f i x e d  i m m e d i a t e l y  w e r e  

a n a l y z e d  and s t a g e d  a s  a b o v e .  In a l l ,  a t o t a l  o f  2 5 2  

n e u r o n s  w e r e  s t u d i e d ,  5 7  o f  w h ic h  w e r e  f ro m  5  d a y  c u l t u r e s ,  

6 2  from  10 day  c u l t u r e s ,  4 4  from  2 0  day  c u l t u r e s  and 89  

f ro m  i n̂ vi^vo g a n g l i a .

V. N o n n e u r g n a l _ C e l 1 _ C g u n t s

N o n n e u r o n a l  c e l l s  w e r e  c o u n t e d  fro m  p h o t o g r a p h s  t a k e n

on a p h a s e  m i c r o s c o p e  u s i n g  a  lOx o b j e c t i v e .  C o u n t s  w e re

d o n e  on c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  i n  d e f i n e d  medium f o r  5  and 12

d a y s .  O nly  a r e a s  w h e r e  c e l l s  w e r e  p r e s e n t  w e r e  u s e d  f o r  

c o u n t s  a l t h o u g h  many a r e a s  o f  t h e  d e f i n e d  medium c u l t u r e  

d i s h e s  w e r e  d e v o i d  o f  any  c e l l s .  At l e a s t  2 5  p h o t o g r a p h s  

f r o m  e a c h  t i m e  p o i n t  w e r e  e x a m in e d  and c o u n t e d .  R e s u l t s  

w e r e  r e p o r t e d  a s  t h e  number o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  p e r  0 . 1 7  

mm2 a r e a  o f  t h e  c u l t u r e  d i s h .  C o u n t s  w e r e  n o t  d o n e  on 

s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s  b e c a u s e  t h e  l a r g e  number o f  

n o n n e u r o n a l  c e l l s  made a c c u r a t e  c o u n t i n g  i m p o s s i b l e .
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RESULTS

I. Phase_Micrgscopy

A .  D e f  ^ n e d M e d  i_um

P a r t i a l l y  d i s s o c i a t e d  human -Fetal  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  

c e l l s  s e t t l e d  and a t t a c h e d  t o  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  d i s h  w i t h ­

i n  t h e  F i r s t  2 4  h o u r s .  N e u r i t e  e x t e n s i o n  was o b s e r v e d  

s h o r t l y  t h e r e a f t e r .  N e u r i t e s  em er g e d  From t h e  c e l l s  w i t h ­

o u t  any  e v i d e n c e  oF i n v e s t m e n t  by s u p p o r t i n g  c e l l s  and i n  

many i n s t a n c e s  b e f o r e  any  m i g r a t i o n  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  

from  t h e  s m a l l  e x p l a n t s  had b e g u n .  In t h e  f i r s t  7 2  h o u r s  

t h e r e  was l i t t l e  b r a n c h i n g  and a n a s t o m o s i s  o f  F i b e r  b u n d l e s  

( F i g .  1) b u t  by 5 d a y s  t h i s  was e x t e n s i v e  ( F i g .  2 ) .  In  

many i n s t a n c e s ,  n e r v e  F i b e r s  a p p e a r e d  t o  e m e r g e  From t h e  

s m a l l  c l u m p s  o f  n e u r o n s  i n  b u n d l e s  ( F i g .  3 ) .  The d i s t a l  

p o r t i o n  o f  t h e  g r o w i n g  axon  a s  o b s e r v e d  by p h a s e  show ed  t h e  

t y p i c a l  m o r p h o lo g y  oF a g r o w t h  c o n e  ( F i g .  4 ) :  F i n e  f i l o p o -

d i a  e x t e n d i n g  from  an e n l a r g e d  a r e a  a t  t h e  b a s e  o f  t h e  

g r o w i n g  n e u r i t e .  T e r m in a l  p o r t i o n s  o f  t h e  n e u r i t e s  c o u l d  

b e  Found i n  c o n t a c t  w i t h  t h e  s u b s t r a t e  a s  i n  F i g .  4 ,  i n  

c o n t a c t  w i t h  n o n n e u m n a l  c e l l s  a s  i n  F i g .  1,  or  i n  c o n t a c t  

w i t h  o t h e r  n e u r o n s  a s  i n  F i g .  2 .  Many i n d i v i d u a l  n e u r o n s  

s e e n  w i t h i n  t h e  F i r s t  4 8  h o u r s  a f t e r  p l a t i n g  e i t h e r  f a i l e d  

t o  s u r v i v e  or  a g g r e g a t e d  i n t o  s m a l l  g r o u p s  s i n c e  t h e i r  

o c c u r r e n c e  was much l e s s  e v i d e n t  i n  o l d e r  c u l t u r e s .  I n d i ­
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v i d u a l  n e u r o n s  c o u l d  b e  fo u n d  i n  a l d e r  c u l t u r e s  ( F i g .  5)  

b u t  m ast  n e u r o n s  w e r e  i n  v a r y i n g  s i z e  c l u m p s .  The n e u r i t e s  

a t  f i r s t  a p p e a r e d  f i r m l y  a t t a c h e d  t o  t h e  s u b s t r a t e  b u t  o b ­

s e r v a t i o n s  7 2  h o u r s  and l a t e r  r e v e a l e d  t h a t  s l i g h t  move­

m e n ts  o f  t h e  d i s h  w ou ld  c a u s e  t h e  n e u r i t e s  t o  "sway" w i t h i n  

t h e i r  c e n t r a l  p o r t i o n  s u g g e s t i n g  t h a t  o n l y  t h e  so m a s  and  

t e r m i n a l  p o r t i o n s  o f  t h e  n e u r i t e s  w e r e  a t t a c h e d .  T h i s  was  

l a t e r  c o n f i r m e d  i n  t h i c k  and t h i n  s e c t i o n s  o f  t h e  c u l t u r e s  

and was a l s o  e v i d e n c e d  i n  p h a s e  m i c r o g r a p h s  o f  o l d e r  s e r u m -  

s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s  i n  w h ic h  f i b e r  b u n d l e s  a p p e a r e d  a b o v e  

t h e  c o n f l u e n t  m o n o la y e r  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s .  The c e l l  

b o d i e s  o f  t h e  n e u r o n s  r e m a i n e d  r o u n d e d  and v e r y  r e f r a c t i l e .  

They d i d  n o t  f l a t t e n  o u t  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c u l t u r e  

d i s h  t h r o u g h o u t  t h e  e x p e r i m e n t .  T h e i r  r o u n d e d  m o r p h o lo g y ,  

r e f r a c t i v e n e s s  and n e u r i t e  e x t e n s i o n  made them v e r y  e a s y  t o  

r e c o g n i s e  ( s e e  F i g s .  1 - 1 9 ) .

O b s e r v a t i o n s  48  t o  7 2  h o u r s  a f t e r  p l a t i n g  r e v e a l e d  t h e  

p r e s e n c e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  s p r e a d  o u t  on t h e  s u r f a c e  o f  

t h e  c u l t u r e  d i s h .  In a r e a s  w h e re  s m a l l  g r o u p s  o f  n e u r o n a l  

c e l l s  had a t t a c h e d ,  m i g r a t i o n  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  from  t h e  

c l u m p s  was f i r s t  e v i d e n t  a t  a b o u t  4 8  h o u r s .  Two m o r p h o lo ­

g i c a l l y  d i f f e r e n t  n a n n e u r o n a l  c e l l s  w e r e  p r e s e n t .  A l a r g e ,  

f l a t ,  p l e o m o r p h i c  c e l l  w i t h  a b u n d a n t  c y t o p l a s m ,  c e n t r a l l y  

l o c a t e d  n u c l e u s  and p r o m i n e n t  n u c l e o l u s  r e s e m b l e d  t h a t  o f  

f i b r o b l a s t s  ( F i g s .  3 and 4 ) .  D e f i n e d  medium c u l t u r e s  o l d e r  

t h a n  10 d a y s  had f i b r o b l a s t - 1  i k e  c e l l s  w i t h  a s l i g h t l y
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d i f f e r e n t  m o r p h o lo g y .  T h e s e  c e l l s  w e r e  l a r g e ,  - F la t ,  b u t  

u s u a l l y  c i r c u l a r  and t h e i r  c y t o p l a s m  a p p e a r e d  s t r e t c h e d  

o v e r  t h e  s u r f a c e  o-f t h e  c u l t u r e  d i s h  ( F i g s .  6 and 7> .  F l a t  

c e l l s ,  i n t e r m e d i a t e  i n  s i z e  and s h a p e ,  a l s o  w e r e  -found and  

s u g g e s t e d  t h a t  t h e  l a r g e ,  -Flat c i r c u l a r  c e l l s  s e e n  i n  t h e  

o l d e r  c u l t u r e s  w e r e  o-f t h e  sam e t y p e  a s  t h o s e  s e e n  e a r l i e r  

and t h a t  some c h a n g e  i n  m o r p h o lo g y  o-f t h e s e  c e l l s  was  

o c c u r r i n g  i n  d e f i n e d  medium. The f i b r o b l a s t —1 i k e  c e l l s  d i d  

n o t  a s s o c i a t e  w i t h  t h e  o u t g r o w i n g  n e u r i t e s  and i n  l a t e r  

c u l t u r e s  w e r e  o f t e n  i s o l a t e d  by a s h o r t  d i s t a n c e  from  o t h e r  

n o n n e u r o n a l  c e l l s .  F i b e r  b u n d l e s  w e r e  s e e n  t o  c o u r s e  a b o v e  

t h e  p l a n e  o f  f i b r o b l a s t s .  I t  c o u l d  n o t  b e  d e t e r m i n e d  f o r  

c e r t a i n  i f  n e r v e  e n d i n g s  t e r m i n a t e d  on t h i s  t y p e  o f  n o n n e u ­

r o n a l  c e l l ,  a l t h o u g h  i n  some i n s t a n c e s  i t  a p p e a r e d  t o  do  

s o  ( S e e  Fi  g . 7 ) .

The s e c o n d  t y p e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l  w as  s m a l l e r  i n  

s i z e  and i t s  c y t o p l a s m  a p p e a r e d  much d e n s e r .  F r e q u e n t l y ,  

t h e s e  c e l l s  w ou ld  form  a  " c h a in "  o f  s e v e r a l  c e l l s  s t r e t c h e d  

end  t o  end ( F i g .  8 ) .  In a f e w  i n s t a n c e s ,  t h i s  s m a l l e r  

n o n n e u r o n a l  c e l l  a p p e a r e d  t o  a s s o c i a t e  w i t h  t h e  n e u r i t e  

a l o n g  i t s  l e n g t h  ( F i g .  2 ) ,  and a t  i t s  e n d i n g  ( F i g .  1 ) .

Most n e u r i t e s  i n  t h e  c u l t u r e s  from a l l  t h e  t i m e  p o i n t s  

e x a m i n e d  and i n  b o t h  m e d ia ,  h o w e v e r ,  a p p e a r e d  d e v o i d  o f  any  

i n v e s t m e n t  by  n o n n e u r o n a l  c e l l s .

A f t e r  2 w e e k s  i n  d e f i n e d  medium, t h e  n e u r o n s  a p p e a r e d
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h e a l t h y  and - f ib e r  - fo r m a t io n  was  e l a b o r a t e  w i t h  e x t e n s i v e  

b r a n c h i n g  and a n a s t o m o s i s  o-f - f ib e r  b u n d l e s  ( F i g s .  9 and 

1 0 ) .  Some - f i b e r s  w e r e  a s  l o n g  a s  2  mm ( F i g .  1 1 ) .  N on-  

n e u r o n a l  c e l l s  w e r e  s t i l l  p r e s e n t  on t h e  s u r f a c e  o f  t h e  

d i s h e s .  The p r e s e n c e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  i n  d e f i n e d  medium 

c u l t u r e s  a t  12 d a y s  and l a t e r  a p p e a r e d  l e s s  t h a n  t h a t  s e e n  

i n  t h e  e a r l i e r  c u l t u r e s  and m a r k e d ly  r e d u c e d  from t h e  

number o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  i n  t h e  sam e a g e  s e r u m - s u p p l e ­

m en ted  c u l t u r e s  (co m p a r e  F i g s .  9 and 1 4 ) .  UJhile b o t h  t y p e s  

o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  p e r s i s t e d ,  t h e  m ost  f r e q u e n t l y  

e n c o u n t e r e d  n o n n e u r o n a l  c e l l s  i n  t h e s e  l a t e r  c u l t u r e s  w e r e  

t h e  l a r g e ,  f l a t ,  c i r c u l a r  f i b r o b l a s t - l i k e  c e l l s  ( F i g .  6 ) .  

A l t h o u g h  t h e  number o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  i n  d e f i n e d  medium 

c u l t u r e s  a p p e a r e d  t o  d e c r e a s e  b e t w e e n  1 and 2 w e e k s ,  o n e  

i s o l a t e d  a r e a  c o n t a i n i n g  f i b r o b 1a s t —1 i k e  c e l l s  was f a l l o w e d  

c l o s e l y  a v e r  a 9 —day  p e r i o d  o f  t i m e  and c e l l  n u m b ers  w i t h i n  

t h a t  a r e a  i n c r e a s e d  fro m  9 c e l l s  on day  3 ,  t o  24  c e l l s  on 

d a y  12 .  C o u n t s  o f  n o n n e u r n n a l  c e l l s  f rom  p h a s e  m i c r o g r a p h s  

a l s o  s u g g e s t e d  an a c t u a l  r e d u c t i o n  i n  t h e  number o f  

n o n n e u r o n a l  c e l l s  p r e s e n t .  On d ay  5 ,  b a c k g r o u n d  c e l l s  

a v e r a g e d  10 p e r  0 . 1 7  mm2 w h i l e  on day  12 t h e y  a v e r a g e d  7 

f o r  t h e  same a r e a  o f  d i s h .  O nly  a r e a s  o f  t h e  d i s h  w h e re  

c e l l s  w e r e  p r e s e n t  w e r e  u s e d  f o r  c o u n t s .  Many a r e a s  o f  t h e  

d i s h  w e r e  d e v o i d  o f  any  c e l l s  and t h e r e f o r e  t h i s  v a l u e  d o e s  

n o t  r e p r e s e n t  t h e  a v e r a g e  number o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  p er  

u n i t  a r e a  o f  t h e  d i s h  b u t  r a t h e r  g i v e s  an e s t i m a t e  o f  t h e  

d e n s i t y  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  p r e s e n t  w h e n e v e r  t h e y  w e r e
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e n c o u n t e r e d .  In a d d i t i o n ,  any  g l i a l  c e l l s  w h ich  form ed  

c l o s e  a s s o c i a t i o n s  w i t h  t h e  n e u r o n s  w ou ld  n o t  b e  c o u n t e d .

B . S e r  u m -s u g 2  Icemen t e d  _ Med ̂ um

S y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  p l a t e d  i n  s e r u m - s u p p l e m e n ­

t e d  medium a l s o  a t t a c h e d  r e a d i l y  t o  t h e  c u l t u r e  d i s h .  N eu­

r i t e  e x t e n s i o n  was n o t e d  w i t h i n  2 4 - 4 8  h o u r s  a f t e r  p l a t i n g .  

The m o r p h o lo g y  and e x t e n s i v e  n e u r i t e  e l a b o r a t i o n  w ere  

s i m i l a r  t o  t h a t  -found i n  t h e  n e u r o n a l  c e l l s  p l a t e d  i n  

d e f i n e d  medium ( F i g s .  1 2 - 1 7 ) .  N o n n e u r a n a l  c e l l s  w e r e  p r e ­

s e n t  ( F i g s .  12 and 13)  and a t  5 d a y s  w e r e  a b o u t  e q u a l  in  

number t o  t h o s e  s e e n  i n  d e f i n e d  medium c u l t u r e s .  The p a p u ­

l a t i o n  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  i n c r e a s e d  r a p i d l y  i n  s e r u m -  

s u p p l e m e n t e d  medium and by 12 d a y s  fo rm ed  a  c o n f l u e n t  l a y e r  

( F i g s .  1 4 - 1 7 ) .  The a b u n d a n c e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  o f t e n  

o b s c u r e d  v i e w i n g  o f  n e u r o n s  and n e u r o n a l  p r o f i l e s .  The 

n o n n e u r o n a l  c e l l s  o b s e r v e d  by p h a s e  m i c r o s c o p y  a p p e a r e d  

s p i n d l e - s h a p e d  or  t r i a n g u l a r  i n  t h e  e a r l y  c u l t u r e s  b u t  i t  

was i m p o s s i b l e  t o  d i s c e r n  t h e i r  s h a p e  o n c e  c r o w d i n g  b e g a n .

C. Th i_c k _ S ec  t  i_ons

The r o u n d e d  m o r p h o lo g y  o f  t h e  g a n g l i o n  c e l l s  c u l t u r e d  

i n  e i t h e r  medium w as  e v i d e n t  i n  t h i c k  s e c t i o n s  ( 2 - 5  /-tm) . 

T h i s  was s e e n  i n  s e c t i o n s  c u t  e i t h e r  p a r a l l e l  ( F i g .  18) o r  

p e r p e n d i c u l a r  ( F i g .  19) t o  t h e  s u b s t r a t e  and was a l s o  t r u e
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o f  n e u r o n s  f o u n d  e i t h e r  s i n g l y  or  i n  c l u m p s .  Very  o f t e n ,  

t h e r e  was a p r o m in e n t  n u c l e o l u s  l o c a t e d  e c c e n t r i c a l l y .

G l i a l  c e l l s ,  much s m a l l e r  i n  s i z e  t h a n  t h e  n e u r o n s ,  c o u l d  

o c c a s i o n a l l y  b e  f o u n d  a d j a c e n t  t o  th em .  Most n e u r i t e s  w ere  

" n a k e d " ,  t h a t  i s ,  t h e y  w e r e  n o t  e n s h e a t h e d  by  g l i a l  c e l l s .  

N e u r i t e s  e m e r g i n g  from  t h e  s m a l l  g r o u p s  o f  n e u r o n a l  c e l l s  

w e r e  s i t u a t e d  w e l l  a b o v e  t h e  s u b s t r a t e  t h r o u g h o u t  t h e i r  

c o u r s e  ( F i g .  2 1 ) .  T h i s  w as  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e i r  " c l o t h e s ­

l i n e "  a p p e a r a n c e  a s  s e e n  i n  t h e  l i v i n g  c u l t u r e s .  Sm all  

g r o u p s  o f  n e u r o n a l  c e l l s  w e r e  o f t e n  o n l y  a t t a c h e d  t o  t h e  

s u b s t r a t e  by a f e w  n e u r o n a l  c e l l s  w h i l e  t h e  r e m a i n d e r  d i d  

n o t  make c o n t a c t  w i t h  t h e  s u b s t r a t e .  T h e s e  n e u r o n a l  c e l l  

s o m a s  w e r e  i n  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  t h e  s u b s t r a t e  ( F i g .  21)  

and d i d  n o t  n e e d  a l a y e r  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  f o r  

a t t a c h m e n t .

D. tjedi_um_Minus_NGF

When NGF was o m i t t e d  from e i t h e r  c h e m i c a l l y  d e f i n e d  or  

s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium, t h e  human g a n g l i o n  c e l l s  

a t t a c h e d  t o  t h e  s u b s t r a t e  b u t  e i t h e r  f a i l e d  t o  e x t e n d  

n e u r i t e s  or  show ed  o n l y  s p a r s e  n e u r i t e  o u t g r o w t h  ( F i g s .  22  

and 2 3 ) .  (At t h i s  t i m e ,  s i s t e r  c u l t u r e s  p l a t e d  i n  medium 

w i t h  NGF show ed  e x t e n s i v e  n e u r i t e  f o r m a t i o n  -  s e e  F i g s .  2  

and 1 2 ) .  The n e u r o n s  m a i n t a i n e d  a r o u n d e d  m o r p h o lo g y .  

N o n n e u r o n a l  c e l l s  p r o l i f e r a t e d  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium 

b u t  t h e y  w e r e  s p a r s e  i n  d e f i n e d  medium. C u l t u r e s  w i t h o u t
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NGF w e r e  o n l y  m a i n t a i n e d  f o r  5 d a y s .

II* E^ec t r  gn_M^croscg£jy  

ft- Defi.ned_Medi.um

1. E i Q ® _ s t r u c t u r e _ o f  . n e u r o n a l  _ c e l  l_s N e u r o n a l  

c e l l s  r e p r e s e n t i n g  v a r i o u s  s t a g e s  o-f d i f f e r e n t i a t i o n  ( F i g .  

2 4 )  w e r e  s e e n  a t  5 ,  10 ,  2 0  and 40  d a y s  i n  c u l t u r e .  The

m ost  im m a tu r e  a p p e a r i n g  c e l l s  had d e n s e  k a r y o p l a s m  w i t h  a 

p r o m i n e n t  r i n g  o f  c o n d e n s e d  c h r o m a t i n  i n s i d e  t h e  n u c l e a r  

e n v e l o p e  ( F i g s .  2 4 - 2 6 ) .  C y t o p l a s m  w as  s c a n t  and fo rm ed  

a t h i n  r im  a rou n d  t h e  n u c l e u s .  F r e e  r i b o s o m e s  w e r e  abun­

d a n t  i n  t h e  c y t o p l a s m  and t h e r e  w e r e  a f e w  m i t o c h o n d r i a .  

G o l g i  c o m p l e x e s  w e r e  s p a r s e  or  n o t  e v i d e n t .  When t h e y  

w e r e  f o u n d ,  t h e y  had o n l y  a f e w  c i s t e r n a e  and w e r e  s h o r t  

i n  l e n g t h .  Rough e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( r e r )  was o n l y  

r a r e l y  f o u n d  and c o n s i s t e d  o f  a f e w  s c a t t e r e d  c i s t e r n a e .

An o c c a s i o n a l  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e  (LDCV), m e a s u r i n g  

70  t o  130 nm, was a l s o  s e e n  i n  t h e  c y t o p l a s m .  T h e s e  c e l l s  

c o r r e s p o n d  t o  t h e  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l s  d e s c r i b e d  by  

H e rv o n en  and K a n erv a  ( 1 9 7 2 )  ( s e e  T a b l e  I I ) .

More m a tu r e  n e u r o n a l  c e l l s  c o m p a r a b l e  t o  H e rv o n en  and  

K a n e r v a ' s  n e u r o b l a s t  t y p e s  I and I I  had n u c l e i  w i t h  more  

e v e n l y  d i s p e r s e d  c h r o m a t i n  ( F i g s .  2 7 - 2 8 ) .  The c o n d e n s e d  

p e r im e m b r a n o u s  r im  was g r e a t l y  r e d u c e d  o r  no  l o n g e r  e v i ­
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d e n t .  The c y t o p l a s m  was g e n e r a l l y  i n c r e a s e d  i n  s i z e  and  

show ed a more a d v a n c e d  d e g r e e  o-f d i f f e r e n t i a t i o n .  R i b o ­

s o m e s  e x i s t e d  m a i n l y  a s  p o l y s o m a l  a g g r e g a t e s  o r  w ere  

fo u n d  a s s o c i a t e d  w i t h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m .  More m a tu r e  

G o l g i  c o m p l e x e s  w e r e  f r e q u e n t l y  f o u n d .  The l a m i n a r  

c o m p o n e n t s  o f  t h e  G o l g i  w e r e  g r e a t e r  i n  number and more  

e x t e n s i v e  i n  l e n g t h  t h a n  i n  t h e  p r i m i t i v e  c e l l s .  T h er e  

t e n d e d  t o  b e  an i n c r e a s e  i n  t h e  number o f  m i t o c h o n d r i a .

The d e n s e  c o r e  v e s i c l e  p o p u l a t i o n  was r a n d o m ly  d i s p e r s e d  

t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  o r  i n  s m a l l  c l u s t e r s  ( F i g s .

2 9 - 3 4 ) .  The c y t o p l a s m  a l s o  c o n t a i n e d  s c a t t e r e d  

m i c r o t u b u l e s  a s  w e l l  a s  10 nm f i l a m e n t s .

The m ost  m a tu r e  n e u r o n s  s e e n  i n  t h e  c u l t u r e s  had more  

e x t e n s i v e  c y t o p l a s m ,  w h ic h  c o n t a i n e d  n u m ero u s  m i t o c h o n d r i a ,  

LDCVs and f r e q u e n t  s t a c k s  o f  r e r  a r r a n g e d  a s  N i s s l  b o d i e s .  

G o l g i  c o m p l e x e s  had many c i s t e r n a e  and v e s i c l e s .  C e l l s  

f r e q u e n t l y  c o n t a i n e d  2 or  more s u c h  c o m p l e x e s  ( F i g .  3 5 ) .

The n u c l e u s  was l a r g e  and had a t y p i c a l l y  v e s i c u l a r  a p p e a r ­

a n c e  ( F i g .  3 5 ) ,  w i t h  l i t t l e  or  no c o n d e n s e d  c h r o m a t i n .

T h e s e  c e l l s  w e r e  c l a s s i f i e d  a s  y ou n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  

a c c o r d i n g  t o  t h e  t e r m i n o l o g y  o f  H e rv o n en  and K a n er v a  ( 1 9 7 2 ) .

In a d d i t i o n  t o  t h e  c y t o l o g i c a l  f e a t u r e s  n o t e d  a b o v e ,  

c e l l  s o m a s  o f  many o f  t h e  g a n g l i o n  c e l l s  had l a r g e  v e s i c l e s  

c o n t a i n i n g  s w i r l s  o f  membranes ( F i g .  3 5 ) .  T h e s e  w e r e  f o u n d  

s c a t t e r e d  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  and w e r e  more p r e v a l e n t



i n  t h e  2 0  and 4 0  d a y  c u l t u r e s .  The v e s i c l e s  a r e  r e f e r r e d  

t o  a s  l a m i n a r  b o d i e s  and t h e i r  s i g n i f i c a n c e  w i l l  b e  

a d d r e s s e d  i n  t h e  d i s c u s s i o n .

2 .  N e u r i  t i_c_erg£i_ l_es  At a l l  t h e  t i m e  p e r i o d s  e x ­

a m in e d ,  t h e  c u l t u r e d  n e u r o n s  e x h i b i t e d  e x t e n s i v e  n e u r i t e  

f o r m a t i o n .  P r o c e s s e s  w e r e  o f t e n  f o u n d  b e t w e e n  t h e  t i g h t l y  

p a c k e d  n e u r o n a l  c e l l s  and e x t e n d i n g  t o  a d j a c e n t  g r o u p s  o f  

c e l l s .  T r a n s v e r s e  and l o n g i t u d i n a l  s e c t i o n s  t h r o u g h  t h e s e  

b u n d l e s  show ed t h e  n e u r i t e s  t o  c o n t a i n  m i c r o t u b u l e s ,  10 nm 

n e u r o f i 1 a m e n t s ,  o c c a s i o n a l  LDCVs, sm o o th  e n d o p l a s m i c  r e t i ­

cu lu m  and m i t o c h o n d r i a  ( F i g s .  3 6 - 3 8 ) .  The a v e r a g e  d i a m e ­

t e r  o f  t h e  n e u r i t e s  w a s  0 . 4  pjn b u t  r a n g e d  f r o m  0 . 2  t o  1 fX.m. 

N e u r i t e  b u n d l e s  ( F i g .  36 )  e x t e n d i n g  b e t w e e n  a d j a c e n t  

g r o u p s  o f  n e u r o n s  w e r e  n o t  wrapped by c y t o p l a s m i c  e x t e n ­

s i o n s  from  g l i a l  c e l l s  and w e r e  a l m o s t  a l w a y s  f o u n d  a s  n a k ­

ed b u n d l e s .  N e r v e  c e l l s  c u l t u r e d  f o r  2 0  and 4 0  d a y s  had  

p r o c e s s e s  w h ic h  f r e q u e n t l y  show ed  v a r i c o s i t i e s  a l o n g  t h e i r  

l e n g t h .  S m a l l  c l e a r  v e s i c l e s  ( 3 0 - 5 0  nm) and o c c a s i o n a l  

LDCVs w e r e  c o n t a i n e d  w i t h i n  t h e  v a r i c o s i t i e s .  E l o n g a t e d  

c l e a r  v e s i c l e s  r e s e m b l i n g  p r o f i l e s  o f  sm ooth  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  w e r e  a l s o  s e e n  ( F i g s .  3 9 - 4 2 ) .  S y n a p s e s  w e r e  

o n l y  f o u n d  i n  c u l t u r e s  m a i n t a i n e d  f o r  20  d a y s  o r  l o n g e r .

The s y n a p s e s  t e r m i n a t e d  on n e r v e  c e l l  p e r i k a r y a  and c o n ­

t a i n e d  s m a l l  c l e a r  v e s i c l e s  and a f e w  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s ­

i c l e s .  M i t o c h o n d r i a  w e r e  p r e s e n t  i n  some o f  t h e  p r o f i l e s .  

Membrane t h i c k e n i n g s  w e r e  e v i d e n t  on t h e  p r e -  and p o s t -
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s y n a p t i c  s i d e s  o f  t h e  a p p o s e d  m embranes  ( F i g s .  4 3 - 4 6 ) .

3 -  D e v e l . g e m e n t a l ^ s t a g e s  A l l  t h e  d i f f e r e n t  s t a g e s  

o f  n e u r o n a l  m a t u r a t i o n  w e r e  f o u n d  a t  5 ,  1 0 ,  2 0  and 4 0  d a y s .

N e u r o n a l  c e l l  d i f f e r e n t i a t i o n  r a n g e d  fro m  an im m a tu r e  em­

b r y o n i c  a p p e a r i n g  c e l l  t o  a  m a tu r e  y o u n g  n e u r o n .  k l h i l e  a l l  

s t a g e s  w e r e  f o u n d  a t  a l l  t i m e  p o i n t s ,  t h e r e  a p p e a r e d  t o  b e  

a s h i f t  t o w a r d  t h e  more m a tu r e  s y m p a t h e t i c  n e u r o n  o v e r  t i m e  

i n  c u l t u r e .  C l a s s i f y i n g  c e l l s  i n t o  o n e  o f  s e v e r a l  d e v e l o p ­

m e n ta l  s t a g e s  a s  d e s c r i b e d  by H e r v o n e n  and K a n erv a  (1 9 7 2 )  

c o n f i r m e d  t h i s .  C e l l s  w e r e  d e s i g n a t e d  a s  e i t h e r  p r i m i t i v e  

s y m p a t h e t i c  c e l l s ,  n e u r o b l a s t s  o r  y ou n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  

a c c o r d i n g  t o  t h e  c r i t e r i a  d e s c r i b e d  i n  M e t h o d s .  At 5  d a y s  

i n  c u l t u r e ,  2% o f  t h e  c e l l s  c o u n t e d  w e r e  l a b e l l e d  a s  y o u n g  

s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  w h i l e  a t  2 0  d a y s ,  50)1 o f  t h e  c e l l s  d i s ­

p l a y e d  c h a r a c t e r i s t i c s  t h a t  a l l o w e d  them t h i s  d e s i g n a t i o n  

( T a b l e  I I I ) .  T h e r e  w e r e ,  h o w e v e r ,  e v e n  a t  4 0  d a y s  i n  c u l ­

t u r e ,  c e l l s  w h ic h  c o u l d  b e  c l a s s i f i e d  a s  p r i m i t i v e  sym pa­

t h e t i c  n e u r o n s ,  b u t  t h e  p r o p o r t i o n  o f  t h e s e  c e l l s  d e c r e a s e d  

o v e r  t i m e  i n  c u l t u r e .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  s u g g e s t  t h a t  some  

o f  t h e  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  p r o g r e s s e d  t o  more m a tu r e  d e v e ­

l o p m e n t a l  s t a g e s  d u r i n g  t h e  p e r i o d  i n  c u l t u r e .  No d i f f e r ­

e n c e s  w e r e  fo u n d  b e t w e e n  s e r u m —s u p p 1e m e n te d  and d e f i n e d  

m e d ia  c u l t u r e s  when e x a m i n i n g  t h e  number o f  c e l l s  i n  d i f ­

f e r e n t  s t a g e s  o v e r  t i m e  i n  c u l t u r e .  The r e s u l t s  i n  T a b l e  

I I I  a r e  t h e  c o m b in e d  p o p u l a t i o n s  o f  n e u r o n s  i n  b o t h  m e d i a .



TABLE I I I

NEURONAL MATURATION*

V. o f  c e l l s

d a y s  i n  c u l t u r e  i n  v i v o
 s t a g e _____________________5 ________1 0 _______ 2 0 ___________________

p r i m i t i v e  s y m -  4 9  3 9  5 62
p a t h e t i c  c e l l

n e u r o b l a s t  4 9  SB 45  36

young  s y m p a t h e -  2 3 SO 2
t i c  n e u r o n

n 5 7  6 2  44  B9

• C l a s s i f i c a t i o n  o f  n e u r o n s  was b a s e d  on s c o r i n g  f o r  3 i n d e ­
p e n d e n t  o b s e r v a t i o n s .  T h e s e  w e r e  n u c l e a r  d i f f e r e n t i a t i o n ,  
c y t o p l a s m i c  d i f f e r e n t i a t i o n  and r a t i o  o f  c y t o p l a s m  t o  
n u c l e u s .  The d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  n e u r o n a l  m a t u r a t i o n  w e r e  
t a k e n  from  t h e  c 1a s s i f i c a t i o n  o f  H er v o n e n  and K a n e r v a ,  1972
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4 .  N o n n e u r o n a l  c e l l _ s  A f e w  n o n n e u r o n a l  c e l l s

w e r e  s e e n  i n  t h i c k  and t h i n  s e c t i o n s  o f  c u l t u r e s  from a l l  

t i m e  p e r i o d s .  One t y p e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l ,  m o st  l i k e l y  

g l i a l ,  w as  s m a l l e r  i n  s i z e  and had n u c l e a r  and c y t o p l a s m i c  

m a t e r i a l  much d e n s e r  t h a n  any  n e u r o n a l  c e l l  ( F i g s .  4 7 - 4 9 ) .  

T h i s  c e l l  t y p e  was o c c a s i o n a l l y  f o u n d  w i t h i n  a s m a l l  g r o u p  

o f  n e u r o n a l  c e l l s  ( F i g .  4 7 )  a s  w e l l  a s  i s o l a t e d  from  them  

( F i g s .  48  and 4 9 ) .  When n o t  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  n e u r o n a l  

s o m a s ,  t h i s  c e l l  t y p e  c o u l d  e i t h e r  form  a t t a c h m e n t s  t o  t h e  

s u b s t r a t e  ( F i g .  4 8 )  or  t o  t h e  s u r f a c e  o f  o t h e r  n o n n e u r o n a l  

c e l l s  ( F i g .  4 9 ) .  The n u c l e u s  f r e q u e n t l y  had an i r r e g u l a r  

c o n t o u r  w i t h  c y t o p l a s m i c  i n d e n t a t i o n s  w h ic h  g a v e  i t  a 

k i d n e y - s h a p e d  a p p e a r a n c e .  In som e s e c t i o n s ,  a l t h o u g h  r a r e ­

l y ,  t h e  n u c l e u s  a p p e a r e d  o v o i d  o r  l o b u l a r .  In a l l  c a s e s ,  

t h e  n u c l e u s  c o n t a i n e d  v e r y  d e n s e  c h r o m a t i n  w h ic h  fo rm e d  a 

b r o a d  band a rou n d  t h e  n u c l e a r  membrane ( F i g .  4 8 ) .  B e c a u s e  

o f  t h e  p a t c h y  a p p e a r a n c e  o f  t h e  n u c l e u s ,  i t  was n o t  p o s s i ­

b l e  t o  v i s u a l i z e  a n u c l e o l u s .  The c y t o p l a s m ,  a l s o  d e n s e ,  

c o n t a i n e d  many s m a l l  p o l y r i b o s o m a l  a g g r e g a t e s ,  a f e w  s c a t ­

t e r e d  c i s t e r n a e  o f  r e r , a G o l g i  c o m p le x  and m i t o c h o n d r i a .  

Q u i t e  o f t e n  t h e  c y t o p l a s m  a l s o  c o n t a i n e d  l a r g e  e l e c t r o n  

d e n s e  v a c u o l e s .  In some i n s t a n c e s ,  c y t o p l a s m i c  p r o j e c t i o n s  

from  t h e s e  c e l l s  c o u l d  b e  s e e n  t o  p a r t i a l l y  e n v e l o p  n e i g h ­

b o r i n g  n e u r i t e s  ( F i g s .  47  and 4 9 )  and same e v i d e n c e  o f  

i n v e s t m e n t  o f  n e u r o n a l  s o m a s  a l s o  w as  f o u n d .

A s e c o n d  t y p e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l ,  r e s e m b l i n g  t h a t  o f
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- f i b r o b l a s t s ,  w as  u s u a l l y  f o u n d  l y i n g  f l a t t e n e d  and a d j a c e n t  

t o  t h e  s u b s t r a t e .  T h i s  c e l l  was m ost  f r e q u e n t l y  f o u n d  in  

m o n o la y e r  a s  i n  F i g .  5 0 ,  b u t  o c c a s i o n a l l y  c y t o p l a s m i c  p r o ­

c e s s e s  from  n e a r b y  c e l l s  w o u ld  e x t e n d  t o  and t r a v e r s e  t h e  

u p p e r  s u r f a c e  o f  t h e  c e l l .  The n u c l e u s  o f  t h i s  c e l l  was  

u s u a l l y  o v o i d  and f r e q u e n t l y  e x t e n s i v e  i n  l e n g t h .  I n d e n ­

t a t i o n s  o f  t h e  n u c l e u s  w e r e  o c c a s i o n a l l y  o b s e r v e d .  N u c l e a r  

m a t e r i a l  w as  h o m o g en o u s  i n  a p p e a r a n c e  w i t h  o n l y  a t h i n  r im  

o f  c o n d e n s e d  p e r im e m b r a n o u s  c h r o m a t i n .  U s u a l l y  o n e  p r o m i ­

n e n t  n u c l e o l u s  was  n o t e d .  A s t r i k i n g  f e a t u r e  o f  t h e  c y t o ­

p l a s m  w as  t h e  l o n g  e l a b o r a t e  l e n g t h s  o f  e n d o p l a s m i c  r e t i ­

c u lu m ,  b o t h  sm o o th  and r o u g h  ( F i g s .  5 0  and 5 1 ) .  S o l g i  

c o m p l e x e s  ( o f t e n  2 p e r  c e l l ) ,  m i t o c h o n d r i a ,  f r e e  r i b o s o m e s ,  

and e l e c t r o n  d e n s e  v a c u o l e s  w e r e  p r e s e n t  a l s o .  C y t o p l a s m i c  

b l e b s  on t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c e l l  o p p o s i t e  t h e  s u b s t r a t e  

w e r e  s e e n  i n  some s e c t i o n s .

B. S e r u m - su g E l . s fn en ted _ M e d i .u m

1. E i Q e _ s t r u c t u r e _ g f _ n e u r g n a l _ c e l l s _ a n d _ g r o c e s s e s  

A s i m i l a r  r a n g e  o f  n e u r o n a l  c e l l  t y p e s  was fo u n d  i n  c u l ­

t u r e s  grown i n  t h e  p r e s e n c e  o f  seru m  ( F i g .  5 2 ) .  U l t r a -  

s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i e s  o f  c e l l  s o m a s  and p r o c e s s e s  a t  

t h e s e  v a r i o u s  s t a g e s  o f  n e u r o n a l  m a t u r a t i o n  w e r e  c o m p a r a b l e  

t o  t h o s e  s e e n  i n  t h e  s e r u m - f r e e  c u l t u r e s .  The p r i m i t i v e  

s y m p a t h e t i c  c e l l  had c o n d e n s e d  c h r o m a t i n  and s c a n t y  c y t o ­

p l a s m  w h i l e  t h e  n e u r o b l a s t  show ed  i n c r e a s i n g l y  more d i s —
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p e r s e d  k a r y o p l a s m  and a d e v e l o p m e n t a l l y  a d v a n c e d  o r g a n e l l e  

p o p u l a t i o n  ( F i g s .  5 2 - 5 4 ) .  S h o r t  s t a c k s  o f  r e r  ( N i s s l  

b o d i e s )  w e r e  a - f r e q u e n t  f i n d i n g  i n  t h e  e x t e n s i v e  c y t o p l a s m  

o f  y o u n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  ( F i g s .  5 5  and 5 6 ) .  As i n  t h e  

d e f i n e d  medium c u l t u r e s ,  v a r i c o s i t i e s  and s y n a p t i c  p r o f i l e s  

w e r e  e v i d e n t  i n  t h e  2 0  day  c u l t u r e s  b u t  w e r e  n o t  f o u n d  i n  

e a r l i e r  c u l t u r e s .  O c c a s i o n a l  s y n a p t i c  p r o f i l e s  w i t h  c l e a r  

s y n a p t i c  v e s i c l e s ,  a f e w  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  and mem­

b r a n e  t h i c k e n i n g s  w e r e  s e e n  t o  t e r m i n a t e  on n e u r o n a l  p e r i -  

k a r y a .  V a r i c o s i t i e s  c o n t a i n i n g  s m a l l  a g r a n u l a r  v e s i c l e s  

and a  f e w  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  b u t  l a c k i n g  any  mem­

b r a n e  s p e c i a l i z a t i o n s  w e r e  more common ( F i g s .  5 7  and 5 8 ) .

2* N o n n e u r g n a l ^ c e l I s  N o n n e u r o n a l  c e l l s  w e r e  f r e ­

q u e n t l y  e n c o u n t e r e d  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s  a t  a l l  

t i m e  p e r i o d s .  The c o n f l u e n t  m o n o la y e r  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  

t h a t  c o v e r e d  t h e  e n t i r e  s u r f a c e  o f  t h e  c u l t u r e  d i s h ,  a s  

o b s e r v e d  by  p h a s e  m i c r o s c o p y ,  was i n  a c t u a l i t y  m u l t i l a y e r e d  

when v i e w e d  i n  s e c t i o n s  c u t  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  s u b s t r a t e  

( F i g .  6 0 ) .  I t  was  n o t  s u r p r i s i n g  t o  f i n d  10 o r  more c e l l s  

l a y e r e d  on t o p  o f  o n e  a n o t h e r  i n  l a t e r  c u l t u r e s .  C e l l s  i n  

t h i s  m u l t i l a y e r e d  a r r a n g e m e n t  had t h e  same g e n e r a l  c y t o l o g y  

a s  t h e  f i b r o b l a s t - l i k e  c e l l s  s e e n  i n  d e f i n e d  medium c u l ­

t u r e s .  The m ost  s t r i k i n g  f e a t u r e s  w e r e  an o v o i d ,  e l o n g a t e d  

and c e n t r a l l y  l o c a t e d  n u c l e u s  l a c k i n g  any  a p p r e c i a b l e  

c o n d e n s e d  c h r o m a t i n  e x c e p t  f o r  a t h i n  r im  j u s t  b e l o w  t h e  

n u c l e a r  e n v e l o p e ;  e x t e n s i v e  and e l o n g a t e d  r e r ;  an a b u n d a n c e
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o f  f r e e  r i b o s o m e s  and e x t e n d e d  l e n g t h s  o f  f l a t t e n e d  c y t o ­

p l a s m .  A l t h o u g h  t h e  c y t o l o g y  o f  t h e s e  c e l l s  was t h e  same  

i n  b o t h  m e d ia ,  o n l y  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s  c o n t a i n e d  

m u l t i l a y e r s  o f  t h i s  c e l l  t y p e .

C e l l s  c l a s s i f i e d  a s  g l i a l  w e r e  o c c a s i o n a l l y  f o u n d  

w i t h i n  s m a l l  g r o u p s  o f  n e u r o n a l  c e l l s  ( F i g .  6 1 )  o r  a t  som e  

d i s t a n c e  from  any  n e u r o n a l  c e l l .  T h e s e  c e l l s  had t h e  sam e  

f i n e  s t r u c t u r e  a s  t h o s e  s e e n  i n  d e f i n e d  medium. A l t h o u g h  

no e x t e n s i v e  q u a n t i t a t i o n  was d o n e ,  i t  a p p e a r e d  t h a t  t h e s e  

c e l l s  w e r e  e n c o u n t e r e d  no more f r e q u e n t l y  i n  s e r u m -  

s u p p l e m e n t e d  t h a n  i n  d e f i n e d  medium and t h a t  g l i a l  i n v e s t ­

ment o f  n e u r o n a l  p r o c e s s e s  and p e r i k a r y a  was t h e  sam e u n d er  

b o t h  c o n d i t i o n s .

C. S y m g a t h e t  i .c_ G a n g l^ o n _ C e l  l_s_ lQ _y i  yo

The u l t r a s t r u c t u r e  o f  n e u r o n s  f i x e d  i m m e d i a t e l y  d i d  

n o t  d i f f e r  f ro m  t h e  c u l t u r e d  n e u r o n s  ( F i g s .  6 2 - 6 6 ) .  The 

p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l  was t h e  m ost  common t y p e  o f  n e u ­

r o n a l  c e l l  e n c o u n t e r e d .  C e l l s  c l a s s i f i e d  a s  y ou n g  sympa­

t h e t i c  n e u r o n s  w e r e  o n l y  r a r e l y  s e e n .  A g r e a t e r  d e g r e e  o f  

g l i a l  i n v e s t m e n t  o f  t h e  n e u r o n a l  p e r i k a r y a  and p r o c e s s e s  

was n o t e d  a l t h o u g h  i t  was c o n s i d e r a b l y  l e s s  t h a n  t h a t  s e e n  

i n  t h e  a d u l t .  V a r i c o s i t i e s  and s y n a p t i c  p r o f i l e s  w e r e  

o c c a s i o n a l l y  f o u n d .  S y n a p t i c  p r o f i l e s  c o n t a i n e d  n um erous  

s m a l l  c l e a r  v e s i c l e s  <30 t o  5 0  nm> and membrane d e n s i t i e s
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b u t  w e r e  u s u a l l y  d e v o i d  o f  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( F i g s .  6 7 -  

6 9 ) .  The p r o f i l e s  t e r m i n a t e d  on e i t h e r  n e u r o n a l  p e r i k a r y a  

o r  a d j a c e n t  n e u r i t e s  and w e r e  t h o u g h t  t o  b e  t h e  e n d i n g s  o f  

t h e  p r e g a n g l i o n i c  f i b e r s .

S m a l l  g r a n u l e  c o n t a i n i n g  c e l l s  (S IF  c e l l s )  w e r e  n o t  

f o u n d  i n  t h e  i n  v i v o  m a t e r i a l  e x a m in e d  a l t h o u g h  t h e y  w e r e  

s p e c i f i c a l l y  s o u g h t .  S m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  n e v e r  

e n c o u n t e r e d  i n  t h e  i n̂ vj_vg g a n g l i a  o r  i_n v i . t r g  g a n g l i a  

c u l t u r e d  f o r  up t o  4 0  d a y s .

I I I .  C y t o c h e m i s t r y

ft. Q h r o m a t e - D ic h r o r n a te

A p o s i t i v e  c h r o m a f f i n  r e a c t i o n  was  o b s e r v e d  i n  t h e  

g a n g l i o n  c e l l s  o f  a l l  c u l t u r e s  f i x e d  by  t h e  c h r o m a t e -  

d i c h r o m a t e  m ethod  (6  and 2 5  day  d e f i n e d  medium c u l t u r e s  and  

6 d a y  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s )  ( F i g s .  7 0 - 8 1 ) .

1 .  Q sm i .c a te d _ m a te r ia l_  U l t r a s t r u c t u r a l  e x a m i n a ­

t i o n  o f  u n s t a i n e d  b u t  o s m i c a t e d  m a t e r i a l  r e v e a l e d  d e n s e  

p r e c i p i t a t e  w i t h i n  v e s i c l e s  o f  a s i z e  r a n g e  s i m i l a r  t o  t h e  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  f o u n d  i n  t h e  g l u t a r a l d e h y d e - o s m i u r n  

f i x e d  c e l l s  ( 7 0 - 1 8 0  n m ) . S t a i n i n g  w as  o m i t t e d  from t h e s e  

s e c t i o n s  t o  i n s u r e  t h a t  t h e  d e n s i t i e s  s e e n  w e r e  n o t  d u e  t o  

s t a i n i n g  a r t i f a c t s .  The amount o f  p r e c i p i t a t e  w i t h i n
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v e s i c l e s  w as  v a r i a b l e .  Some v e s i c l e s  w e r e  f i l l e d  s u c h  t h a t  

i t  was d i f f i c u l t  t o  d i s c e r n  t h e i r  membrane,  w h e r e a s  o t h e r  

v e s i c l e s  c o n t a i n e d  o n l y  a s m a l l  d e n s e  c o r e  o f  m a t e r i a l  

( F i g s .  7 0 - 7 1 ) .  V e s i c l e s  c o n t a i n i n g  a d e n s e  c o r e  w e r e

l o c a t e d  i n  c e l l  s o m a s  ( F i g s .  7 0  and 73)  and p r o c e s s e s

( F i g s .  7 2  and 7 4 ) .  C o n s i s t e n t  w i t h  t h e  f i r s t  p a r t  o f  t h i s

s t u d y ,  c l u s t e r s  o f  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  s e e n  more

f r e q u e n t l y  i n  t h e  2 5  d a y  c u l t u r e s  t h a n  i n  t h e  6 day  o n e s  

( F i g s .  7 0  and 7 3 ) .  A l l  o t h e r  f i n e  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  o f  

t h e s e  c e l l s  w e r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  f o u n d  i n  t h e  g l u t a r a l d e -  

h y d e - o s m iu m  f i x e d  c u l t u r e s .

S e c t i o n s  o f  t h i s  m a t e r i a l  w e r e  s t a i n e d  by a v a r i e t y  o f  

t e c h n i q u e s ,  i n c l u d i n g  u r a n y l  a c e t a t e  p l u s  l e a d  c i t r a t e ,  

u r a n y l  a c e t a t e  p l u s  b i s m u t h  s u b n i t r a t e ,  and u r a n y l  a c e t a t e  

and l e a d  c i t r a t e  p l u s  b i s m u t h  s u b n i t r a t e .  O p t im a l  c o n d i ­

t i o n s  w e r e  d i f f i c u l t  t o  a c h i e v e  and D f t e n  r e s u l t e d  i n  

c o a r s e  g r a i n e d  i m a g e s  ( F i g .  7 5 ) .  The b e s t  r e s u l t s  w e r e  

o b t a i n e d  by  s t a i n i n g  f o r  2 0  m i n u t e s  w i t h  2X u r a n y l  a c e t a t e  

f o l l o w e d  by im m e r s io n  i n  b i s m u t h  s u b n i t r a t e  f o r  3 m i n u t e s .

2 .  yn gsm i_cated _m at  e r  i_al.

To i n s u r e  t h a t  any  e l e c t r o n  d e n s e  m a t e r i a l  s e e n  i n  t h e  

c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  t r e a t e d  c u l t u r e s  w as  n o t  d u e  t o  t h e  

o x i d i z i n g  e f f e c t s  o f  osmium , s e v e r a l  c u l t u r e s  w e r e  r e a c t e d  

w i t h  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  b u t  w e r e  n o t  p o s t - f i x e d  i n  osmium.  

T h e s e  c u l t u r e s  w e r e  e i t h e r  v i e w e d  u n s t a i n e d  o r  s t a i n e d  w i t h
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u r a n y l  a c e t a t e  and b i s m u t h  s u b n i t r a t e .  U n o s m i c a t e d ,  u n ­

s t a i n e d  m a t e r i a l  was d i f f i c u l t  t o  v i e w  d ue  t o  l a c k  o f  c o n ­

t r a s t .  S i x  d a y  ( d e f i n e d  medium and s e r u m - s u p p l e m e n t e d  med-  

dium) c u l t u r e s  and 2 5  d ay  ( d e f i n e d  medium) c u l t u r e s ,  how­

e v e r ,  show ed  a r e a s  w h e r e  r e a c t i o n  had  o c c u r r e d  ( F i g s .  7 6 -  

8 1 ) .  O ld e r  c u l t u r e s  w e r e  e a s i e r  t o  s c a n  f o r  e l e c t r o n  d e n s e  

r e a c t i o n  p r o d u c t  s i n c e  t h e y  f r e q u e n t l y  had c l u s t e r s  o f  

d e n s e  m a t e r i a l .  C l u s t e r s  o f  e l e c t r o n  d e n s e  m a t e r i a l  w e re  

n o t  l i m i t e d  t o  2 5  day  c u l t u r e s  and w e r e  o c c a s i o n a l l y  s e e n  

i n  y o u n g e r  c u l t u r e s .  T h e s e  c l u s t e r s  r e s e m b l e d  t h e  c o r e s  

o f  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  and had a s i z e  r a n g e  c o m p a t i b l e  

w i t h  them ( 5 0 - 9 4  nm).  No o t h e r  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s  

w i t h  t h e  same d e g r e e  o f  e l e c t r o n  d e n s i t y  w e r e  s e e n .

A l t h o u g h  t h e  c o n t r a s t  i n  a l l  t h e  u n o s m i c a t e d  m a t e r i a l  

was p o o r ,  i t  was s u f f i c i e n t  t o  v i s u a l i z e  t h e  o u t l i n e  o f  

c e l l s ,  p r o c e s s e s ,  and e v e n  t h e  n u c l e u s  w i t h i n  c e l l s  ( F i g .  

7 6 ) .  I t  c o u l d  b e  d i s c e r n e d  t h a t  t h e  e l e c t r o n  d e n s e  p r o d u c t  

w as i n  c e l l  so m a s  ( F i g s .  7 6 ,  7 8 ,  and SO) a s  w e l l  a s  p r o ­

c e s s e s  ( F i g .  7 9 ) .  C e l l u l a r  o r g a n e l l e s  ( e x c e p t  p e r h a p s  an 

o c c a s i o n a l  m i t o c h o n d r i o n )  and membranes c o u l d  n o t  b e  v i s u ­

a l i z e d .  S t a i n i n g  o f  t h e  u n o s m i c a t e d  s e c t i o n s  w i t h  o n e  or  

more o f  t h e  s t a i n s  m e n t i o n e d  a b o v e  i n c r e a s e d  c o n t r a s t  s o  

t h a t  p l a c e m e n t  o f  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  w i t h i n  t h e  p e r i k a r — 

yon  o r  n e u r i t i c  p r o c e s s  c o u l d  b e  c o n f i r m e d .  P o s t —s t a i n i n g  

w i t h o u t  o s m i c a t i o n  d i d  n o t  im p r o v e  v i s u a l i z a t i o n  o f  

v e s i c u l a r  membranes  ( F i g .  8 1 ) .
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The s i z e  r a n g e  o f  t h e  e l e c t r o n  d e n s e  m a t e r i a l  ( 5 0 - 9 4  

n m ) , i t s  p r e s e n c e  i n  c e l l  s a m a s  and p r o c e s s e s ,  i t s  o c c u r ­

r e n c e  e i t h e r  s i n g l y  o r  i n  c l u s t e r s ,  and i t s  p e r s i s t e n c e  in  

u n o s m i c a t e d ,  u n s t a i n e d  m a t e r i a l  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e  

s i z e ,  l o c a t i o n  and d i s t r i b u t i o n  o f  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i ­

c l e s  s e e n  i n  o s m i c a t e d  m a t e r i a l .  C u l t u r e s  p r e i n c u b a t e d  

w i t h  5 ’ OHDA b e f o r e  c h r o m a t e —d i c h r o m a t e  f i x a t i o n  c o n t a i n e d  

e l e c t r o n  d e n s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  w i t h  t h e  same s i z e  r a n g e ,  

m o r p h o l o g y ,  and d i s t r i b u t i o n  a s  u n t r e a t e d  c u l t u r e s .

B . P g t a s s i u m _ P e r m a n g a n a t e

C u l t u r e s  t r e a t e d  w i t h  KMn04 show ed  o n l y  o c c a s i o n a l  

s i n g l e  v e s i c l e s  s u c h  a s  t h o s e  s e e n  i n  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  

f i x e d  c u l t u r e s  ( F i g s .  8 2 - 8 6 ) ,  m e a s u r i n g  7 0  t o  150 nm and  

w i t h  a d e n s e  c o r e .  T h o s e  v e s i c l e s  w h ic h  w e r e  f o u n d  w e r e  

u s u a l l y  s e e n  i n  t h e  c e l l  soma.  C l u s t e r s  o f  d e n s e  c o r e  

v e s i c l e s ,  a s  s e e n  i n  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  t r e a t e d  and c o n ­

v e n t i o n a l l y  f i x e d  c e l l s ,  w e r e  n o t  f o u n d  i n  t h e  p e r m a n g a n a t e  

f i x e d  c u l t u r e s .  Cither c e l l u l a r  o r g a n e l l e s  s u c h  a s  G o lg i  

c o m p l e x e s ,  m i t o c h o n d r i a ,  and e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  w e r e  

v e r y  a p p a r e n t  ( F i g .  8 3 ) .  V a r i c o s i t i e s  w i t h  n u m e rou s  s m a l l  

c l e a r  v e s i c l e s  w e r e  s e e n  ( F i g s .  8 5 - 8 6 ) .  S m a l l  d e n s e  c o r e  

v e s i c l e s  w e r e  n e v e r  p r e s e n t  i n  t h e  v a r i c o s i t i e s ,  w h i l e  

l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  f o u n d  o n l y  r a r e l y .
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V ery  l a r g e ,  e l e c t r o n  d e n s e ,  u s u a l l y  membrane—bound  

m a t e r i a l  ( 4 0 0 - 8 0 0  nm) was o c c a s i o n a l l y  s e e n  i n  t h e  c e l l  

b o d i e s  o f  6 d a y  c u l t u r e s  and more - f r e q u e n t l y  e n c o u n t e r e d  i n  

t h e  2 5  d a y  c u l t u r e s .  T h e s e  v e s i c l e s  a r e  m ost  l i k e l y  l y s o ­

som al  i n  n a t u r e .  P la s m a  membranes w e r e  o f t e n  d i s r u p t e d ,  

s u g g e s t i n g  t h a t  t i s s u e  p r e s e r v a t i o n  was g e n e r a l l y  p o o r e r  

t h a n  t h a t  f i x e d  w i t h  t h e  o t h e r  m e t h o d s .

IV. FI_uor e s c e n c e _ M i , c r g s c g g y

A f t e r  e x p o s u r e  t o  p a r a f o r m a l d e h y d e  v a p o r s ,  t h e  g a n ­

g l i o n  c e l l s  e x h i b i t e d  a  g r e e n  t o  y e l l o w  f l u o r e s c e n c e ,  c h a r ­

a c t e r i s t i c  o f  c a t e c h o l a m i n e s  ( F i g s .  8 7  and 8 9 ) .  The f l u o r ­

e s c e n c e  a p p e a r e d  d i f f u s e  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m  and o f  

m o d e r a t e  i n t e n s i t y .  Some g a n g l i o n  c e l l s  w e r e  more s t r o n g l y  

f l u o r e s c e n t  t h a n  o t h e r s .  P r o c e s s e s  w e r e  f l u o r e s c e n t  a l s o  

b u t  t h e i r  i n t e n s i t y  was  l e s s  t h a n  t h a t  s e e n  i n  t h e  c e l l  

s o m a s .  B a ck g r o u n d  n o n n e u r o n a l  c e l l s  ( F i g .  8 9 )  and g a n g l i o n  

c e l  15 n o t  e x p o s e d  t o  p a r a f o r m a l d e h y d e  ( F i g .  8 8 )  show ed  

f a i n t  a u t o f l u o r e s c e n c e  w i t h  o c c a s i o n a l  l a r g e  b r i g h t l y  

f l u o r e s c e n t  o r a n g e - r e d  g r a n u l e s .
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V.

(a v )

(c>

(d e v )

( e r )

( f  >

( f b )

(g )

(G)

(Xb)

(m)

( m t )

( m v )

( mvb)

<n)

( n f )

(NB)

(Nu)

(p)

(PSC)  

( r e r )  

( s e r ) 

( YSN)

KEY

a g r a n u l a r  v e s i c l e s  

c e n t r i a l e  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e  

e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  

-f i  1 a m e n ts  

f i b e r  b u n d l e  

G o l g i  co m p le x  

G l i a l  c e l l  

l a m i n a r  b o d i e s  

mi t o c h o n d r i a  

mi c r o t u b u l e s  

mi c r o v i 1 1 i

m u l t i  v e s i c u l a r  b o d i e s  

n e u r o n

n e u r o f  i 1 a m e n ts  

n e u r o b l a s t  

n u c l e u s  

p r o c e s s

p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l  

r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  

s m o o th  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  

y ou n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n
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PLATE I

F i g u r e  i .  G a n g l i o n  c e l l s  grown i n  d e f i n e d  medium f o r  

3  d a y s .  The n e u r o n s  (n)  a r e  r o u n d e d  and v e r y  

r e f r a c t i l e .  P r o c e s s e s  (p) w i t h  some e v i d e n c e  o f  

f a s i c l e  f o r m a t i o n  a r e  a l r e a d y  p r e s e n t .  A f e w  n o n ­

n e u r o n a l  c e l l s  ca n  b e  s e e n  i n  t h e  b a c k g r o u n d .  One 

p r o c e s s  ( ► > a p p e a r s  t o  b e  m aking  c o n t a c t  w i t h  o n e  

o f  t h e  n o n n e u r o n a l  c e l l s .  X 2 5 0

F i g u r e  2 .  G a n g l i o n  c e l l s  grown i n  d e f i n e d  medium f o r  

5  d a y s .  B r a n c h i n g  o f  t h e  n e u r i t e s  i s  common a t  

t h i s  t i m e .  Many s m a l l  g r o u p s  o f  n e u r o n a l  c e l l s  

s e n d  p r o c e s s e s  t o  a d j a c e n t  n e u r o n s .  Most  n e u r i t e s  

a p p e a r  “n a k e d , "  b u t  some p r o c e s s e s  a r e  s u r r o u n d e d  

by n o n n e u r o n a l  c e l l s ,  m ost  l i k e l y  g l i a l  ( ►• ) .  

A n o t h e r  t y p e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l ,  l a r g e r  and  

f l a t t e r  i n  a p p e a r a n c e ,  i s  i n d i c a t e d  by  ( * ) .  X 250
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PLATE II

F i g u r e  3 .  N e u r o n s  (n) a t  5  d a y s  i n  d e f i n e d  medium

e x t e n d  p r o c e s s e s  (p> w h ic h  e m e r g e  -from t h e  c lu m p s  

i n  s m a l l  b u n d l e s  C ► ) .  X 2 5 0

F i g u r e  4 .  The g r o w i n g  t i p s  o f  t h e  n e u r i t e s  C ► ) show  

t h e  t y p i c a l  g r o w t h  c o n e  m o r p h o lo g y .  At t h e  b a s e  o f  

t h e  n e u r i t e  i s  an e n l a r g e d  a r e a  from  w h ic h  e x t e n d  

f i n e  “f i n g e r - l i k e "  p r o j e c t i o n s ,  t h e  f i l o p o d i a .  <*) 

i n d i c a t e s  b a c k g r o u n d  n o n n e u r o n a l  c e l l s .  D e f i n e d  

medium, 5 d a y s  i_n v i . t r g .  X 2 5 0





7 0

PLATE I I I

F i g u r e  5 .  D e f i n e d  medium c u l t u r e  o f  g a n g l i o n  c e l l s  12 

d a y s  i_n v i t r o .  I n d i v i d u a l  n e u r o n s  (n)  s e n d i n g  

o u t  f i n e  p r o c e s s e s  (p)  a r e  s t i l l  p r e s e n t  i n  o l d e r  

c u l t u r e s  b u t  m ost  n e u r o n s  a r e  f o u n d  i n  a s s o c i a t i o n  

w i t h  o t h e r  n e u r o n s  i n  v a r y i n g  s i z e  c l u m p s .  X 2 5 0

F i g u r e  6 .  N o n n e u r o n a l  c e l l s  <+) from  a 2 0  day d e f i n e d  

medium c u l t u r e .  In c u l t u r e s  o l d e r  t h a n  10 d a y s ,  

t h e  s u b s t r a t e - a d h e r i n g  c e l l s  a r e  u s u a l l y  rou n d  and 

h a v e  c y t o p l a s m  t h a t  c o v e r s  e x t e n s i v e  a r e a s .  T h i s  

c e l l ,  a l t h o u g h  s l i g h t l y  d i f f e r e n t  i n  m o r p h o lo g y  

from  t h o s e  i n  e a r l i e r  c u l t u r e s ,  i s  t h o u g h t  t o  b e  

t h e  same t y p e  a s  t h a t  s e e n  i n  F i g u r e  4 .  X 2 5 0
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PLATE IV

F i g u r e  7 .  N o n n e u r o n a l  c e l l s  a d h e r i n g  t o  t h e  s u b s t r a t e  

i n  o l d e r  c u l t u r e s  a r e  u s u a l l y  l a r g e ,  - f l a t  and c i r ­

c u l a r  i n  s h a p e .  The c y t o p l a s m  h a s  l i t t l e  c o n t r a s t  

and s t r e t c h e s  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  c u l t u r e  d i s h .  

N o n n e u r o n a l  c e l l s ,  e v e n  i n  20  d a y  d e f i n e d  medium 

c u l t u r e s ,  a s  i n  t h i s  m i c r o g r a p h ,  a r e  f e w  i n  number.  

F i n e  p r o c e s s e s  a p p e a r  t o  b e  m aking  c o n t a c t  w i t h  2 

o f  t h e  c e l l s .  X 2 5 0

F i g u r e  3 .  A n o t h e r  t y p e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l  h a s  a v e r y  

d i f f e r e n t  m o r p h o lo g y  t h a n  t h a t  i n  F i g u r e  7 .  T h i s  

c e l l  t y p e  i s  much s m a l l e r ,  d e n s e r ,  and f r e q u e n t l y  

f o r m s  a " c h a in "  o f  c e l l s  a s  a t  ( ► ) .  I t  i s  o c c a ­

s i o n a l l y  f o u n d  i n  a s s o c i a t i o n  w i t h  n e u r i t i c  p r o c e s ­

s e s ,  a s  i n  F i g u r e  2 ,  and i s  t h o u g h t  t o  b e  g l i a l .  

D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  5  d a y s  i_n y i_ t r o .  X 2 5 0
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PLATE V

F i g u r e  9 .  N e u r o n s  a t  12 d a y s  i n  d e f i n e d  medium show  

e l a b o r a t e  and e x t e n s i v e  p r o c e s s e s  t h a t  a s s o c i a t e  

i n t o  f i b e r  b u n d l e s  ( f b ) .  The n o n n e u r c ' . a l  c e l l s  

s e e n  i n  t h e  b a c k g r o u n d  a p p e a r  f e w e r  i n  number t h a n  

t h o s e  i n  5  d a y  d e f i n e d  medium c u l t u r e s  ( F i g u r e  2)  

and d r a m a t i c a l l y  f e w e r  t h a n  t h o s e  i n  12 day  

s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s  ( F i g u r e  1 4 ) .  X 2 5 0

F i g u r e  10 .  N e u r o n s  m a i n t a i n e d  in  d e f i n e d  medium f o r  12 

d a y s .  X 2 5 0
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PLATE VI

F i g u r e  11 .  N e u r i t e s  a r e  e m e r g i n g  from  a g r o u p  o f  n e u ­

r o n a l  c e l l s  a t  l o w e r  r i g h t  and by 12 d a y s  in  

c u l t u r e  e x t e n d  s e v e r a l  mm i n  l e n g t h .  T h e r e  a r e  

o n l y  a -few n o n n e u r o n a l  c e l l s  i n  t h e  b a c k g r o u n d ,  

i n  c o n t r a s t  t o  s i m i l a r  a g e  s e r u m - c o n t a i n i n g  c u l ­

t u r e s .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  12 d a y s  i,n y i_ tr o .

X 150
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PLATE VII

F i g u r e  1 2 .  C u l t u r e  o f  g a n g l i o n  c e l l s  i n  s e r u m - s u p p l e ­

m en ted  medium f o r  5  d a y s .  The g e n e r a l  m o r p h o lo g y  

o f  t h e  n e u r o n s  ( n ) , t h e  e x t e n t  o f  p r o c e s s  f o r m a t i o n  

( p ) ,  and t h e  r e l a t i v e  d e n s i t y  o f  t h e  b a c k g r o u n d  

n o n n e u r o n a l  c e l l s  i s  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  

sam e a g e  d e f i n e d  medium c u l t u r e s .  X 2 5 0

F i g u r e  13 .  G a n g l i o n  c e l l s  c u l t u r e d  i n  s e r u m - s u p p l e m e n ­

t e d  medium f o r  5  d a y s .  X 250
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PLATE V I I I

F i g u r e  1 4 .  N e u r o n s  (n)  w i t h  e l a b o r a t e  p r o c e s s e s  (p)  

c o u r s e  a b o v e  t h e  b a c k g r o u n d  n o n n e u r o n a l  c e l l s .

The n o n n e u r o n a l  c e l l s  a r e  c o n - f l u e n t  by  12 d a y s  i n  

s e r u m - c o n t a i n i n g  medium, much i n  c o n t r a s t  t o  t h e i r  

l i m i t e d  nu m b ers  i n  s i m i l a r  a g e  d e - f in e d  medium c u l ­

t u r e s .  S e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium, 12 d a y s  i n  

M i t r o .  X 2 5 0

F i g u r e  15 .  I n d i v i d u a l  n e u r o n s  and b a c k g r o u n d  n o n n e u r o ­

n a l  c e l l s  -from a 12 day  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e .  

X 2 5 0
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PLATE IX

F i g u r e  16 .  S m a l l  g r o u p  o f  n e u r o n s  tn) w i t h  e x t e n d e d  

p r o c e s s e s  (p)  a r e  s i t u a t e d  o v e r  a  c o n f l u e n t  l a y e r  

o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s .  S e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium,  

12 d a y s  i n  v i t r o .  X 2 5 0

F i g u r e  17 .  S e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e  a t  12 d a y s .

Compare t h e  number o f  b a c k g r o u n d  n o n n e u r o n a l  c e l l s  

t o  t h a t  i n  F i g u r e s  9 and 10.  X 2 5 0
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PLATE X f i g u r e s  h a v e  b e e n  s t a i n e d  i n  17. t o l u i d i n e  i n  17. b o ra x

PLATE X

F i g u r e  18 .  T h ic k  s e c t i o n  o f  a  n e u r o n a l  c u l t u r e  c u t  

p a r a l l e l  t o  t h e  s u b s t r a t e .  The n e u r o n s  r e m a in  

r o u n d e d ,  h a v e  p r o m i n e n t  n u c l e o l i  and w e r e  n e v e r  

s e e n  t o  f l a t t e n  d u r i n g  t h e i r  t i m e  i n  c u l t u r e .  

D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  10 d a y s  i_n v i t r o .  X 1500

F i g u r e  19 .  T h ic k  s e c t i o n  o f  c e l l s  c u t  p e r p e n d i c u l a r  t o  

t h e  s u b s t r a t e  show  t h e  same g e n e r a l  m o r p h o lo g y  a s  

t h o s e  c u t  p a r a l l e l .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  10 

d a y s  i n  v i t r o .  X 1600

F i g u r e  2 0 .  P e r p e n d i c u l a r  s e c t i o n  o f  a m u l t i l a y e r e d  a r ­

r a n g e m e n t  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  f rom  a 2 0  d a y  s e r u m -  

s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e .  S u b s t r a t e  i s  i n d i c a t e d  by  

a r r o w s .  X 1 5 0 0

F i g u r e  2 1 .  A l a r g e  g r o u p  o f  n e u r o n a l  c e l l s  h a v e  p r o ­

c e s s e s  t h a t  e m e r g e  from  t h e  c lump i n  o n e  g e n e r a l  

a r e a  a t  l e f t .  The p r o c e s s e s  a r e  s i t u a t e d  w e l l  

a b o v e  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  d i s h  and a r e  n o t  fo u n d  t o  

make c o n t a c t  w i t h  t h e  s u b s t r a t e  ( a r r o w s )  e x c e p t  a t  

t h e i r  g r o w i n g  t i p .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  10 d a y s  

i n  v i t r o .  X200
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PLATE XI

F i g u r e  2 2 .  N e u r o n a l  c e l l s  c u l t u r e d  i n  d e f i n e d  medium 

l a c k i n g  NGF show l i t t l e  e v i d e n c e  o f  n e u r i t e  f o r m a ­

t i o n .  The same a g e  d e f i n e d  medium c u l t u r e s  c o n ­

t a i n i n g  NGF h a v e  e x t e n s i v e  p r o c e s s e s  ( F i g u r e  2 > .

5 d a y s  i_n v i^ tro .  X 2 5 0

F i g u r e  2 3 .  C u l t u r e  o f  g a n g l i o n  c e l l s  m a i n t a i n e d  i n  

s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium w i t h o u t  NGF f o r  5  d a y s .  

Compare w i t h  F i g u r e  12 .  X 2 5 0





B8

PLATES XII t h r o u g h  XXXIV h a v e  b e e n  - f i x e d  i n  q l u t a r a l d e -  

h y d e ,  p o s t - f i x e d  i n  osmium and s t a i n e d  w i t h  u r a n y l  a c e ­

t a t e  and l e a d  c i t r a t e .

PLATE XII

F i g u r e  2 4 .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  

m a i n t a i n e d  i n  d e f i n e d  medium f o r  5  d a y s  s h o w s  a 

p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l  IP S O  s u r r o u n d e d  by  

n e i g h b o r i n g  n e u r o b l a s t s  (N B) . The p r i m i t i v e  sym­

p a t h e t i c  c e l l  i s  u s u a l l y  s m a l l e r  i n  s i z e ,  h a s  

l i t t l e  d e v e l o p e d  and s c a n t  c y t o p l a s m ,  and a d e n s e r  

a p p e a r i n g  n u c l e u s .  P la s m a  membranes  o f  m ost  o f  t h e  

a d j a c e n t  n e u r o n s  a r e  i n  d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  o n e  

a n o t h e r .  P r o c e s s e s  <p>,  s e e n  i n  l o n g i t u d i n a l  and  

t r a n s v e r s e  s e c t i o n ,  c o u r s e  i n  and a r o u n d  t h e  n e u ­

r o n s .  X 9 0 0 0
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PLATE X I I I

F i g u r e  2 5 .  C e l l  c l a s s i f i e d  a s  a p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  

c e l l  (PSC) h a s  a n u c l e u s  w i t h  v e r y  c o n d e n s e d  nu­

c l e a r  m a t e r i a l  g i v i n g  i t  a d e n s e ,  p a t c h y  a p p e a r ­

a n c e .  The c y t o p l a s m  f o r m s  a t h i n  r im  a ro u n d  t h e  

n u c l e u s  and u s u a l l y  c o n t a i n s  o n l y  f r e e  r i b o s o m e s  

and m i t o c h o n d r i a . D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  5  d a y s  

IQ v i t r o .  X 1 7 , 0 0 0

F i g u r e  2 6 .  A n o t h e r  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l  s h o w in g  

i t s  t y p i c a l l y  d e n s e  n u c l e u s  and s c a n t  c y t o p l a s m  i s  

s u r r o u n d e d  by s e v e r a l  p r o c e s s e s  ( p ) .  D e f i n e d  

medium c u l t u r e ,  5  d a y s  i n  y i t r g .  X 1 7 , 0 0 0
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PLATE XIV

F i g u r e  2 7 .  C e l l  c l a s s i f i e d  a s  a n e u r o b l a s t  (NB) h a s  

c o n d e n s e d  h e t e r o c h r o m a t i n  b u t  t h e  n u c l e u s  a p p e a r s  

l e s s  d e n s e  t h a n  t h a t  o f  t h e  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  

c e l l .  Rough e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( r e r )  i s  f o u n d  

i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  t h i s  s t a g e  c e l l  b u t  c o n s i s t s  o f  

o n l y  a f e w  s c a t t e r e d  c i s t e r n a e .  A G o l g i  com p le x  

( g ) ,  m i t o c h o n d r i a  <m>, and a f e w  l a r g e  d e n s e  c o r e  

v e s i c l e s  a r e  o t h e r  u s u a l  c y t o p l a s m i c  f e a t u r e s .  

D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  5 d a y s  i_n y i . t r o .  X 1 8 , 0 0 0

F i g u r e  2 0 .  N e u r o b l a s t  from  a 5 d a y  d e f i n e d  meduim c u l ­

t u r e .  X 1 8 , 0 0 0
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PLATE XV

F i g u r e  2 9 .  N e u r o b l a s t  (NB) from  a 10 day d e f i n e d  med­

ium c u l t u r e  h a s  m o d e r a t e l y  w e l l  d e v e l o p e d  c y t o p l a s m  

c o n t a i n i n g  a f e w  c i s t e r n a e  o f  r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e ­

t i c u l u m  ( r e r ) ,  a G o l g i  c o m p le x  < g ) ,  m i t o c h o n d r i a  

(m) , and d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( d e v ) .  The n u c l e u s  

h a s  a  t h i n  r im  o f  c o n d e n s e d  c h r o m a t i n  n e a r  i t s  

p e r i p h e r y .  A d j a c e n t  t o  t h e  c e l l  soma a r e  c r o s s  

s e c t i o n s  t h r o u g h  n u m e ro u s  p r o c e s s e s  (p > ,  w h ich  make 

d i r e c t  c o n t a c t  w i t h  t h e  n e a r o b l a s t ' s  p l a s m a  mem­

b r a n e  and show no  e v i d e n c e  o f  g l i a l  c e l l  a s s o c i a ­

t i o n .  X 1 2 , 0 0 0

F i g u r e  3 0 .  E n l a r g e m e n t  o f  a r e a  (*)  f ro m  F i g u r e  2 9

s h o w in g  2 l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( d e v ) .  T h e s e  

v e s i c l e s  a r e  f o u n d  r a n d o m ly  t h r o u g h o u t  t h e  c y t o ­

p l a s m  and o c c u r  e i t h e r  s i n g l y  o r  i n  s m a l l  c l u s t e r s .  

X 2 6 , 0 0 0
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PLATE XVI

F i g u r e  3 1 -  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  a d e v e l o p i n g  g a n ­

g l i o n  c e l l  c l a s s i f i e d  a s  a  n e u r o b l a s t  (N B ) . The 

n u c l e u s  (Nu) o f  t h i s  c e l l  c o n t a i n s  more u n i f o r m  

a p p e a r i n g  c h r o m a t i n  b u t  s t i l l  c o n t a i n s  a p r o m i n e n t  

p e r im e m b r a n o u s  r im  o f  d e n s e  m a t e r i a l .  D e f i n e d  

medium c u l t u r e ,  10 d a y s  i_n W t r g .  X 2 3 , 0 0 0

F i g u r e  32* E n l a r g e m e n t  o f  a r e a  (*)  f ro m  F i g u r e  31 

s h o w i n g  a c l u s t e r  o f  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  

( d e v ) ,  som e o f  w h ic h  a p p e a r  c o m p l e t e l y  f i l l e d  and  

o t h e r s  w h ic h  c o n t a i n  o n l y  a s m a l l  d e n s e  c o r e .

T h e s e  c l u s t e r s  a r e  o c c a s i o n a l l y  f o u n d  i n  c e l l s  f rom  

5 d a y  c u l t u r e s ,  b u t  a p p e a r  more f r e q u e n t l y  i n  t h e  

o l d e r  o n e s .  X 4 0 , 0 0 0
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PLATE XVII

F i g u r e  3 3 .  C l u s t e r  o f  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  t h e  

c y t o p l a s m i c  e x t e n s i o n  o f  a n e u r o n a l  c e l l  f rom  a 

d e f i n e d  medium c u l t u r e ,  10 d a y s  i_n v i_ tr g .

X 2 3 , 0 0 0

F i g u r e  3 4 .  E n l a r g e m e n t  o f  a r e a  (*)  f ro m  F i g u r e  3 3 .

The d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( d e v )  a r e  a l l  o f  t h e  l a r g e  

v a r i e t y  m e a s u r i n g  7 0  -  130  nm. They a r e  u s u a l l y  

rou n d  b u t  o c c a s i o n a l l y  a p p e a r  o v o i d  a s  a t  ( ► >.

X 3 2 , 0 0 0
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PLATE XVIII

F i g u r e  3 5 -  Young s y m p a t h e t i c  n e u r o n  (YSN) -from a 2 0

d a y  d e f i n e d  medium c u l t u r e .  The n u c l e u s  (Nu) c o n ­

t a i n s  h o m o g e n e o u s  c h r o m a t i n  and t h e r e  i s  no  c o n ­

d e n s e d  m a t e r i a l  f o r m i n g  a p e r im e m b r a n o u s  r im .  The 

e x t e n s i v e  c y t o p l a s m  ( o n l y  p a r t  o f  w h ic h  i s  shown  

h e r e )  i s  p a c k e d  w i t h  o r g a n e l l e s  and i n  t h i s  s e c t i o n  

c o n t a i n s  2 G o l g i  c o m p l e x e s  ( g ) , r o u g h  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  ( r e r ) , m i t o c h o n d r i a  (m ) , m u l t i v e s i c u l a r  

b o d i e s  (m v b ) , d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( d e v ) ,  m i c r o t u ­

b u l e s  ( m t ) ,  and 10 nm f i l a m e n t s  ( f > .  S e v e r a l  

l a m i n a r  b o d i e s  ( l b )  and m o d e r a t e l y  e l e c t r o n  d e n s e  

v a c u o l e s  a r e  p r e s e n t  a l s o .  X 2 2 , 0 0 0
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PLATE XIX

F i g u r e  3 6 .  A b u n d l e  o f  n e u r i t e s  s e e n  i n  c r o s s  s e c t i o n  

s h o w s  them  t o  b e  f r e e  o f  any  Schwann c e l l  e n s h e a t h -  

m en t .  N e u r i t e s  e m e r g i n g  fro m  s m a l l  g r o u p s  o f  

n e u r o n a l  c e l l s  f r e q u e n t l y  a s s o c i a t e  w i t h  o t h e r  p r o ­

c e s s e s  and form  d i s c r e t e  b u n d l e s .  D e f i n e d  medium 

c u l t u r e ,  10 d a y s  i n  v i t r o .  X 2 3 , 0 0 0

F i g u r e  3 7 .  L o n g i t u d i n a l  s e c t i o n  t h r o u g h  a p r o c e s s  (p)  

w h ic h  c o n t a i n s  a p a r a l l e l  a r r a n g e m e n t  o f  m i c r o -  

t u b u l e s  <mt) ,  and 10 nm f i l a m e n t s  ( f ) .  A l a m i n a r  

body  ( l b )  i s  s e e n  i n  t h e  c y t o p l a s m  o f  an a d j a c e n t  

c e l l .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  2 0  d a y s  i n  v i t r o .

X 2 4 , 0 0 0
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PLATE XX

F i g u r e  3 8 .  T r a n s v e r s e  s e c t i o n  t h r o u g h  a n e u r i t e  b u n d l e  

m a i n t a i n e d  -For 10 d a y s  i n  d e - f in e d  medium. The 

n e u r i t e s  c o n t a i n  n u m e ro u s  10 nm n e u r o f i l a m e n t s  

( n f ) ,  m i c r o t u b u l e s  ( m t ) ,  sm o o th  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  ( s e r ) ,  and an o c c a s i o n a l  m i t o c h o n d r i o n  

(m).  A d e n s e  c o r e  v e s i c l e  ( d e v )  i s  s e e n  i n  o n e  o f  

t h e  n e u r i t e s .  X 8 5 , 0 0 0
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PLATE XXI

F i g u r e  3 9 .  V a r i c o s i t y  s e e n  i n  a 2 0  day  d e f i n e d  medium 

c u l t u r e .  A g r a n u l a r  v e s i c l e s  (a v )  and o c c a s i o n a l  

l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  Cdcv) a r e  t h e  u s u a l  

u l t r a s t r u c t u r a l  f e a t u r e s .  Membrane d e n s i t i e s  a r e  

n o t  fo u n d  and a p p o s e d  membranes h a v e  i r r e g u l a r  

c o n t o u r s .  X 4 4 , 0 0 0

F i g u r e  4 0 .  V a r i c o s i t y  s i m i l a r  t o  t h a t  i n  F i g u r e  3 9 .

D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  2 0  d a y s  i n  y i . t r o .  X 4 8 , 0 0 0

F i g u r e  4 1 .  A n o t h e r  v a r i c o s i t y  from  a  2 0  day d e f i n e d

medium c u l t u r e .  Some p r o f i l e s  o f  sm ooth  e n d o p l a s ­

mic  r e t i c u l u m  a r e  f o u n d  i n  t h e  v a r i c o s i t y .  X 3 2 , 0 0 0

F i g u r e  4 2 .  V a r i c o s i t y  from  a  2 0  day  d e f i n e d  medium 

c u l t u r e  sh o w s  c l o s e  a s s o c i a t i o n  o f  some o f  t h e  

v e s i c l e s  w i t h  t h e  membrane and more r e g u l a r  c o n ­

t o u r s  o f  t h e  a p p o s e d  m em branes ,  p e r h a p s  i n d i c a t i n g  

t h e  d e v e l o p m e n t  o f  a s y n a p s e .  A m u l t i  v e s i c u l a r  

b o d y  (mvb) i s  s e e n  i n  t h e  l o w e r  h a l f  o f  t h e  m i c r o ­

g r a p h .  X 3 2 , 0 0 0
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PLATE XXII

F i g u r e  4 3 .  A y o u n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n  -from a 2 0  day  

d e f i n e d  medium c u l t u r e  i s  c o n t a c t e d  a t  l e f t  by a 

s y n a p s e  ( * > .  X 1 3 , 0 0 0

F i g u r e  4 4 .  E n l a r g e m e n t  o f  a r e a  <*) f ro m  F i g u r e  43

s h o w s  a s y n a p t i c  p r o f i l e  f i l l e d  w i t h  s m a l l  a g r a n u ­

l a r  v e s i c l e s  ( a v ) ,  and a  f e w  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i ­

c l e s  ( d e v ) .  P r e -  and p o s t - s y n a p t i c  membrane 

d e n s i t i e s  a r e  p r e s e n t  a t  ( ► ) .  D e f i n e d  medium 

c u l t u r e ,  2 0  d a y s  i_n v i t r o .  X 2 5 , 0 0 0

F i g u r e  4 5 .  S y n a p t i c  p r o f i l e  w i t h  an u n u s u a l l y  l a r g e  

number o f  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( d e v ) . Membrane 

d e n s i t i e s  a r e  i n d i c a t e d  by  ( ► ) .  D e f i n e d  medium 

c u l t u r e ,  2 0  d a y s  i.n v i t r o .  X 4 0 , 0 0 0

F i g u r e  4 6 .  A n o t h e r  s y n a p t i c  p r o f i l e  from  a 20  day

d e f i n e d  medium c u l t u r e .  The s y n a p s e  sh o w s  t y p i c a l  

f i n e  s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  e x c e p t  f o r  a s m a l l  c l u s t e r  

o f  w hat  a p p e a r  t o  b e  r i b o s o m e s  a t  l e f t  ( ► ) .

X 3 6 , 0 0 0
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PLATE XXIII

F i g u r e  4 7 .  A g l i a l  c e l l  (G> a t  u p p e r  l e - f t  i s  s e e n

w i t h i n  a  s m a l l  g r o u p  o f  n e r u o n a l  c e l l s  (N B ) . The 

s m a l l  s i z e  o f  t h e  c e l l  a s  com pared  t o  t h e  n e u r o n s  

and i t s  d e n s e  n u c l e u s  and c y t o p l a s m  make i t  e a s y  t o  

d i s t i n g u i s h .  A r e a s  marked by (*-) i n d i c a t e  p r o j e c ­

t i o n s  o f  g l i a l  c e l l  c y t o p l a s m .  A l t h o u g h  some e v i ­

d e n c e  o f  g l i a l  i n v e s t m e n t  o f  n e u r o n a l  c e l l s  and  

p r o c e s s e s  i s  f o u n d ,  i t  a p p e a r s  d i s o r g a n i z e d  and  

p o o r l y  d e v e l o p e d .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  10 d a y s  

i_n v i_ trg-  X 1 0 , 0 0 0
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PLATE XXIV

F i g u r e  4 8 .  A n o n n e u r o n a l  c e l l ,  t h o u g h t  t o  be  g l i a l  

( G ) , i s  f o u n d  a t t a c h e d  t o  t h e  s u b s t r a t e  and i s o ­

l a t e d  from  n e u r o n s .  The n u c l e u s  and c y t o p l a s m  o f  

t h i s  c e l l  a r e  much d e n s e r  t h a n  t h o s e  o f  t h e  n e u ­

r o n s .  The n u c l e u s ,  u s u u a l 1 y k i d n e y - s h a p e d ,  i s  c e n ­

t r a l l y  l o c a t e d .  C y t o p l a s m i c  c o n t e n t s  i n c l u d e  m i t o ­

c h o n d r i a  (m ) , r o u g h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( r e r ) ,  

G o l g i ,  l y s o s o m e s  and f r e e  r i b o s o m e s .  P r o c e s s e s  

(p) l i e  i n  c l o s e  a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  g l i a l  c e l l s .  

D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  10 d a y s  i.n v i t r o .  X 1 8 , 0 0 0

F i g u r e  4 9 .  E l e c t r o n  m ic r o g r a p h  s h o w in g  2 d i f f e r e n t  

n o n n e u r o n a l  c e l l s .  The u p p e r  c e l l  h a s  a  much 

d e n s e r  n u c l e u s  (Nu 1) and i t s  c y t o p l a s m  i s  s e e n  t o  

s u r r o u n d  and e n v e l o p  a d j a c e n t  n e u r o n a l  p r o c e s s e s  

( p ) .  The l o w e r  c e l l  t h a t  i s  a t t a c h e d  t o  t h e  s u b ­

s t r a t e  i s  much l a r g e r  i n  s i z e  w i t h  c y t o p l a s m  e x t e n ­

d i n g  from  e i t h e r  s i d e  o f  t h e  n u c l e u s ,  much l i k e  

t h a t  i n  F i g u r e  5 0 .  The n u c l e u s  o f  t h i s  c e l l  iNu 2)  

h a s  more h o m o g e n e o u s  a p p e a r i n g  c h r o m a t i n .  D e f i n e d  

medium c u l t u r e ,  10 d a y s  i ^  v i t r o .  X 2 0 , 0 0 0
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PLATE XXV

F i g u r e  5 0 .  E l e c t r o n  m i c r o g r a p h  o f  a t y p i c a l  n o n n e u r o ­

n a l  c e l l  l y i n g  f l a t t e n e d  and a d j a c e n t  t o  t h e  s u b ­

s t r a t e .  The n u c l e u s  (Nu> h a s  a p r o m i n e n t  n u c l e o ­

l u s .  S t a c k s  o f  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  <er)  a r e  

f o u n d  i n  t h e  c y t o p l a s m  a l o n g  w i t h  G o l g i  ( g ) , m i t o ­

c h o n d r i a ,  and a b u n d a n t  f r e e  r i b o s o m e s .  M u l t i p l e  

b l e b s  <►) p r o j e c t  from  t h e  u p p e r  s u r f a c e  o f  t h e  

c e l l .  D e f i n e d  medium 10 d a y s  i n̂ y i . t r o .  X 5 , 0 0 0

F i g u r e  5 1 .  The u p p e r  s u r f a c e  o f  t h i s  n o n n e u r o n a l  c e l l  

i s  t r a v e r s e d  by c y t o p l a s m i c  p r o j e c t i o n s  from  n e i g h ­

b o r i n g  c e l l s .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  10 d a y s  

i n  v i t r o .  X 1 6 , 0 0 0
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PLATE XXVI

F i g u r e  5 2 .  D e v e l o p i n g  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  show  

d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  n e u r o n a l  m a t u r a t i o n .  At r i g h t  

i s  a p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l  (PSC) w i t h  d e n s e  

n u c l e a r  m a t e r i a l  w h ic h  i s  s u r r o u n d e d  by  s e v e r a l  

n e u r o b l a s t s  <NB) . The n u c l e i  o f  t h e  n e u r o b l a s t s  

a r e  l a r g e r  and c o n t a i n  more h o m o g e n e o u s  c h r o m a t i n .  

T h e i r  c y t o p l a s m  and c o n t e n t ,  a l t h o u g h  n o t  a s  e x t e n ­

s i v e  a s  i n  y o u n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s ,  a r e  more  

a d v a n c e d  d e v e l  o p m e n ta l  1 y t h a n  t h o s e  o-f t h e  PSC. 

S e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium, 5 d a y s  i_n v i^ tro .

X 9 , 0 0 0
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PLATE XXVII

F i g u r e  5 3 .  E n l a r g e m e n t  o f  a r e a  t»)  from  F i g u r e  5 4 ,

s h o w i n g  a l o n g i t u d i n a l  s e c t i o n  t h r o u g h  p r o c e s s e s .  

M i c r o t u b u l e s  run  p a r a l l e l  t o  t h e  l o n g  a x i s  o f  t h e  

p r o c e s s .  X 2 7 , 0 0 0

F i g u r e  5 4 .  N e u r o b l a s t  from  a 10 d a y  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  

c u l t u r e .  The n e u r o n  l i e s  a d j a c e n t  t o  t h e  s u b ­

s t r a t e .  I t s  c y t o p l a s m  and o r g a n e l l e  p o p u l a t i o n  a r e  

more e x t e n s i v e  t h a n  t h o s e  s e e n  i n  t h e  p r i m i t i v e  

s y m p a t h e t i c  c e l l .  A p r o c e s s  <p ) i s  s e e n  i n  c l o s e  

a s s o c i a t i o n  w i t h  t h e  s u b s t r a t e .  A s m a l l  amount o f  

g l i a l  c y t o p l a s m  i s  s e e n  a t  C ► ) b u t  m ost  n e u r o n s  

a r e  l a c k i n g  g l i a l  i n v e s t m e n t .  X 1 1 , 0 0 0
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PLATE XXVI I I

F i g u r e  5 5 .  Young s y m p a t h e t i c  n e u r o n  2 0  d a y s  i n  s e r u m -  

s u p p l e m e n t e d  medium. T h e r e  i s  l i t t l e  e v i d e n c e  o f  

c o n d e n s e d  c h r o m a t i n  o r  p e r im e m b r a n o u s  r i m .  The  

c y t o p l a s m  c o n t a i n s  n u m e ro u s  s h o r t  s t a c k s  o-f r e r  

( N i s s l  b o d i e s ) ,  c h a r a c t e r i s t i c  o f  m a tu r e  n e u r o n s .  

At l e a s t  3 G o l g i  c o m p l e x e s  <g) a r e  p r e s e n t  i n  t h e  

o r g a n e l 1e - r i c h  c y t o p l a s m .  X 1 4 , 0 0 0

F i g u r e  5 6 .  E n l a r g e m e n t  o-f a r e a  o-f F i g u r e  5 5  i n d i c a t e d  

by (* )  t o  show t r a n s v e r s e  s e c t i o n  t h r o u g h  n u c l e a r  

p o r e s  <t ) and d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( d e v )  w h ich  

a p p e a r  t o  b e  b u d d i n g  fro m  G o l g i  ( ► ) .  S e v e r a l  

l a m i n a r  b o d i e s  ( lb >  a r e  p r e s e n t .  X 2 1 , 0 0 0
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PLATE XXIX

F i g u r e  5 7 .  V a r i c o s i t y  from  a 2 0  d ay  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  

c u l t u r e  c o n t a i n i n g  3 0  t o  5 0  nm a g r a n u l a r  v e s i c l e s  

and a f e w  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  X 3 0 , 0 0 0

F i g u r e  5 8 .  More v a r i c o s i t i e s  from  a 2 0  d a y  s e r u m -  

s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e .  X 3 4 , 0 0 0

F i g u r e  5 9 .  T r a n s v e r s e  s e c t i o n  t h r o u g h  a n e u r i t e  b u n d l e  

from  a 10 d ay  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e .  P r o c e s ­

s e s  c o n t a i n  10 nm n e u r o f i l a m e n t s ,  u s u a l l y  c e n t r a l l y  

l o c a t e d ,  and num erous  m i c r o t u b u l e s  t h a t  o f t e n  

s u r r o u n d  t h e  p e r i p h e r y .  O th e r  o r g a n e l l e s  t h a t  a r e  

f o u n d  a r e  m i t o c h o n d r i a ,  sm o o th  e n d o p l a s m i c  r e t i c u ­

lum and d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  X 5 0 , 0 0 0
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PLATE XXX

F i g u r e  6 0 -  M ic r o g r a p h  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  -from s e c ­

t i o n  c u t  p e r p e n d i c u l a r  t o  t h e  s u b s t r a t e .  The 

n u c l e i  (Nu) o-f t h e s e  c e l l s  a r e  u s u a l l y  c e n t r a l l y  

l o c a t e d  w i t h  e x t e n d e d  l e n g t h s  o-f c y t o p l a s m  fo u n d  on 

e i t h e r  s i d e .  E l a b o r a t e  a r r a y s  o-f r o u g h  e n d o p l a s m i c  

r e t i c u l u m  ( r e r )  a r e  a p r o m i n e n t  f e a t u r e  o f  t h e  

c y t o p l a s m .  S e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e ,  20  d a y s  

I n  v i t r o . X 8 , 0 0 0

F i g u r e  6 1 .  The n e u r o n  a t  l e f t  i s  s i t u a t e d  n e x t  t o  a 

g l i a l  c e l l  ( G ) . Some i n v e s t m e n t  o f  p r o c e s s e s  (p)  

by g l i a l  c e l l  c y t o p l a s m  o c c u r s  b u t  i s  much l e s s  

t h a n  t h a t  s e e n  i n  v i v o .  Serum—s u p p l e m e n t e d  c u l ­

t u r e ,  10 d a y s  i n  v i t r o .  X 1 6 , 0 0 0
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PLATE XXXI

F i g u r e  6 2 .  G a n g l i a  f i x e d  i n̂ yi_vo show n e u r o n s  a t  d i f ­

f e r e n t  s t a g e s  o f  n e u r o n a l  m a t u r a t i o n .  A p r i m i t i v e  

s y m p a t h e t i c  c e l l  tPSC) h a s  a v e r y  d e n s e ,  p a t c h y  

n u c l e u s  and l i t t l e  c y t o p l a s m  w h i l e  a n e i g h b o r i n g  

n e u r o b l a s t  <NB> h a s  a l e s s  d e n s e  n u c l e u s  and c y t o ­

p la s m  r i c h  i n  o r g a n e l l e s .  G i l a l  i n v e s t m e n t  (*)  i s  

more e v i d e n t  i n  t h e  d e v e l o p i n g  i_n v i .v g  g a n g l i a  b u t  

i s  l e s s  e x t e n s i v e  t h a n  i n  t h e  a d u l t .  X 5 , 0 0 0

F i g u r e  6 3 .  N e u r o n s  a t  d i f f e r e n t  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  

f ro m  i.n v i v o  g a n g l i o n .  X 5 , 0 0 0
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PLATE XXXII

F i g u r e  6 4 .  P r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l  (P S C ) ,  -from an 

i n  vi_yg g a n g l i o n .  The n u c l e u s  (Nu) h a s  c o n d e n s e d  

h e t e r o c h r o m a t i n  and i s  s u r r o u n d e d  by a t h i n  l a y e r  

o-f c y t o p l a s m .  Few o r g a n e l l e s  o t h e r  t h a n  f r e e  r i b o ­

s o m e s  and a f e w  m i t o c h o n d r i a  a r e  p r e s e n t .  X 1 2 , 0 0 0

F i g u r e  6 5 .  N e u r o b l a s t  (NB) from  an i.n y i .v g  g a n g l i o n

h a s  a  l a r g e r  n u c l e u s  (Nu) w i t h  l e s s  c o n d e n s e d  c h r o ­

m a t i n .  The c y t o p l a s m  o f  t h i s  c e l l  i s  more e x t e n ­

s i v e  and c o n t a i n s  a f e w  s t a c k s  o f  r o u g h  e n d o p l a s ­

mic  r e t i c u l u m  ( r e r ) ,  m i c r o t u b u l e s  ( m t ) ,  m i t o c h o n ­

d r i a  and f r e e  r i b o s o m e s .  A m o d e r a t e l y  d e v e l o p e d  

G o l g i  c o m p le x  ( n o t  s e e n  i n  t h i s  s e c t i o n )  i s  a n o ­

t h e r  f e a t u r e  o f  t h e  n e u r o b l a s t  c y t o p l a s m .  X 1 2 , 0 0 0
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PLATE XXXIII

F i g u r e  6 6 .  N e u r o b l a s t  (NB) - f ix e d  i_n vi^vo. N u c l e a r

m a t e r i a l  i s  s t i l l  p a t c h y  i n  a p p e a r a n c e .  The c y t o ­

p la s m  h a s  a b u n d a n t  m i c r o t u b u l e s  ( m t ) ,  m i t o c h o n d r i a  

(m ) , and p o l y s o m a l  a g g r e g a t e s .  O n ly  a f e w  s c a t ­

t e r e d  s t a c k s  o f  r e r  a r e  p r e s e n t .  Laminar b o d i e s  

( l b )  a r e  s o m e t i m e s  s e e n  i_n y i y g ,  a s  i n  t h i s  c e l l ,  

b u t  o c c u r  m ost  f r e q u e n t l y  i n  l o n g  t e r m  c u l t u r e s  o f  

t h e  g a n g l i o n  c e l l s .  A p a i r  o f  c e n t r i o l e s  ( c )  w i t h  

p r o m in e n t  m i c r o t u b u l e s  i s  f o u n d  n e a r  t h e  n u c l e u s .

X I S , 0 0 0
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PLATE XXXIV

F i g u r e  6 7 .  S e v e r a l  v a r i c o s i t i e s  a r e  s e e n  i n  t h i s

m i c r o g r a p h  -from a g a n g l i o n  - f i x e d  i n  y i y g .  The 

o n e  a t  t h e  l o w e r  l e f t  c o n t a i n s  many 3 0  -  5 0  nm 

a g r a n u l a r  v e s i c l e s  (a v )  and tw o  l a r g e  d e n s e  c o r e  

v e s i c l e s  ( d e v ) . At u p p e r  r i g h t  i s  a s y n a p t i c  

p r o f i l e  ( ► ) s h o w i n g  membrane d e n s i t i e s .  One s i d e  

o f  t h e  s y n a p s e  (m o s t  l i k e l y  t h e  p o s t - s y n a p t i c  s i d e )  

h a s  a s e r i e s  o f  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  l i n e a r  

a l i g n m e n t .  X 2 1 , 0 0 0

F i g u r e  6 8 .  S y n a p t i c  p r o f i l e  ( ► ) f ro m  a g a n g l i o n  

f i x e d  i n  vi_yg. A g r a n u l a r  v e s i c l e s  (a v )  and 

membrane d e n s i t i e s  a r e  e v i d e n t .  G l i a l  i n v e s t m e n t  

o f  a p r o c e s s  i s  s e e n  a t  ( * ) .  X 3 6 , 0 0 0

F i g u r e  6 9 .  P r o c e s s e s  from  an i_n yi_vg g a n g l i o n  

s h o w in g  a n o t h e r  s y n a p s e  a t  ( ►• ) .  X 2 0 , 0 0 0
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PLATE XXXV

F i g u r e  7 0 .  G a n g l i o n  c e l l  t r e a t e d  w i t h  c h r o m a t e - d i c h r o -  

m a te ,  p o s t - f i x e d  i n  osm ium , and v i e w e d  u n s t a i n e d ,  

s h o w s  a c l u s t e r  o-f e l e c t r o n - d e n s e ,  membrane-bound  

v e s i c l e s  - f i l l e d  t o  v a r y i n g  d e g r e e s  ( ► ) .  T h e s e  

c l u s t e r s ,  a l t h o u g h  -found i n  some c e l l s  from  6 day  

c u l t u r e s ,  a p p e a r  more f r e q u e n t l y  i n  t h e  2 5  d ay  c u l ­

t u r e s .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  2 5  d a y s  i.n v L t r o .

X 4 8 , 0 0 0

F i g u r e  7 1 .  E n l a r g e m e n t  o f  a r e a  (#■> from F i g u r e  70

sh o w s  some v e s i c l e s  t o  b e  f i l l e d  t o  c a p a c i t y ,  w h i l e  

o t h e r s  c o n t a i n  o n l y  a s m a l l  d e n s e  c o r e  o f  m a t e r i a l  

( ► > . X 5 4 , 5 0 0
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PLATE XXXVI

F i g u r e  7 2 .  C h r o m a t e - d i  c h r o m a t e  t r e a t e d  c u l t u r e ,  p o s t ­

f i x e d  i n  osmium and u n s t a i n e d ,  s h o w s  e l e c t r o n - d e n s e  

m a t e r i a l  i n  a m embrane-bound v e s i c l e  ( ► ) w i t h i n  a 

v a r i c o s i t y .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  6 d a y s  i n  

v i t r o .  X 30 ,000

F i g u r e  7 3 .  D e n s e  c o r e  v e s i c l e s  C ► ) o c c u r  ra n d o m ly

t h r o u g h o u t  t h e  c y t o p l a s m ,  e i t h e r  s i n g l y  a s  i n  t h i s  

c e l l ,  o r  i n  s m a l l  c l u s t e r s  ( F i g u r e  7 8 ) .  C h r o m a te -  

d i c h r o m a t e  f i x a t i o n ,  osmium p o s t - f i x a t i o n ,  no  

s t a i n ,  6  day  d e f i n e d  medium c u l t u r e .  X 30y000

F i g u r e  7 4 .  D e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( ) i n  a p r o c e s s  from

a 6 d ay  d e f i n e d  medium c u l t u r e  t r e a t e d  w i t h  

c h r o m a t e - d i c h r o m a t e ,  p o s t - f i x e d  i n  osmium and  

u n s t a i n e d .  X 30,000

F i g u r e  7 5 .  C h r o m a t e - d i c h r o m a t e  t r e a t e d  c u l t u r e ,  p o s t ­

f i x e d  i n  osmium and s t a i n e d  w i t h  u r a n y l  a c e t a t e  and  

b i s m u t h  s u b n i t r a t e ,  a p p e a r s  v e r y  c o a r s e .  O pt im al  

c o n d i t i o n s  f o r  s t a i n i n g  w e r e  d i f f i c u l t  t o  a c h i e v e  

and v a r i a b l e .  D e f i n e d  medium c u l t u r e ,  6  d a y s  i n  

y i t r o .  X 30,000
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PLATE XXXVII

F i g u r e  7 6 .  Two a d j a c e n t  n e u r o n s  s h o w i n g  t h e  - f a i n t  o u t ­

l i n e  o-f t h e i r  n u c l e i  CNu) c o n t a i n  a -few e l e c t r o n -  

d e n s e  g r a n u l e s .  C h r o m a t e - d i  c h r o m a t e  - f i x a t i o n ,  no  

osmium , 6  d a y s  i n  d e - f in e d  medium. X 2 3 , 0 0 0

F i g u r e  7 7 .  E n l a r g e m e n t  o f  a r e a  (*)  from  F i g u r e  7 6 .

The e l e c t r o n  d e n s i t i e s  ( ► ) m e a s u r e  5 0  t o  9 4  nm. 

M i t o c h o n d r i a  (m) c a n  b e  s e e n  i n  t h e  b a c k g r o u n d .

X 4 6 , 0 0 0



139

•C

4



1 4 0

PLATE XXXVIII

F i g u r e  7 8 .  E l e c t r o n - d e n s e  r e a c t i o n  p r o d u c t  I ► )

a p p e a r s  i n  a  s m a l l  c l u s t e r  i n  t h e  c e l l  soma o f  t h i s  

g a n g l i o n  c e l l .  C h r o m a t e - d i c h r o m a t e  f i x a t i o n ,  no  

osmium , 2 5  d a y s  i n  d e f i n e d  medium. X 2 8 , 0 0 0

F i g u r e  7 9 .  C o r e s  o f  e l e c t r o n - d e n s e  m a t e r i a l  I ► ) a r e  

l o c a t e d  i n  what  a p p e a r s  t o  b e  a  v a r i c o s i t y  o f  a 

p r o c e s s  ( p ) .  C h r o m a t e - d i c h r o m a t e  f i x a t i o n ,  no  

osmium ,  2 5  d a y s  i n  d e f i n e d  medium. X 2 9 , 0 0 0
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PLATE XXXIX

F i g u r e  8 0 .  C l u s t e r s  o f  e l e c t r o n  d e n s e  g r a n u l e s  ( ► > 

m e a s u r i n g  5 0  -  9 4  nm a p p e a r  i n  t h e  soma o-f t h i s  

c e l l  -from a 2 5  d a y  d e f i n e d  medium c u l t u r e .  C h r o -  

m a t e - d i c h r o m a t e  t r e a t e d ,  u n o s m i c a t e d  and u n s t a i n e d .  

X 2 5 , 0 0 0

F i g u r e  8 1 .  S t a i n i n g  o f  t h e  u n o s m i c a t e d  m a t e r i a l  d o e s  

n o t  p e r m i t  v i s u a l i z a t i o n  o f  m em branes .  C h ro m a te— 

d i c r o m a t e  t r e a t e d ,  u n o s m i c a t e d ,  s t a i n e d  w i t h  u r a n y l  

a c e t a t e  and b i s m u t h  s u b n i t r a t e .  6 d a y s  i n  v i . t r g .

X 1 5 , 5 0 0 ;  I n s e t  X 4 6 , 0 0 0
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PLATE XL

F i g u r e  8 2 .  L a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e  ( d e v )  f rom a 6  day  

p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  f i x e d  c u l t u r e .  X 3 0 , 0 0 0

F i g u r e  8 3 .  P o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  f i x e d  c u l t u r e  o f  a  

g a n g l i o n  c e l l ,  6 d a y s  i.n y i . t r o . A s i n g l e  p o s i t i v e  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e  ( d e v )  i s  f o u n d  i n  t h e  c e l l  c y t o ­

p l a s m .  The s omal  s t r u c t u r e s  s u c h  a s  G o l g i  a p p a r a ­

t u s  ( g ) ,  m i t o c h o n d r i a  (m) and n u c l e u s  (Nu) a r e  a l s o  

r e a d i l y  v i s u a l i s e d .  X 2 3 , 0 0 0

F i g u r e  8 4 .  P o s i t i v e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e  ( d e v )  from a 6  

d ay  p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  f i x e d  c e l l .  X 3 0 , 0 0 0
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PLATE XLI

F i g u r e  B5.  T r a n s v e r s e  s e c t i o n  t h r o u g h  a v a r i c o s i t y  (V) 

-from a 2 5  day  p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  f i x e d  c u l t u r e  

h a s  n ume r ou s  a g r a n u l a r  v e s i c l e s  ( av)  b u t  i s  l a c k i n g  

i n  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  X 5 4 , 0 0 0

F i g u r e  8 6 .  A s i n g l e  p o s i t i v e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e  ( ► ) 

i s  s e e n  i n  t h i s  v a r i c o s i t y  (V) f r o m  a 2 5  d ay  p o t a s ­

s i u m  p e r m a n g a n a t e  f i x e d  c u l t u r e .  A g r a n u l a r  v e s i ­

c l e s  ( a v )  and s m o o t h  e n d o p l a s m i c  r e t i c u l u m  ( s e r )  

a r e  a l s o  p r e s e n t .  X 4 8 , 0 0 0
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PLATE XLII

F i g u r e  B7.  T h r e e  f l u o r e s c i n g  n e u r o n s  -from a 5 day  

d e f i n e d  medium c u l t u r e .  B a c k g r o u n d  n o n n e u r o n a l  

c e l l s  show f a i n t  a u t o f  1u o r e s c e n c e  b u t  a r e  n o t  e v e -  

d e n t  a t  t h i s  low m a g n i f i c a t i o n .  X 4 0 0

F i g u r e  SB.  H i g h e r  m a g n i f i c a t i o n  o f  a g a n g l i o n  c e l l  (*)  

n o t  e x p o s e d  t o  p a r a f o r m a l d e h y d e  v a p o r s  h a s  o n l y  

v e r y  dim f l u o r e s c e n c e .  X 1800

F i g u r e  8 9 .  F o r m a l d e h y d e - i n d u c e d  f l u o r e s c e n c e  o f  a

n e u r o n a l  c e l l  c u l t u r e d  i n  d e f i n e d  medium f o r  5  d a y s  

h a s  m o d e r a t e d l y  i n t e n s e  f l u o r e s c e n c e  o f  t h e  c e l l  

s oma.  A p r o c e s s  a t  t h e  l o w e r  r i g h t  e d g e  o f  t h e  

c e l l  a l s o  i s  s e e n  t o  f l u o r e s c e .  The (*> marks  

a u t o f l u o r e s c e n c e  from b a c k g r o u n d  n o n n e u r o n a l  c e l l s .  

X 1800
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DISCUSSION 

I - Qef  i_ned_Med^um

The p r e s e n t  work s h o w s  t h a t  human - f e t a l  s y m p a t h e t i c  

g a n g l i o n  n e u r o n s  c an  b e  m a i n t a i n e d  i n  h o r m o n e - s u p p l e m e n t e d  

s e r u m —f r e e  medium.  T h e s e  c e l l s  h a v e  b e e n  s u c c e s s f u l l y  

c u l t u r e d  i n  d e f i n e d  medium f o r  up t o  4 0  d a y s .  T h i s  i s  t h e  

f i r s t  r e p o r t  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  a b i l i t y  t o  c u l t u r e  d e v e l o p ­

i n g  human s y m p a t h e t i c  c e l l s  i n  a c u l t u r e  medium f r e e  o f  

s e r u m .  T h i s  c u l t u r e  s y s t e m  w i l l  p e r m i t  a  more c o n t r o l l e d  

s e t t i n g  f o r  s u b s e q u e n t  m a n i p u l a t i o n ,  p a r t i c u l a r l y  i n  r e g a r d  

t o  i n v e s t i g a t i o n  o f  g r o w t h  and t r o p h i c  f a c t o r s  t h a t  m i g h t  

i n f l u e n c e  d e v e l o p m e n t .  The u l t r a s t r u c t u r a l  e v a l u a t i o n  o f  

t h e s e  c e l l s  i n  d e f i n e d  medium i n  c o m p a r i s o n  w i t h  i n̂ v i^trg  

s e r u m - s u p p l e m e n t e d  and i n  v i v g  g a n g l i a  s h o u l d  c o n t r i b u t e  

u s e f u l  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  e x t e n t  o f  f i n e  s t r u c t u r a l  

m a t u r a t i o n  and t h e r e f o r e ,  w i l l  p r o v i d e  a b a s e l i n e  f a r  c o m ­

p a r i s o n  f o r  f u t u r e  s t u d i e s .

A. N e u r o n s ^  £ 9 Q ! E § L i . 5 2Q _ yi . t h _ i n_ y i_ t rg _ se r um -s ug g l_ e -

0ehted_and_in_yiyg_gangXi_a

The m o r p h o l o g y ,  n e u r i t e  e x t e n s i o n  and u l t r a s t r u c t u r e  

o f  c e l l  s oma s  and p r o c e s s e s  o f  t h e  n e u r o n s  grown i n  d e f i n e d  

medium was  n o t  a l t e r e d  f rom t h a t  o f  s i s t e r  c u l t u r e s  grown



1 5 1

i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium.  C e l l s  grown u n d er  b o t h  c o n ­

d i t i o n s  r e t a i n e d  a r o u n d e d  m o r p h o l o g y  and s howed e x t e n s i v e  

n e u r i t e  f o r m a t i o n  w i t h  many n e u r i t e s  j o i n i n g  t o g e t h e r  t o  

■form f i b e r  b u n d l e s .  T h i n  s e c t i o n s  f rom b o t h  d e f i n e d  and 

s e r u m - s u p p l e m e n t e d  m e d i a  r e v e a l e d  c e l l s  w i t h  u l t r a s t r u c -  

t u r a l  f e a t u r e s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  

c e l l s ,  n e u r o b l a s t s  and y ou n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s  a s  d e s ­

c r i b e d  i n  R e s u l t s .  C h a r a c t e r i s t i c s  u n i q u e  t o  n e u r o n a l  

c e l l s ,  s u c h  a s  n e u r i t i c  p r o c e s s e s ,  s y n a p s e  f o r m a t i o n  and 

t h e  a p p e a r a n c e  o f  DCVs, w e r e  f o u n d  t o  t h e  same e x t e n t  i n  

b o t h  m e d i a ,  d e m o n s t r a t i n g  t h a t  c e r t a i n  n e u r o n a l  f e a t u r e s  

c o n t i n u e  t o  b e  e x p r e s s e d  i n  d e f i n e d  medium.

The u l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  c u l t u r e d  p e r i p h e r a l  n e u r o n s  

was a l s o  s i m i l a r  t o  t h a t  o f  t h e  i n̂ v W o  g a n g l i a .  T h e r e  

w a s ,  h o w e v e r ,  an a p p a r e n t  i n c r e a s e  i n  t h e  p r e s e n c e  o f  l a m i ­

nar  b o d i e s  i n  c u l t u r e d  n e u r o n s .  The c y t o p l a s m  o f  c u l t u r e d  

n e u r o n s  i n  b o t h  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  and d e f i n e d  m e d i a  o c c a ­

s i o n a l l y  s how ed  t h e  p r e s e n c e  o f  l a r g e  v e s i c l e s  c o n t a i n i n g  

s w i r l s  o f  m e m b r a n e - l i k e  m a t e r i a l .  S i m i l a r  s t r u c t u r e s  h a v e  

b e e n  d e s c r i b e d  p r e v i o u s l y  i n  r a t  and human s y m p a t h e t i c  n e u ­

r o n s  and h a v e  b e e n  r e f e r r e d  t o  a s  l a m i n a r  b o d i e s  (DeLemos  

and P i c k ,  1 96 6 ;  P i c k ,  1 9 6 7 ) .  T h e s e  b o d i e s  w e r e  r a r e  i n  

n e u r o n s  o f  u n c u l t u r e d  g a n g l i a  and a t  5  and 10 d a y s  i.n 

v i _ t r o ,  b u t  w e r e  more a p p a r e n t  a t  2 0  d a y s .  The c e l l  s oma s  

o f  n e u r o n s  f rom 4 0  d ay  c u l t u r e s  f r e q u e n t l y  c o n t a i n e d  s u c h  

b o d i e s ,  w h i c h  a p p e a r e d  more o s m i o p h i l i c .  The abnormal
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a c c u m u l a t i o n  o f  t h e s e  v e s i c l e s  o v e r  t i m e  i n  c u l t u r e  s u g ­

g e s t s  t h a t  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  a r e  n o t  y e t  o p t i m a l  f o r  v e r y  

l o n g  t e r m  c u l t u r e .  T h i s  may b e  t h e  r e s u l t  o f  a  n u t r i t i o n a l  

d e f i c i t .  I f  t h i s  i s  t h e  c a s e  t h e n  t h i s  d e f i c i t  e x i s t s  i n  

b o t h  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  and d e f i n e d  medium c u l t u r e s  s i n c e  

t h e  a p p e a r a n c e  o f  l a m i n a r  b o d i e s  and t h e i r  i n c r e a s e  o v e r  

t i m e  i n  c u l t u r e  was  a p p a r e n t  i n  b o t h  c u l t u r e  m e d i a .  Ano­

t h e r  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  d i s r u p t i o n  o f  t h e  n a t u r a l  3 -  

d i m e n s i o n a l  e n v i r o n m e n t  and g r o w t h  o f  t h e s e  c e l l s  u n d e r  

p a r t i a l l y  d i s s o c i a t e d  c o n d i t i o n s  d o e s  n o t  a l l o w  f o r  n e c e s ­

s a r y  c e l l - c e l l  i n t e r a c t i o n s  and c o m m u n i c a t i o n s  t o  o c c u r .  

T h i s  may i n  t u r n  a f f e c t  t h e  c e l l s ’1 a b i l i t y  t o  c a r r y  o u t  

w a s t e  r e m o v a l .  An a d d i t i o n a l  e x p l a n a t i o n  i s  t h a t  c u l t u r e  

c o n d i t i o n s  c a u s e  t h e  a c c u m u l a t i o n  o f  c y t o t o x i c  e l e m e n t s  i n  

t h e  c e l l  t o  o c c u r  a t  an i n c r e a s e d  r a t e  w hi c h  i s  b e y o n d  t h e  

normal  c a p a c i t y  o f  t h e  c e l l  t o  h a n d l e .  S t u d i e s  u s i n g  

d i f f e r e n t  c o m p o n e n t s  and p r o p o r t i o n s  o f  medium a d d i t i v e s  

wo u ld  b e  u s e f u l  i n  f u r t h e r  e v a l u a t i n g  t h i s  q u e s t i o n .

N e u r o n a l  s o ma s  w e r e  s e e n  t o  e i t h e r  a t t a c h  d i r e c t l y  t o  

t h e  c u l t u r e  d i s h  o r  t o  b e  s i t u a t e d  on t o p  o f  f i b r o b l a s t ­

l i k e  c e l l s .  The m o s t  p r o b a b l e  e x p l a n a t i o n  f o r  t h i s  would  

b e  b a s e d  on a c o m b i n a t i o n  o f  t h e  random p l a c e m e n t  o f  c e l l s  

r e l a t i v e  t o  o n e  a n o t h e r  w h i l e  s e t t l i n g  and t h e  d i f f e r e n t i a l  

t i m e  i t  t a k e s  f o r  d i f f e r e n t  c e l l  t y p e s  t o  a t t a c h .  For  

e x a m p l e ,  i t  i s  known t h a t  f i b r o b l a s t s  a t t a c h  t o  t h e  c u l t u r e  

d i s h  more  r a p i d l y  t h a n  n e u r o n s .  I f  n e u r o n s  and f i b r o b l a s t s
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a r e  r e l a t i v e l y  c l o s e  t o  o n e  a n o t h e r  i n  a p a r t i c u l a r  a r e a  

t h e n  - f i b r o b l a s t s  Mould a t t a c h  f i r s t .  N e u r o n s  Mould t h e n  

form a t t a c h m e n t s  t o  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  f i b r o b l a s t s .  In 

o t h e r  a r e a s  w h e r e  n e u r o n s  a r e  n o t  i n  c l o s e  p r o x i m i t y  t o  

n o n n e u r o n a l  c e l l s ,  t h e y  wo u ld  f or m a t t a c h m e n t s  t o  t h e  

s u b s t r a t u m  o f  t h e  c u l t u r e  d i s h .

B. NonQeuronal_cells

One o f  t h e  m a j o r  d r a w b a c k s  i n  d o i n g  l o n g - t e r m  c u l t u r e  

work on normal  p r i m a r y  t i s s u e  i s  t h e  r a p i d  o v e r g r o w t h  o f  

t h e  c u l t u r e  by f i b r o b l a s t s  and o t h e r  c e l l  t y p e s  n o t  u n d e r  

i n v e s t i g a t i o n .  The o v e r g r o w t h  o f  n e u r o n a l  c u l t u r e s  by u n ­

w a n t e d  c e l l  t y p e s  h a s  b e e n  c h e c k e d  i n  s e v e r a l  l a b o r a t o r i e s  

by t h e  a d d i t i o n  o f  a g e n t s  known t o  i n t e r f e r e  w i t h  m i t o s i s .  

T h e s e  a g e n t s ,  h o w e v e r ,  may h a v e  an e f f e c t  on t h e  c e l l s  

b e i n g  s t u d i e d  and t h e i r  a v o i d a n c e  woul d b e  a d v a n t a g e o u s .  

S e r u m - f r e e  s u p p l e m e n t e d  medium o f f e r s  an a l t e r n a t i v e  t h a t  

a l l o w s  f o r  t h e  g r o w t h  o f  an e n r i c h e d  p o p u l a t i o n  o f  n e u r o n a l  

c e l l s .  In t h e  work r e p o r t e d  h e r e ,  p h a s e  m i c r o s c o p i c  o b s e r ­

v a t i o n  o f  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  v e r s u s  s e r u m - f r e e  c u l t u r e s  h a s  

shown a d r a m a t i c  d i f f e r e n c e  i n  t h e  number o f  n o n n e u r o n a l  

c e l l s  p r e s e n t  u nd er  t h e  t wo  c o n d i t i o n s .

1.  S e l e c t i _ g n  A f t e r  72  h o u r s  i n  c u l t u r e ,  n o n n e u ­

r o n a l  c e l l s  w e r e  p r e s e n t  i n  a b o u t  t h e  same d e n s i t y  i n  b o t h  

d e f i n e d  and s e r u m - s u p p l e m e n t e d  m e d i a .  By 12 d a y s  i n
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c u l t u r e ,  h o w e v e r ,  n o n n e u r o n a l  c e l l s  had f a rme d  a c o n f l u e n t  

1a y e r  i n  t h e  d i s h e a  c o n t a i n i n g  s e r u m - s u p p 1e m e n t e d  medium.  

The d i f f e r e n c e  i n  t h e  number o f  b a c k g r o u n d  n o n n e u r o n a l  

c e l l s  i n  t h e  2 m e d i a  a t  t h i s  t i m e  was  d r a m a t i c  ( comp are  

F i g s .  9  and 1 4 ) .  The g r e a t  r e d u c t i o n  i n  t h e  n o n n e u r o n a l  

c e l l  p o p u l a t i o n  i n  t h e  s e r u m - f r e e  c u l t u r e s  s h o u l d  make l o n g  

t e r m  s t u d i e s  o f  t h e s e  c e l l s  more f e a s i b l e .

S c a n n i n g  o f  d e f i n e d  medium c u l t u r e  d i s h e s  a t  12 d a y s  

s u g g e s t e d  an a c t u a l  r e d u c t i o n  i n  t h e  number o f  n o n n e u r o n a l  

c e l l s .  T h i s  was  s u p p o r t e d  by c o u n t s  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  

i n  p h o t o m i c r o g r a p h s  o f  a r e a s  o f  t h e  d i s h  w h e r e  c e l l s  w e r e  

p r e s e n t .  S i n c e  many a r e a s  o f  t h e  d i s h  w e r e  l a c k i n g  any  

c e l l s ,  t h e  c o u n t s  do n o t  r e p r e s e n t  a v e r a g e  numbers  o f  

n o n n e u r o n a l  c e l l s  p e r  u n i t  a r e a  o f  d i s h  b u t  r a t h e r  g i v e  an 

e s t i m a t e  o f  t h e  d e n s i t y  o f  t h e i r  p r e s e n c e  w h e n e v e r  e n c o u n ­

t e r e d .  I t  i s  u n c e r t a i n  w h e t h e r  t h e  g r e a t l y  r e d u c e d  n o n n e u -

r o n a l  c e l l  p o p u l a t i o n  s e e n  i n  12 and 2 0  d ay  d e f i n e d  medium

c u l t u r e s  a s  co mp a re d  t o  3 and 5  d ay  c u l t u r e s  i s  d u e  t o  a

s e l e c t i o n  p r o c e s s  a l o n e  o r  i f  a s l o w i n g  o f  t h e  c e l l  c y c l e

may c o n t r i b u t e  a s  w e l l .  At l e a s t  some o f  t h e  n o n n e u r o n a l  

c e l l s  a p p e a r  t o  d i v i d e  o v e r  t i m e  i n  c u l t u r e .  One a r e a  c o n ­

t a i n i n g  a f e w  n o n n e u r o n a l  c e l l s  on day 3 i n  c u l t u r e  was  

m o n i t o r e d  u n t i l  d ay  12 and s how ed  an a l m o s t  t h r e e f o l d  i n ­

c r e a s e  i n  c e l l  number .  One p o s s i b i l i t y  i s  t h a t  n o n n e u r o n a l  

c e l l s  f ro m a d j a c e n t  a r e a s  may h a v e  m i g r a t e d  t o  t h i s  s i t e  

and a c c o u n t  f o r  t h e  i n c r e a s e  i n  c e l l  number .  H ow ev er ,  t h i s
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s e e m s  u n l i k e l y  s i n c e  t h e r e  w e r e  -few n o n n e u r o n a l  c e l l s  i n  

t h e  a r e a  s u r r o u n d i n g  t h e  s i t e  on d ay  3 .  On da y  12 t h e  

c e l l s  w e r e  c o n c e n t r a t e d  i n  t h e  same a r e a  w i t h  s t i l l  no  

c e l l s  p r e s e n t  -for q u i t e  a d i s t a n c e  i n  t h e  s u r r o u n d i n g  

c i r c u m f e r e n c e .

The b a s a l  medium u s e d  i n  t h e  p r e p a r a t i o n  o f  a d e f i n e d  

medium c a n  i n f l u e n c e  t h e  s u r v i v a l  o f  c e r t a i n  c e l l  t y p e s .  

R e c e n t l y ,  i t  was  d i s c o v e r e d  t h a t  F12  d o e s  n o t  m a i n t a i n  

c h i c k  g l i a l  c e l l s  i n  c u l t u r e  {B o t t e n s t e i n ,  p e r s o n a l  commu­

n i c a t i o n s ) .  I f  t h e  same i s  t r u e  f o r  human g l i a l  c e l l s  t h e n  

t h e  r e d u c t i o n  i n  n o n n e u r o n a l  c e l l s  may b e  d ue  a t  l e a s t  i n  

p a r t  t o  t h e  f a i l u r e  o f  many n o n n e u r o n a l  c e l l s  t o  s u r v i v e  i n  

t h i s  medium.  I t  s e e m s  l i k e l y  t h a t  b o t h  s u r v i v a l  and c e l l  

c y c l i n g  p l a y  a r o l e  i n  t h e  s e l e c t i o n  p r o c e s s  s e e n  h e r e .

The g r e a t  r e d u c t i o n  i n  t h e  n o n n e u r o n a l  c e l l  p o p u l a t i o n  

i n  t h e  s e r u m - f r e e  c u l t u r e s  a s  co mp a re d  t o  s e r u m - s u p p l e m e n t ­

ed c u l t u r e s  makes  l o n g - t e r m  s t u d i e s  o f  human s y m p a t h e t i c  

n e u r o n s  more  f e a s i b l e .  In a d d i t i o n  t o  t h e  n e u r o n s  b e i n g  

much more v i s i b l e  and t h u s  much e a s i e r  t o  o b s e r v e  and m a n i ­

p u l a t e ,  e f f e c t s  o f  p o s s i b l e  " f a c t o r s "  p r o d u c e d  by n o n n e u ­

r o n a l  c e l l s  a r e  r e d u c e d  and e f f e c t s  o f  a dd ed  a g e n t s  much 

more  e a s i l y  and r e l i a b l y  a s s e s s e d .  I t  c a n  b e  e n v i s i o n e d  

t h a t  r e f i n e m e n t  o f  t h e  c u l t u r e  c o n d i t i o n s  c o u l d  c o m p l e t e l y  

e l i m i n a t e  t h e  n o n n e u r o n a l  c e l l s  or  e l i m i n a t e  s e l e c t i v e l y  

o n l y  f i b r o b l a s t s  o r  g l i a l  c e l l s .  The a d v a n t a g e  o f  t h i s
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l a t t e r  c o n d i t i o n  w o u l d  b e  t h a t  d i f f e r e n t  c o m b i n a t i o n s  o f  

c e l l s  c o u l d  b e  c u l t u r e d  and t h e i r  i n f l u e n c e  on n e u r o n a l  

d e v e l o p m e n t  a s s e s s e d .

A l t h o u g h  s e ru m  h a s  b e e n  r e m ov ed  f ro m t h e  medium,  t h e  

c u l t u r e  d i s h e s  w e r e  s e r u m  c o a t e d  b e f o r e  p l a t i n g  t h e  c e l l s  

t o  p r o m o t e  c e l l  a t t a c h m e n t .  P l a t i n g  c e l l s  i n  d e f i n e d  

medium w i t h o u t  s eru m c o a t i n g  was  a t t e m p t e d  w i t h  r a t  and  

c h i c k  p a r t i a l l y  d i s s o c i a t e d  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  and w i t h  a 

human l i n e  o f  n e u r o b l a s t o m a  <5K-N-SH S Y 5 Y ) . C e l l  a t t a c h ­

ment  was  d r a s t i c a l l y  r e d u c e d  and most  c e l l s  w e r e  f o u n d  

f l o a t i n g  i n  t h e  medium a f t e r  2 4 - 4 8  h o u r s .  Due t o  t h e  s c a r ­

c i t y  o f  t h e  f e t a l  t i s s u e  u s e d  i n  t h i s  s t u d y  i t s  p l a t i n g  

o n t o  u n c o a t e d  d i s h e s  was  n o t  a t t e m p t e d .

R e c e n t  s t u d i e s  h a v e  shown t h a t  a t t a c h m e n t —p r a m o t i n g  

f a c t o r s  s u c h  a s  p o l y l y s i n e  o r  f i b r o n e c t i n  c an  b e  u s e d  t o  

c o a t  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  t i s s u e  c u l t u r e  d i s h  t o  e n h a n c e  c e l l  

a d h e s i o n  (Yamada and O l d e n ,  1978s  Y a v i n  and Y a v i n ,  1 9 7 4 ) .  

T h e s e  f a c t o r s ,  h o w e v e r ,  may h a v e  a d d i t i o n a l  e f f e c t s  on t h e  

c e l l s .  P o l y l y s i n e  and f i b r o n e c t i n ,  f o r  e x a m p l e ,  i n c r e a s e  

p r o l i f e r a t l o n  i n  a n e u r o b l a s t o m a  l i n e  ( B o t t e n s t e i n  and  

S a t o ,  1 9 8 0 ) ,  w h i l e  f i b r o n e c t i n  c o a t i n g  o f  c u l t u r e  d i s h e s  

was shown t o  p r o m o t e  a d r e n e r g i c  d i f f e r e n t i a t i o n  i n  q u a i l  

c e l l s  ( S i e b e r - B l u m  e t . _ a l _ . ,  1 9 8 1 ) .  The r o l e  o f  t h e

i n t e r c e l 1 u l a r  m a t r i x  on d i f f e r e n t i a t i o n  and m i t o s i s  i s  com­

p l e x .  D e f i n e d  medium c u l t u r e  o f  c e l l s  may o f f e r  an i m p r o ­
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v e d  c u l t u r e  s y s t e m  -for a p p r o a c h i n g  t h i s  p r o b l e m .  B e c a u s e  

o f  t h e  p o t e n t i a l  v a r i a b l e s  t h a t  m i g h t  b e  i n t r o d u c e d  by t h e  

u s e  o f  a t t a c h m e n t - p r o m o t i n g  f a c t o r s ,  t h e  p r o t o c o l  o f  B o t -  

t e n s t e i n  and S a t o  Mas a d h e r e d  t o  f o r  t h i s  s t u d y .  F u r t h e r  

s t u d i e s  s h o u l d  b e  d o n e  t o  t r y  t o  e l i m i n a t e  t h e  n e e d  f o r  

s e r um  c o a t i n g .

2. Identity

F h a s e  m i c r o s c o p y  o f  e a r l y  ( 7 2  h o u r )  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  

c u l t u r e s  s ho wed  c e l l s  w i t h  a s p i n d l e - s h a p e d  m o r p h o l o g y .  At  

l a t e r  t i m e  p e r i o d s  (5 d a y s ) ,  i t  was  e v i d e n t  t h a t  t h e r e  w e r e  

2 d i s t i n c t  p o p u l a t i o n s  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s .  Beyond 10 d a y s  

i n  c u l t u r e ,  i t  was  i m p o s s i b l e  t o  d i s c e r n  c e l l u l a r  m o r p h o l o ­

g y  d u e  t o  c r o w d i n g .  The f i r s t  c e l l  t y p e  was  s m a l l  i n  s i z e ,  

g e n e r a l l y  e l o n g a t e d ,  a p p e a r i n g  b i - p o l a r  and v e r y  d e n s e .

T h i s  c e l l  d i d  n o t  s p r e a d  o u t  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  d i s h  

and i n  i n t e r m e d i a t e  a g e  c u l t u r e s  (when c r o w d i n g  from o v e r ­

g r o w t h  was  n o t  a p r o b l e m )  c o u l d  b e  s e e n  a b o v e  t h e  p l a n e  o f  

and s i t u a t e d  o v e r  t h e  s e c o n d  n o n n e u r o n a l  c e l l  t y p e .  Group­

i n g  o f  t h e s e  s m a l l e r ,  b i - p o l a r  c e l l s  i n t o  r i b b o n  o r  c h a i n ­

l i k e  f o r m a t i o n s  was  common.  The b i - p o l a r  s h a p e ,  d e n s e  

c y t o p l a s m  and p a l i s a d e - l i k e  a r r a n g e m e n t  o f  c e l l s  h a s  f r e ­

q u e n t l y  b e e n  u s e d  t o  i d e n t i f y  Schwann c e l l s  f rom p e r i p h e r ­

a l  n e r v e  c u l t u r e s  o f  r a t  (Duboi  s —Dal  c q  e t  al_. , 19 81;  Wood

1966)  and human (Murray and S t o u t ,  19 42 ;  A s k a n a s  e t  al^. , 

1 9 8 0 ) .  The c e l l s  i n  t h e  c u l t u r e s  f r o m  t h i s  s t u d y  t h a t
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p o s s e s s  t h e  same c h a r a c t e r i s t i c s  a r e  t h e r e - f o r e  b e l i e v e d  t o  

be  g l i a l .  More r e c e n t  s t u d i e s  on r a t  p e r i p h e r a l  n e r v e  

c u l t u r e s  h a v e  shown t h a t  o n l y  c e l l s  w i t h  t h i s  m o r p h o l o g y  

show i mmunof 1u o r e s c e n c e  s t a i n i n g  w i t h  a n t i s e r a  t o  R a n - 1 ,  a 

Schwann c e l l  s p e c i f i c  s u r f a c e  a n t i g e n  ( B r o c k e s  e t  a 1 . ,

The g l i a l  c e l l s  w e r e  f o u n d  i n t e r m i x e d  w i t h  s m a l l  g r o u p s  o f  

n e u r o n a l  c e l l s  a s  w e l l  a s  i s o l a t e d  f rom t h e  n e u r o n a l  

s o m a s .  Somas  o f  t h e s e  c e l l s  c o n t a i n e d  t h e  u s u a l  a r r a y  o f  

o r g a n e l l e s .  They w e r e  d i s t i n g u i s h e d  f ro m o t h e r  c e l l  t y p e s  

i n  t h e  c u l t u r e s  by t h e  h i g h  d e g r e e  o f  e l e c t r o n  d e n s i t y  o f  

t h e i r  n u c l e u s  and c y t o p l a s m ,  t h e i r  s i z e ,  s h a p e  and f r e ­

q u e n t  a s s o c i a t i o n  w i t h  n e u r i t e s  and n e u r o n a l  s o m a s .  T h e s e  

c y t o p l a s m i c  f e a t u r e s  a r e  t h e  same a s  d e s c r i b e d  i n  u l t r a -  

s t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  Schwann c e l l s  f rom i n̂ vi_yo m i d ­

g e s t a t i o n  human f e t u s e s  (Gamble e t  al_. , 1 9 7 8 ) ,  w i t h  t h e

e x c e p t i o n  t h a t  t h e  g l i a l  c e l l s  i_g y i . vg  w e r e  s u r r o u n d e d  

by a  b a s a l  l a m i n a .  Schwann c e l l s ,  d i s s o c i a t e d  and p l a c e d  

i n  c u l t u r e ,  h a v e  n o  b a s a l  l a m i n a  o r  a s s o c i a t e d  c o l l a g e n  

( D u b o i s - D a l c q  e t  a l . ,  1981* Cd en wa ld  and A s k a n a s ,  1 9 8 1 ) .  

H o we ve r ,  i f  t h e  i n t e g r i t y  o f  t h e  i m m e d i a t e  e n v i r o n m e n t  i s  

m a i n t a i n e d  a s  i n  e x p l a n t s  o f  w h o l e  g a n g l i a  ( A r m a t i - G u l s o n , 

1 9 8 0 )  b a s a l  l a m i n a  w i l l  f o r m.

The s e c o n d  t y p e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l  was  much l a r g e r  i n  

s i z e ,  v e r y  f l a t  and f r e q u e n t l y  f o u n d  i n  m u l t i l a y e r e d  

a r r a n g e m e n t ,  t h e  b o t t o m  c e l l  a l w a y s  l y i n g  i n  c l o s e  a s s o c i a ­

t i o n  w i t h  t h e  s u b s t r a t e .  O th e r  s t u d i e s  o f  c u l t u r e d  p e r i -
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p h e r a l  n e r v o u s  s y s t e m  ( A r m a t i - G u l s o n , 19 80;  D u b o i s —D a l c q

r 19 81 ;  A s k a n a s  e t  al_. , 1980 )  s howed l a r g e  - f l a t

p o l y m o r p h i c  c e l l s  w h i c h  s p r e a d  o u t  o v e r  t h e  s u r f a c e  o f  t h e  

c u l t u r e  d i s h .  T h e s e  c e l l s  f r e q u e n t l y  f o rme d  a p a v i n g  s h e e t  

w i t h  Schwann c e l l s  l y i n g  a c r o s s  and i n t e r w e a v i n g  b e t w e e n  

t hem <A r m a t i - G u l s o n , 1 9 8 0 ) .  T h e s e  c e l l s  h a v e  b e e n  shown t o

s t a i n  w i t h  f i b r o b l a s t - s p e c i f i c  Thy 1 . 1  a n t i s e r a  ( B r o c k e s  

i t  i l - » 1 9 79 )  and a r e  i d e n t i f i e d  a s  f i b r o b l a s t s .  The f i n e

s t r u c t u r e  o f  t h e s e  c e l l s  d i f f e r s  f rom t h e  g l i a l  c e l l  i n  

t h a t  t h e i r  n u c l e i  and c y t o p l a s m  a r e  l e s s  d e n s e .  In a d d i ­

t i o n ,  t h e  c y t o p l a s m  h a s  e x t e n s i v e  r e r  and n u m e ro u s  s u r f a c e  

b l e b s ,  u n l i k e  g l i a l  c e l l s  (Duboi  s - D a l c q  e t  al_. , 1 9 8 1 ) .

T h e r e  i s  a l s o  no e v i d e n c e  o f  c y t o p l a s m i c  p r o j e c t i o n s  o f  

t h e s e  c e l l s  e n v e l o p i n g  n e u r i t e s  or  n e u r o n a l  s o m a s .

D e f i n e d  medium c u l t u r e s  a l s o  s howed 2 d i s t i n c t l y  d i f ­

f e r e n t  n o n n e u r o n a l  c e l l s .  One,  a g l i a l - l i k e  c e l l ,  was  

s m a l l  i n  s i z e ,  w i t h  d e n s e  h e t e r o c h r o m a t i n  and c y t o p l a s m ,  

and f r e q u e n t l y  s how ed  c y t o p l a s m i c  e n v e l o p m e n t  o f  s e v e r a l  

n e u r i t i c  p r o f i l e s .  As w i t h  t h e  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l ­

t u r e s ,  t h e s e  g l i a l - l i k e  c e l l s  w e r e  f o u n d  e i t h e r  i n  a s s o c i a ­

t i o n  w i t h  n e u r o n s  or  i s o l a t e d  from n e u r o n a l  s oma s  b u t  i n  

a s s o c i a t i o n  w i t h  n e u r o n a l  p r o c e s s e s .  The o t h e r  n o n n e u r o n a l  

c e l l  was  s i m i l a r  i n  u l t r a s t r u c t u r e  t o  t h a t  s e e n  i n  s e r u m -  

c o n t a i n i n g  c u l t u r e s  when v i e w e d  i n  s e c t i o n s  c u t  p e r p e n d i c u ­

l a r  t o  t h e  s u b s t r a t e ,  e x c e p t  t h a t  m u l t i l a y e r s  o f  t h i s  c e l l  

t y p e  w e r e  n o t  f o u n d .  P h a s e  m i c r o s c o p y  o f  t h e  c e l l  when
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v i e w e d  p a r a l l e l  t o  t h e  s u b s t r a t e ,  h o w e v e r ,  s how ed  t h a t  t h e  

c e l l  was  v e r y  f l a t t e n e d  b u t  a l m o s t  a l w a y s  c i r c u l a r  r a t h e r  

t h a n  p o l y m o r p h i c .  In s p i t e  o f  t h e  d i f f e r e n c e  i n  c e l l  

m o r p h o l o g y ,  i t  i s  f e l t  f rom t h e i r  u l t r a s t r u c t u r a l  s i m i l a r ­

i t i e s  t h a t  t h i s  r e p r e s e n t s  t h e  same f i b r o b l a s t - l i k e  c e l l  

f o u n d  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s .  C u l t u r e  medium may 

a f f e c t  c e l l  s h a p e .  P e r h a p s  t h e  r e m o v a l  o f  s erum o r  t h e  

a d d i t i o n  o f  o n e  o r  more  o f  t h e  d e f i n e d  medium i n g r e d i e n t s  

a c c o u n t s  f o r  t h i s  c h a n g e .  T e s t i n g  f o r  t h e  p r e s e n c e  o f  

s p e c i f i c  c e l l  s u r f a c e  m a r k e r s  may o f f e r  i n s i g h t  r e g a r d i n g  

t h e  e x a c t  i d e n t i t y  o f  t h e  n o n n e u r o n a l  c e l l  p o p u l a t i o n .

I I .  tJGF_ReguiLr e m e n t

The human g a n g l i o n  c e l l s  grown i n  t h e  a b s e n c e  o f  NGF 

a t t a c h e d  t o  t h e  s u b s t r a t e  b u t  l i t t l e  n e u r i t e  e x t e n s i o n  was  

n o t e d .  The a d d i t i o n  o f  s e r u m  t o  t h e  medium d i d  n o t  e n h a n c e  

n e u r i t e  o u t g r o w t h .  By c o m p a r i s o n ,  n e u r i t e  f o r m a t i o n  a t  5  

d a y s  was  e x t e n s i v e  i n  a l l  c u l t u r e s  t o  w h i c h  NGF was  a d d e d .  

The NGF r e q u i r e m e n t  by s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  f o r  m a i n ­

t e n a n c e  and n e u r i t e  e x t e n s i o n  h a s  b e e n  w e l l  d o c u m e n t e d  ( f o r  

r e v i e w  s e e  L e v i - M o n t a l c i n i  and A n g e l i t t i ,  1 9 6 8 ,  and t h e  

I n t r o d u c t i o n ) .  O t h e r  i n v e s t i g a t o r s  ( He r vo ne n  e £ _ a Li.»

1978> u s i n g  human s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  f o u n d  t h a t  t h e  

c e l l s  grown i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  medium e x t e n d e d  n e u r i t e s  

and s u r v i v e d  i n  c u l t u r e  f o r  s e v e r a l  w e e k s ,  a l t h o u g h  n e u r ­

i t e s  w e r e  c o n s i d e r a b l y  s h o r t e r  t h a n  t h o s e  i n  c u l t u r e s  w i t h
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NGF. I t  i s  p o s s i b l e  t h a t  e n d o g e n o u s  s o u r c e s  o f  NGF m i g h t  

a c c o u n t  -for t h e  s u r v i v a l  and n e u r i t e  o u t g r o w t h  i n  t h i s  

c a s e .  G l i a l  c e l l s  a s  w e l l  a s  s e ru m h a v e  b e e n  shown t o  

c o n t a i n  s m a l l  a m o u n t s  o-f NGF ( E b en d al  and J a c o b s o n ,  1977;  

Varon e t  al , .  , 1 9 7 4 ) .  The amount  a-f NGF p r e s e n t  i n  s erum

may v a r y  g r e a t l y  f rom b a t c h  t o  b a t c h  and among c o m m e r c i a l  

s o u r c e s .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  s e v e r a l  d i f f e r e n t  s eru m com­

p o n e n t s  h a s  b e e n  m e a s u r e d  and f o u n d  t o  b e  e x t r e m e l y  v a r i a ­

b l e  (Waymouth,  1 9 7 2 ) .  The g r o w t h  o f  normal  c e l l s  i n  t h e  

a b s e n c e  o f  s eru m wo u ld  t h e r e f o r e  o v e r c o m e  t h i s  s o u r c e  o f  

e x p e r i m e n t a l  v a r i a b i l i t y .

I I I .  S y n a g s e _ F g r m a t  i^Dn

The f i n d i n g  o f  s y n a p s e s  i n  l o n g  t e r m  c u l t u r e s  o f  t h e  

g a n g l i o n  c e l l s  i s  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e i r  o c c u r r e n c e  i n  c u l ­

t u r e d  g a n g l i a  f ro m c h i c k  ( T e i c h b e r g  and Hal t z ma n ,  1 9 7 3 ) ,  

mouse (Kim and Muncasa ,  1 9 7 4 ) ,  r a t  (Bunge  e t  a i .  , 1974;

O ' L ag u e  e t  al_. , 1 974;  O l s e n  and Bunge ,  1 9 7 3 ;  R e e s  and

B u ng e ,  1974)  and human ( H e r vo n en  e t  al_. , 1 9 7 8 ) .  E l e c t r o -

p h y s i o l o g i c  and p h a r m a c o l o g i c  s t u d i e s  (G’ L a g u e  e t  a l . ,

197 4)  h a v e  i n d i c a t e d  t h a t  some o f  t h e  s y n a p s e s  made b e t w e e n  

p r i n c i p a l  n e u r o n s  a r e  e x c i t a t o r y  c h o l i n e r g i c .  T h i s  i s  u n­

e x p e c t e d  s i n c e  t h e  o n l y  s y n a p s e s  f o u n d  b e t w e e n  t h e  p r i n c i ­

p a l  n e u r o n s  i.n y i v g  a r e  i n h i b i t o r y  and a d r e n e r g i c  ( Ko b a y a -  

s h i  and Li b e t ,  19 70;  J a c o b o w i t z ,  1 9 7 0 ) .  The s y n a p s e s  f o u n d  

i n  c u l t u r e  a r e  t h o u g h t  t o  b e  n e w l y  f o r m e d  i n  v i t r o  s i n c e
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g a n g l i o n i c  c o n n e c t i o n s  a r e  s e v e r e d  a t  t h e  t i m e  o f  e x p l a n t a ­

t i o n  and an y  e x i s t i n g  s y n a p s e s  wo u ld  h a v e  d e g e n e r a t e d .  The  

t y p e  o f  s y n a p s e  f o u n d  i n  c u l t u r e s  o f  t h e  human n e u r o n s  i s  

n o t  known.  The u l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  s y n a p t i c  r e g i o n  

( s m a l l  a g r a n u l a r  v e s i c l e s  and o c c a s i o n a l  LDCV) i s  c o n s i s ­

t e n t  w i t h  some c h o l i n e r g i c  e n d i n g s  i n  humans  ( S c h u l m a n ,

1 9 7 5 ) ,  w i t h  i m m a t u r e  a d r e n e r g i c  n e u r o n s ,  w i t h  a d r e n e r g i c  

e n d i n g s  w h o s e  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  a r e  n o t  p r e s e r v e d  

by normal  f i x a t i o n  p r o c e d u r e s ,  o r  w i t h  c u l t u r e d  n e u r o n s  

e x p r e s s i n g  more t h a n  o n e  t r a n s m i t t e r  p h e n o t y p e  < s e e  I n t r o ­

d u c t i o n — P l a s t i c i t y  i n  y i .yo  and i n  v i t r o )  . U l t r a s t r u c t u r e  

o f  s y n a p t i c  e n d i n g s  i n  r a t  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  o v e r  

an S week p e r i o d  i n  c u l t u r e  s h o w s  a s h i f t  f rom p r e d o m i n a n t ­

l y  a d r e n e r g i c  t o  p r e d o m i n a n t l y  c h o l i n e r g i c  p h e n o t y p e  ( J o h n ­

s o n  e t  a i .  , 1 9 8 0 ) .  S u f f i c i e n t  t i m e  p o i n t s  w e r e  n o t  d o n e

i n  t h i s  s t u d y  t o  t e l l  i f  t h e r e  was  an u l t r a s t r u c t u r a l  

c h a n g e  i n  t h e  s y n a p t i c  p r o f i l e s  w h i c h  wo u ld  i n d i c a t e  s u c h  a 

s h i f t .  S y n a p s e s  w e r e  n o t  f o u n d  a t  5 and 10 d a y s  i n  c u l t u r e  

b u t  w e r e  f o u n d  a t  2 0  d a y s  i n  y i t r o .  I t  i s  u n l i k e l y  t h a t  

a d r e n e r g i c  s y n a p s e  f o r m a t i o n  and s h i f t  t o  c h o l i n e r g i c  e x ­

p r e s s i o n  a r e  o c c u r r i n g  i n  t h e  10 d ay  p e r i o d  o f  t i m e .  

C y t o c h e m i c a l  work p e r f o r m e d  d u r i n g  t h e  s e c o n d  p a r t  o f  t h i s  

t h e s i s  d e m o n s t r a t e d  t h a t  t h e  n e u r o n s  o v e r  s h o r t  and l o n g  

t e r m  c u l t u r e  r e t a i n  an a d r e n e r g i c  p h e n o t y p e .  P r e l o a d i n g  

o f  t h e  c e l l s  w i t h  5* OHDA b e f o r e  f i x a t i o n  d i d  n o t  r e v e a l  

t h e  p r e s e n c e  o f  a p o p u l a t i o n  o f  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .

I t  s e e m s  r e a s o n a b l e  t o  a s s u m e  t h e n  t h a t  t h e s e  s y n a p s e s
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r e p r e s e n t  i mma tu re  a d r e n e r g i c  e n d i n g s .  A l t e r n a t i v e l y ,

"dual  t r a n s m i t t e r " s y n t h e s i s  may b e  o c c u r r i n g  i n  t h e s e  

n e u r o n s  s o  t h a t  c h o l i n e r g i c  e n d i n g s  may b e  p r e s e n t  i n  s p i t e  

o f  t h e  d e m o n s t r a t i o n  o f  m o n o a m i n e s .  C l e a r l y  more  work on 

t h e  d e v e l o p m e n t a l  s e q u e n c e  o f  s y n a p s e  - f o r m a t i o n  i n  c u l t u r e s  

o f  human s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  a s  w e l l  a s  e l e c t r o p h y -  

s i o l o g i c a l ,  i m m u n o l o g i c a l  and p h a r m a c o l o g i c a l  s t u d i e s  must  

b e  d o n e .

E x a m i n a t i o n  o f  i n̂ v i v o  g a n g l i a  o c c a s i o n a l l y  s howed  

t h e  p r e s e n c e  o f  s y n a p s e s  t h a t  w e r e  t h o u g h t  t o  b e  t h e  c h o l ­

i n e r g i c  e n d i n g s  o f  p r e g a n g l i o n i c  f i b e r s .  S y n a p t i c  c o n n e c ­

t i o n s  a r e  p r e s e n t  i_n v i .yg  a s  e a r l y  a s  12 w e e k s  ( H e rv o ne n  

and K a n e r v a ,  197 2)  and a r e  p r e d o m i n e n t 1 y o f  p r e g a n g l i o n i c  

o r  i g i n .

IV.  D e y e i g g m e n t a i _ S t a g i n g

A l l  t i m e  p o i n t s  e x a m i n e d  (5 ,  10 ,  20  d a y  d e f i n e d  medium

and s e r u m - s u p p l e m e n t e d  c u l t u r e s  and 4 0  d ay  d e f i n e d  medium 

c u l t u r e s )  s how ed  c e l l s  t h a t  r a n g e d  i n  d e v e l o p m e n t a l  m a t u r a ­

t i o n  f r o m  t h e  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l  t o  t h e  more  m a t u r e  

yo un g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n .  T h i s  d e m o n s t r a t e s  t h a t  d e f i n e d  

medium a l l o w s  f o r  t h e  s u r v i v a l  o f  a l l  t h e  c e l l  t y p e s  r e p r e ­

s e n t i n g  t h e  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  n e u r o n a l  m a t u r a t i o n .  A l ­

t h o u g h  d i f f e r e n t  n e u r o n a l  c e l l  t y p e s  w e r e  f o u n d  i n  a l l  c u l ­

t u r e s ,  t h e r e  was  a p r o g r e s s i o n  t o w a r d s  more  m a t u r e  a p p e a r -
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i n g  n e u r o n s  i n  l a t e r  c u l t u r e s  ( 20  and 4 0  d a y ) .  E x a m i n a t i o n  

a-f c u l t u r e s  grown i n  b o t h  s e r u m —s u p p l e m e n t e d  and d e l i n e d  

m e d i a  s howed t h a t  t h e  more m a t u r e  n e u r o b l a s t s  and s y m p a t h e ­

t i c  n e u r o n s  w e r e  t h e  mos t  common d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  -found 

i n  t h e  2 0  d ay  c u l t u r e s  ( s e e  T a b l e  I I I ) .  F i v e  and t e n  day  

c u l t u r e s  had n e u r o n s  a l m o s t  e q u a l l y  d i v i d e d  among t h e  

p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l s  and n e u r o b l a s t s  w h i l e  v e r y  -few 

c e l l s  w e r e  l a b e l l e d  a s  y ou n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n s .

A s t u d y  a-f p r o g r e s s i v e  m a t u r a t i o n  i n  c u l t u r e  was  n o t  

o n e  o f  t h e  i n i t i a l  o b j e c t i v e s  o f  t h i s  s t u d y .  A f t e r  e x t e n ­

s i v e  e x a m i n a t i o n  o f  t h e  u l t r a s t r u c t u r e  o f  t h e  n e u r o n s  f rom  

a l l  t i m e  p e r i o d s ,  i t  was  f e l t  t h a t  a g r e a t e r  number o f  

n e u r o n s  i n  t h e  o l d e r  c u l t u r e s  w e r e  more m a t u r e  u l t r a s t r u c -  

t u r a l l y .  An a n a l y s i s  u s i n g  t h e  m a t e r i a l  a v a i l a b l e  was  d o n e  

w h i c h  s u p p o r t e d  t h e  i n i t i a l  o b s e r v a t i o n s .  Even t h o u g h  much 

was d o n e  t o  i n s u r e  t h e  r a n d o m n e s s  o f  t h e  s a m p l e ,  t h e  

l i m i t e d  number o f  f e t u s e s ,  t h e  i n h e r e n t  b i a s  i n  c l a s s i f y i n g  

n e u r o n s  f rom m i c r o g r a p h s  a l r e a d y  s t u d i e d  and t h e  l a c k  o f  

i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  t h e  a x i a l  l e v e l  o f  t h e  g a n g l i a  f rom  

w h i c h  t h e  c u l t u r e s  w e r e  t a k e n  may a f f e c t  t h i s .  T h e r e f o r e ,  

t h e s e  r e s u l t s  a r e  o f f e r e d  a s  p r e l i m i n a r y  o b s e r v a t i o n s .  In 

v i e w  o f  t h e  f i n d i n g s  f rom t h i s  a n a l y s i s ,  s e v e r a l  c o n s i d e r ­

a t i o n s  a r e  d i s c u s s e d  b e l o w .

The f a v o r e d  s u r v i v a l  o f  n e u r o n s  f rom a s p e c i f i c  d e v e ­

l o p m e n t a l  s t a g e  wo u ld  n o t  b e  s u f f i c i e n t  t o  a c c o u n t  f o r  t h e
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d a t a  i n  T a b l e  I I I  s i n c e  a l l  t h e  d i f f e r e n t  s t a g e s  s u r v i v e d  

t h r o u g h  4 0  d a y s  i n  c u l t u r e .  W h i l e  p a r t i a l  s e l e c t i o n  i s  

s t i l l  p o s s i b l e  ( t h a t  i s ,  more i m m at u re  c e l l s  d y i n g  o v e r  

t i m e  i n  c u l t u r e ) ,  p h a s e  and e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a ­

t i o n  o f  c e l l s  f rom t h e  d i f f e r e n t  c u l t u r e s  d i d  n o t  show any  

e v i d e n c e  o f  c e l l  n e c r o s i s  a t  5 ,  10 ,  and 2 0  d a y s .  A v e r y

l a r g e  p e r c e n t  o f  t h e  i mm a t u r e  n e u r o n s  w o u l d  h a v e  t o  d i e  t o  

a c c o u n t  f o r  t h e  c h a n g e  i n  t h e  y o u n g  s y m p a t h e t i c  n e u r o n  

c l a s s  f rom 2 t o  50 / i .  E x a m i n a t i o n  o f  4 0  d ay  c u l t u r e s ,  i n  

g e n e r a l ,  s ho wed  l e s s  h e a l t h y  a p p e a r i n g  c e l l s .  Somas  o f  

many o f  t h e  n e u r o n s  c o n t a i n e d  l a r g e  a mo u n t s  o f  o s m i o p h i l i c  

v a c u o l e s .  T h e r e f o r e ,  c e l l s  f rom 4 0  da y  c u l t u r e s  w e r e  n o t  

i n c l u d e d  i n  t h e  d e v e l o p m e n t a l  a n a l y s i s .  B e c a u s e  o f  t h e  

n e c e s s i t y  o f  a l a r g e  number o f  t h e  p r i m i t i v e  n e u r o n s  d y i n g  

b e t w e e n  5 and 2 0  d a y s  t o  a c c o u n t  f o r  t h e  d e v e l o p m e n t a l  

s e q u e n c e  s e e n  and t h e  l a c k  o f  e v i d e n c e  o f  s u c h  d e a t h ,  t h e  

r e s u l t s  o f  t h i s  a n a l y s i s  c o u l d  n o t  b e  a c c o u n t e d  f o r  by t h i s  

m e a ns .  S e l e c t i o n  d u r i n g  p r e p a r a t i o n  o f  t h e  c u l t u r e s  a l s o  

s e e m s  u n l i k e l y  s i n c e  1 - 2  w h o l e  g a n g l i a  w e r e  u s e d  f o r  e a c h  

c u l t u r e  d i s h .  In a d d i t i o n ,  c u l t u r e s  w e r e  d e r i v e d  f rom 3 

f e t u s e s .  For c u l t u r e s  d e r i v e d  f rom a p a r t i c u l a r  e m b ry o ,  a t  

l e a s t  2 s p e c i m e n s  f o r  e a c h  t i m e  p o i n t  and f o r  e a c h  medium 

c o n d i t i o n  w e r e  e x a m i n e d .  C e l l s  i n  5 d ay  c u l t u r e s ,  

t h e r e f o r e ,  had 10 and 2 0  d ay  s i s t e r  c u l t u r e s  e s t a b l i s h e d  

f rom t h e  same embryo  i n c l u d e d  i n  t h e  a n a l y s i s .

The number o f  n e u r o n a l  c e l l s  d i d  n o t  a p p e a r  t o  i n ­
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c r e a s e  i n  c u l t u r e .  M i t o t i c  - f i g u r e s  w e r e  n e v e r  e n c o u n t e r e d  

i n  any p h a s e  o r  e l e c t r o n  m i c r o s c o p i c  e x a m i n a t i o n .  Even i f  

m i t o t i c  a c t i v i t y  was  s t i l l  o c c u r r i n g ,  o n e  wo u ld  e x p e c t  t h a t  

t h i s  wo u l d  i n f l u e n c e  r e s u l t s  by i n c r e a s i n g  t h e  number o f  

y o u n g e r  s t a g e  n e u r o n s  i n  t h e  o l d e r  c u l t u r e s .  J u s t  t h e  

o p p o s i t e  was  f o u n d .

One o f  t h e  c r i t e r i a  u s e d  f o r  c l a s s i f y i n g  n e u r o n s  was  

t h e  r a t i o  o f  c y t o p l a s m  t o  n u c l e u s .  The p a r t  o f  t h e  c a l l  

e x a m i n e d  and t h e  a n g l e  o f  t h e  s e c t i o n  may p r o d u c e  a b i a s e d  

v i e w  o f  t h i s  r e l a t i o n s h i p .  I t  was  f e l t ,  h o w e v e r ,  t h a t  t h e  

number o f  n e u r o n s  v i e w e d ,  t h e  i n c l u s i o n  o n l y  o f  n e u r o n s  

w h o s e  s e c t i o n s  r e p r e s e n t e d  c u t s  t h r o u g h  a p p r o x i m a t e l y  t h e  

c e n t e r  o f  t h e  n u c l e u s  and t h e  i n c l u s i o n  o f  2 o t h e r  s e p a r a t e  

c r i t e r i a  f o r  e v a l u a t i n g  m a t u r a t i o n  ( n u c l e a r  and c y t o p l a s m i c  

d i f f e r e n t i a t i o n )  made t h i s  c o m p a r i s o n  a v a l i d  o n e .

From t h e  a b o v e  c o n s i d e r a t i o n s ,  t h e  f i n d i n g  o f  more  

m a t u r e  n e u r o n s  i n  o l d e r  c u l t u r e s  o f  t h e  g a n g l i o n  c e l l s  i s  

t h o u g h t  t o  r e p r e s e n t  a m a t u r a t i o n  p r o c e s s  i n  v i t r o  and i s  

n o t  t h e  r e s u l t  o f  s e l e c t i o n  or  s u r v i v a l  i n  c u l t u r e .

E x a m i n a t i o n  and c l a s s i f i c a t i o n  o f  i n  vi_vg g a n g l i a  was  

d o n e  t o  g a i n  an a p p r e c i a t i o n  f o r  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c e l l  

t y p e s  i n  t h e  s e c o n d  t r i m e s t e r  f e t u s .  N e u r o n s  w e r e  p r e d o m i -  

n e n t l y  c l a s s i f i e d  a s  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c ,  t h e  y o u n g e s t  

d e v e l o p m e n t a l  s t a g e .  A d i r e c t  c o m p a r i s o n  was  n o t  made
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b e t w e e n  t h e  d i s t r i b u t i o n  o f  c e l l s  i n  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  

i n  i n  y i y o  g a n g l i a  and t h o s e  i n  c u l t u r e  s i n c e  g a n g l i a  u s e d  

f o r  i_n v i v o  e x a m i n a t i o n  w e r e  n o t  f r o m  t h e  same f e t u s e s  a s  

t h o s e  t h a t  w e r e  c u l t u r e d .  The p o s s i b i l i t y  e x i s t s  t h a t  i n  

y i £ r o  c e l l s  w e r e  e s t a b l i s h e d  f r o m  g a n g l i a  t h a t  s howed a 

more a d v a n c e d  d e g r e e  o f  d e v e l o p m e n t  a t  t h e  t i m e  o f  c u l t u r e .  

H o we v e r ,  t h e  c ro wn - ru mp  l e n g t h s  ( an i n d e x  o f  e m b r y o n i c  

a g e )  o f  t h e  f e t u s e s  u s e d  f o r  i n  y i y o  s t u d i e s  w e r e  a p p r o x i ­

m a t e l y  t h e  same a s  t h o s e  u s e d  f o r  c u l t u r e  ( 1 0 . 5 - 1 6  cm i n  

v i v o  v e r s u s  1 0 . 5 - 1 7  cm i n  v i t r o ) .  I f  i t  i s  v a l i d  t o  a s ­

sume t h a t  t h e  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  o f  t h e  c u l t u r e d  g a n g l i a  

a t  t h e  t i m e  o f  e x p l a n t a t i o n  w e r e  t h e  same a s  t h e  i n  y i y o  

g a n g l i a  s t u d i e d ,  t h e n  t h e  e x p l a n t e d  n e u r o n a l  c e l l s  c o n t i n u e  

t h e  m a t u r a t i o n  p r o c e s s  a l r e a d y  b eg un i n  v i v o .  S i n c e  

m a t u r a t i o n  i s  more a d v a n c e d  e v e n  a t  5  and 10 d a y s  i n  

c u l t u r e  a s  c om pa re d  t o  i n  y i y o ,  t h e  m a t u r a t i o n  and a g i n g  

p r o c e s s  may b e  o c c u r r i n g  a t  an a c c e l e r a t e d  p a c e .  C a r e f u l  

s t u d i e s  e x a m i n i n g  t h e  d e g r e e  o f  m a t u r a t i o n  o f  g a n g l i o n  

c e l l  5 t h r o u g h o u t  t h e  s e c o n d  t r i m e s t e r  and c o m p a r a t i v e  

u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s  b e t w e e n  i n  y i y o  s e c o n d  t r i m e s t e r  

g a n g l i o n  c e l l s  and c u l t u r e s  o f  g a n g l i a  f rom t h e  same  

f e t u s e s  i s  n e e d e d  f o r  c o n f i r m a t i o n .

S I F  c e l l s  w e r e  n o t  f o u n d  i n  t h e  i n  y i y o  and i n  v i t r o  

m a t e r i a l  a l t h o u g h  t h e y  a r e  known t o  b e  p r e s e n t  i n  t h e  human 

g a n g l i a  a t  t h i s  s t a g e  ( He r vo n en  and K a n e r v a ,  1 9 7 2 ) .  T h i s  

i s  mos t  l i k e l y  d ue  t o  s a m p l i n g  s i n c e  S IF  c e l l s  a r e  s c a r c e
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i n  number .

V. M g u C Q b c m a

The w i d e  u s e  o f  n e u r o b l a s t o m a  a s  a model  s y s t e m  -for 

d e v e l o p m e n t a l  s t u d i e s  had i n  p a r t  p r o m p t e d  t h i s  u l t r a s t r u c -  

t u r a l  i n v e s t i g a t i o n .  S e v e r a l  human l i n e s ,  b o t h  p a r e n t a l  

(E. B a r n e s ,  1780)  and c l o n e s  d e r i v e d  f rom t h e s e  l i n e s  ( B u r -  

m e i s t e r ,  1982;  C a r r o l l ,  1 9 8 2 ) ,  h a v e  b e e n  e x t e n s i v e l y  s t u d ­

i e d  i n  r e g a r d  t o  t h e i r  u l t r a s t r u c t u r e  i n  s e r u m —c o n t a i n i n g  

c u l t u r e s .  In a d d i t i o n ,  t h e  t i n e  s t r u c t u r e  o t  t h e  c l o n a l  

l i n e s  h a s  b e e n  a s s e s s e d  d u r i n g  g r o w t h  i n  N2 d e f i n e d  medium 

and i n  t h e  p r e s e n c e  o f  f a c t o r s  t h o u g h t  t o  p r o m o t e  d i f f e r ­

e n t i a t i o n .  The e x t e n t  o f  f i n e  s t r u c t u r a l  m a t u r a t i o n  can  

now b e  e v a l u a t e d  i n  c o m p a r i s o n  t o  t h e i r  normal  i n  y i y o  

c o u n t e r p a r t .  C l o n a l  l i n e s  SK-N-SH SY5Y and SK~N-BE(2)  M17,  

c o n s i s t e d  m a i n l y  o f  c e l l s  w i t h  i m m a t u r e - a p p e a r i n g  c e l l  

s o m a s ,  v e r y  much a n a l o g o u s  t o  t h a t  o f  t h e  d e v e l o p i n g  n e u r o ­

b l a s t .  No u l t r a s t r u c t u a l  d i f f e r e n c e s  w e r e  f o u n d  when c u l ­

t u r e d  i n  e i t h e r  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  o r  c h e m i c a l l y  d e f i n e d  

medium.  The c y t o p l a s m  o f  mos t  o f  t h e  c e l l  s oma s  i n  b o t h  

c l o n a l  l i n e s  u s u a l l y  c o n t a i n e d  a f e w  s t a c k s  o f  r e r ,  r i b o ­

s o m e s  ( f o u n d  m a i n l y  a s  p o l y s o m a l  a g g r e g a t e s ) , a m o d e r a t e  t o  

w e l l  d e v e l o p e d  G o l g i  c o m p l e x  and d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  f o u n d  

e i t h e r  a s  r a n d o m l y  d i s t r i b u t e d  s i n g l e  v e s i c l e s  o r  f r e q u e n t ­

l y  i n  s m a l l  c l u s t e r s .  The p r o c e s s e s  o f  t h e  c l o n a l  n e u r o ­

b l a s t o m a  c e l l s  w e r e  f o u n d  t o  c o n t a i n  t h e  same v a r i e t y  o f
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o r g a n e l l e s  a s  t h e  c y t o p l a s m .  T y p i c a l  v a r i c o s i t i e s  o r  t e r ­

m in a l  s y n a p t i c  p r o - f i l e s  w e r e  n e v e r  f o u n d .  The p r o c e s s e s ,  

h o w e v e r ,  d i d  c o n t a i n  n ume r ou s  l o n g i t u d i n a l l y  a r r a n g e d  

m i c r o t u b u l e s  and 10 nm f i l a m e n t s .  P r o c e s s e s  o f  normal  

human s y m p a t h e t i c  c e l l s ,  e v e n  a t  5 d a y s  i n  c u l t u r e ,  a l m o s t  

a l w a y s  e x c l u d e  r i b o s o m e s  and r e r  and show v a r i c o s i t i e s  

a l o n g  t h e i r  l e n g t h .  In c o n t r a s t  t o  t h e  n e u r i t e  e l a b o r a t i o n  

s e e n  i n  t h e  human g a n g l i o n  c e l l s ,  p r o c e s s e s  f r o m  n e u r o b l a s ­

toma c e l l s  s howed a  l a c k  o f  a s s o c i a t i o n  t o  f or m f i b e r  b u n ­

d l e s .  I t  c an  b e  c o n c l u d e d  t h a t  d l f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  c e l l  

s o ma s  o f  t h e  c l o n a l l y  d e r i v e d  n e u r o b l a s t o m a ,  a l t h o u g h  s t i l l  

i m m a t u r e ,  i s  f u r t h e r  a d v a n c e d  d e v e l o p m e n t a l 1y t h a n  t h a t  o f  

t h e  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l .  The c o n t e n t  o f  t h e  numer­

o u s  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  f o u n d  i n  t h e s e  c e l l s  h a s  n o t  y e t  

b e e n  a n a l y s e d  and must  b e  b e f o r e  c o n c l u d i n g  t h a t  t h e s e  

v e s i c l e s  r e p r e s e n t  t h e  s t o r a g e  s i t e  f o r  a d r e n e r g i c  n e u r o ­

t r a n s m i t t e r .  Cn t h e  o t h e r  h a n d ,  t h e  p r o c e s s e s  s e e n  i n  t h e  

n e u r o b l a s t o m a  c u l t u r e s  do n o t  a p p e a r  a s  t y p i c a l  a x o n a l  p r o -  

e s s e s  e v e n  u n d e r  c o n d i t i o n s  w h i c h  p r o m o t e  n e u r i t e  e x t e n ­

s i o n .  T h e s e  p r o c e s s e s  may r e p r e s e n t  v e r y  e a r l y  s t a g e s  o f  

p r o c e s s  f o r m a t i o n  or  s i m p l y  b e  c y t o p l a s m i c  e x t e n s i o n s  n o t  

r e p r e s e n t a t i v e  o f  t r u e  n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a t i o n .

The p a r e n t a l  l i n e s  f rom w h i c h  t h e s e  c l o n e s  w e r e  

d e r i v e d  a p p e a r e d  more i m m a t u r e .  Most  c e l l s  r e s e m b l e d  t h o s e  

o f  t h e  p r i m i t i v e  s y m p a t h e t i c  c e l l .  Many c e l l  p r o f i l e s  

s howed c y t o p l a s m  c o n t a i n i n g  o n l y  f r e e  r i b o s o m e s .  F r o c e s s e s
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w e r e  f o u n d  m o s t l y  t o  c o n t a i n  r i b o s o m e s  and w e r e  l a c k i n g  

i n  m i c r o t u b u l e s  and 10 nm - f i l a m e n t s .  The r e a s o n  -for t h e  

d i f f e r e n c e  i n  t h e  d e g r e e  o f  u l t r a s t r u c t u r a l  m a t u r a t i o n  

b e t w e e m  t h e  c l o n a l  and p a r e n t a l  l i n e s  i s  n o t  w e l l  u n d e r ­

s t o o d .  B o th  p a r e n t a l  l i n e s  s ho wed  some r a n g e  o f  c e l l  

t y p e s .  C l o n i n g  p r o c e d u r e s  may h a v e  i s o l a t e d  c e l l s  more  

c a p a b l e  o f  p r o g r e s s i n g  d e v e l o p m e n t a l 1y .

V I .  D e n s e _ C o r  i _ V e i ^ s c l e s

C y t o c h e m i c a l  o b s e r v a t i o n s  made i n  t h i s  s t u d y  i n d i c a t e  

t h a t  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  a r e  t h e  s t o r a g e  s i t e s  f o r  

m o n oa mi n es  i n  d e v e l o p i n g  human s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s .  

The l o c a t i o n  o f  m o n oa mi n es  i n  t h e s e  c e l l s  was  i n  d o u b t  

s i n c e  p o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  f i x e d  c e l l s  f a i l e d  t o  show any  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  ( He r v o n e n  e t  al_. , 1 9 7 7 ) .  On t h e  o t h e r

h a n d ,  t h e  p r e s e n c e  o f  m on o a m i n e s  i n  human g a n g l i a  h a s  b e e n  

d e m o n s t r a t e d  w i t h  f o r m a l d e h y d e - i n d u c e d  f l u o r e s c e n c e  ( H e r v o ­

nen  e t  a l . .  , 1 9 7 7 ) .  A m o d i f i c a t i o n  o f  t h e  h i  s t o c h e m i  c a l

c h r o m a f f i n  r e a c t i o n  was  e m p l o y e d  t o  d e t e c t  and l o c a l i z e  

mo n o a mi n e s  on a f i n e  s t r u c t u r a l  l e v e l .

A. C y t o c h e m i s t r y

Model  t e s t  t u b e  e x p e r i m e n t s  h a v e  shown t h a t  t r e a t m e n t  

o f  v a r i o u s  a m i n e  s o l u t i o n s  w i t h  g 1u t a r a l d e h y d e  f o l l o w e d  by  

t h e  a d d i t i o n  o f  p o t a s s i u m  d i c h r o m a t e  r e s u l t s  i n  t h e  f o r m a -
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t i o n  o f  an i n s o l u b l e  p r e c i p i t a t e  ( H a k f e l t ,  1 9 7 1 ) .  Cnl y  

a m i n e s  w i t h  u n s u b s t i t u t e d  a mi no  g r o u p s ,  t h a t  i s ,  n o r e p i n e ­

p h r i n e ,  d o p a m i n e ,  and 5 '  h y d r o x y  t r y p t a m i n e ,  r e a c t .  The 

f a l s e  n e u r o t r a n s m i t t e r , 5 ’ h y d r o x y  d o p a m i n e ,  a l s o  h a s  b e e n  

shown tD b e  r e a c t i v e  ( T r a n z e r  and T h o e n e n ,  1 9 6 9 ) .  The  

p o s t u l a t e d  r e a c t i o n  i n v o l v e s  2 s t e p s  ( T r a m e z z a n i  e t  al_. , 

1 9 6 4 ) .  F i r s t ,  t h e  f o r m a t i o n  o f  a  S c h i f f  m o n o ba s e  by  t h e  

c o n d e n s a t i o n  o f  g l u t a r a l d e h y d e  w i t h  t h e  u n s u b s t i t u t e d  

a m i n o  g r o u p .  S e c o n d ,  t h e  c o n d e n s a t i o n  p r o d u c t  f o r m e d  h a s  

r e d u c i n g  c a p a b i l i t i e s  and r e d u c e s  t h e  d i c h r o m a t e  s o l u t i o n  

t o  chromi um d i o x i d e  w h i c h  f o r m s  an i n s o l u b l e  b r o w n i s h - b l a c k  

p r e c i  p i t a t e .

□n a f i n e  s t r u c t u r a l  l e v e l ,  an e l e c t r o n  d e n s e  p r e c i p i ­

t a t e  i s  s e e n  w h e r e v e r  r e a c t i o n  h a s  o c c u r r e d .  S p e c i f i c i t y  

o f  t h e  c y t o c h e m i c a l  r e a c t i o n  f o r  m on o a m i n e s  h a s  b e e n  d e t e r ­

mined  i n  a v a r i e t y  o f  r a t  t i s s u e s  ( i r i s ,  m e s e n t e r y ,  h e a r t ,  

s y m p a t h e t i c  g a n g l i a ,  a d r e n a l  m e d u l l a ,  p i n e a l  b o d y  and  

b r a i n )  ( T r a n z e r  and R i c h a r d s ,  1 9 7 6 ) .  M o n o a m i n e - c o n t a i n i n g  

t i s s u e s  t r e a t e d  w i t h  c h r o m a t e - d i c h r a m a t e  and p o s t - f i x e d  i n  

osmium h a v e  i n t e n s e l y  e l e c t r o n  d e n s e  g r a n u l e s  c o n t a i n e d  i n  

s m a l l  and l a r g e  v e s i c l e s .  O t h e r  c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s  s u c h  

a s  g l y c o g e n  p a r t i c l e s  and m i t o c h o n d r i a l  g r a n u l e s  a r e  n e a r l y  

a s  e l e c t r o n  d e n s e .  H o w e v e r ,  m on oami ne—c o n t a i n i n g  t i s s u e  

t r e a t e d  w i t h  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  b u t  u n o s m i c a t e d  and u n­

s t a i n e d  show o n l y  s m a l l  and l a r g e  e l e c t r o n  d e n s e  c o r e s .

A l l  o t h e r  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s  i n c l u d i n g  t h e  l a r g e  d e n s e
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c o r e  v e s i c l e s  o c c a s i o n a l l y  s e e n  i n  c h o l i n e r g i c  e n d i n g s  a r e  

u n r e a c t i v e .  D e p l e t i o n  o f  monoami nes  f rom t h e  n e u r o n s  by  

r e s e r p i n e  r e s u l t s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  e l e c t r o n  d e n s e  p r e c i p i ­

t a t e  f rom m o st  o f  t h e  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  and o n l y  a 

f a i n t  d e n s i t y  i n  t h e  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .

B. Mgngami^ne_Lgcat i^on

The d e n s e  p r e c i p i t a t e  s e e n  i n  t h e  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  

t r e a t e d  c u l t u r e s  i n  t h i s  s t u d y  d e m o n s t r a t e s  t h e  p r e s e n c e  o f  

m on o a m i n e s  i n  t h e  g a n g l i o n  c e l l s .  Th at  t h e  e l e c t r o n  d e n s e  

p r e c i p i t a t e  f o u n d  i n  t h e s e  c u l t u r e s  i s  t h e  r e s u l t  o f  

c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  t r e a t m e n t  i s  shown by t h e  a p p e a r a n c e  o f  

p r e c i p i t a t e  i n  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  t r e a t e d  m a t e r i a l  t h a t  

had no o s m i c a t i o n  or  s t a i n i n g  o f  t h e  s e c t i o n s .  Osmium i s  a  

s t r o n g  o x i d a n t  t h a t  i s  known t o  r e a c t  w i t h  a v a r i e t y  o f  

c e l l u l a r  c o n s t i t u e n t s  ( u n s a t u r a t e d  f a t t y  a c i d s ,  a min o  a c i d s  

and p r o t e i n s )  i n c l u d i n g  b i o g e n i c  a m i n e s  (Hanker e t  a l . ,

196 7;  Hake,  1 9 6 5 ) .  Osmium i s  i n c l u d e d  a s  a p o s t - f i x a t i v e  

s o  t h a t  c e l l u l a r  membranes  and o r g a n e l l e s  c an  b e  v i s u a l ­

i z e d .  V i e w i n g  o f  s e c t i o n s  w i t h o u t  osmium f i x a t i o n  or  

s t a i n i n g  i s  a t e d i o u s  c h o r e  b u t  i s  n e c e s s a r y  t o  i n s u r e  

t h a t  t h e  e l e c t r o n  d e n s i t i e s  a r e  n o t  a r t i f a c t u a l .  T i s s u e  

f i x a t i o n  w i t h  g l u t a r a l d e h y d e  a l o n e  d o e s  n o t  l e n d  e l e c t r o n  

d e n s i t y  t o  a ny  c e l l u l a r  c o m p o n e n t s .  E l e c t r o n  d e n s e  

p r e c i p i t a t e  i n  u n o s m i c a t e d  m a t e r i a l  a p p e a r e d  i n  c e l l  s oma s  

and p r o c e s s e s ,  e i t h e r  a s  a s i n g l e  d e n s i t y  or  i n  c l u s t e r s .
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The d e n s i t i e s  w e r e  g e n e r a l l y  r o u n d e d  and m e a su r e d  5 0 - 9 4  nm 

i n  d i a m e t e r .  The l o c a t i o n ,  d i s t r i b u t i o n ,  m o r p h o l o g y  and 

s i z e  r a n g e  o f  t h e  p r e c i p i t a t e  i s  c o m p a t i b l e  w i t h  s t o r a g e  o f  

t h e  m on oami nes  w i t h i n  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  In a d d i ­

t i o n  t o  t h e  v e s i c u l a r  s t o r a g e  o f  m o n o a m i n e s ,  an a v e s i c u l a r  

l o c a t i o n  i s  a l s o  p o s s i b l e  and w o u l d  n o t  b e  v i s u a l i z e d  by  

t h i s  t e c h n i q u e .

S i n c e  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  r e a c t s  w i t h  s e v e r a l  o f  t h e  

b i o g e n i c  a m i n e s ,  i t  i s  n o t  known w h i c h  monoamine i s  p r e s e n t  

i n  t h e s e  c e l l s .  N o r e p i n e p h r i n e  i s  known t o  b e  t h e  n e u r o ­

t r a n s m i t t e r  i n  a d u l t  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  and i t  i s  

l i k e l y  t h a t  t h e  r e a c t i o n  p r o d u c t  s e e n  i n  t h e s e  c u l t u r e s  i s  

du e  t o  t h i s  monoami ne .  Do pami ne ,  h o w e v e r ,  i s  an i n t e r m e d i ­

a r y  i n  t h e  f o r m a t i o n  o f  n o r e p i n e p h r i n e  f rom t y r o s i n e  and i s  

a n e u r o t r a n s m i t t e r  i n  t h e  i n t e r n e u r o n s  w i t h i n  t h e  g a n g l i a  

i n  s e v e r a l  mammals ( K e b a b i a n ,  1 9 7 6 ) .  R e a c t i o n  p r o d u c t  

m i g h t  a l s o  s i g n i f y  t h i s  monoami ne .  S e r o t o n i n  ( 5 '  h y d r o x y  

t r y p t a m i n e )  i s  a l e s s  l i k e l y  c a n d i d a t e  s i n c e  i t  i s  n o t  a 

n e u r o t r a n s m i t t e r  i n  t h e s e  c e l l s  i n  y i y o .  The " f a l s e "  n e u ­

r o t r a n s m i t t e r  5 '  h y d r o x y  d o p a m i n e  may a c c o u n t  f o r  d e n s e  

g r a n u l e s  i n  l o a d e d  c u l t u r e s  b u t  o b v i o u s l y  wo u ld  n o t  b e  r e s ­

p o n s i b l e  f o r  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  

u n l o a d e d  c e l l s  s i n c e  i t  i s  n o t  a n a t u r a l l y  o c c u r r i n g  

s u b s t a n c e .

R e c e n t  i m m u n o c y t o l o g i c a l  s t u d i e s  on human s y m p a t h e t i c
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g a n g l i o n  c e l l s  ( He r v o n e n  e t  al_. , 1 98 0 )  h a s  shown t h e  p r e ­

s e n c e  o f  t y r o s i n e  h y d r o x y l a s e ,  d o p a m i n e - ^  - h y d r o x y l a s e ,  

s u b s t a n c e  P,  and e n k e p h a l i n .

In s e c t i o n s  p r e p a r e d  s o  t h a t  c e l l u l a r  membranes  a r e  

a d e q u a t e l y  v i s u a l i z e d ,  v e s i c l e  membranes  a r o u n d  t h e  p r e c i ­

p i t a t e  c o u l d  b e  r e a d i l y  s e e n  i n  many i n s t a n c e s .  F a i l u r e  t o  

s e e  membranes  l i m i t i n g  some p a r t i c l e s  i n  t h e  same m a t e r i a l  

i s  m o s t  l i k e l y  d u e  t o  p r e c i p i t a t e  c o m p l e t e l y  f i l l i n g  t h e  

v e s i c l e s  and t h u s  o b s c u r i n g  t h e  membrane.

C. D e v e l o p m e n t a l  _ S i  gni_f i c a n c e

D e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  f o u n d  r e a d i l y  t h r o u g h o u t  t h e  

c y t o p l a s m  and i n  t h e  n e u r o n a l  c e l l  p r o c e s s e s  a t  a l l  t h e  

t i m e  p o i n t s  e x a m i n e d .  The v e s i c l e s  w e r e  a l w a y s  o f  t h e  

l a r g e  v a r i e t y  ( 7 0 - 1 3 0  nml .  I t  i s  i n t e r e s t i n g  t o  n o t e  t h a t  

s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  n e v e r  e n c o u n t e r e d .

S e v e r a l  c u l t u r e s  w e r e  i n c u b a t e d  w i t h  5 '  OHDA b e f o r e  

f i x a t i o n  i n  an e f f o r t  t o  l o a d  a d r e n e r g i c  n e u r o n s  w i t h  a 

b i o g e n i c  a m i n e  t h a t  was  r e a c t i v e  w i t h  c h r o m a t e - d i c h r o m a t e .  

C u l t u r e s  o f  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  c e l l s  f rom r a t  ( R e e s  and 

B unge ,  1 97 4;  O ' L ag u e  e t  a l . .  , 19 74)  c o n t i n u e  t o  e x p r e s s  t h e

a d r e n e r g i c  p r o p e r t y  o f  monoamine u p t a k e .  The " f a l s e "  n e u r o ­

t r a n s m i t t e r  5 ' OHDA i s  a l s o  t a k e n  up and s t o r e d  by a d r e n e r ­

g i c  e n d i n g s  ( T r a n z e r  and T h o e n e n ,  1 9 6 8 ) .  I t  was  h oped  t h a t
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a s i m i l a r  r e s p o n s e  by c u l t u r e d  human g a n g l i o n  c e l l s  woul d  

r e s u l t  i n  a p o s i t i v e  c o n t r o l  and - f a c i l i t a t e  f i n d i n g  o f  

c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  p o s i t i v e  g r a n u l e s .  I t  was  a l s o  f e l t  

t h a t  5 ’ OHDA t r e a t m e n t  m i g h t  r e v e a l  a p o p u l a t i o n  o f  s m a l l  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  n o t  p r e v i o u s l y  f o u n d .  E x a m i n a t i o n  o f  

c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  c u l t u r e s  w i t h  o r  w i t h o u t  5 ?QHDA i n c u b a ­

t i o n  s h o w e d  no d i f f e r e n c e  i n  t h e  a p p a r e n t  number o r  d e n s i t y  

o f  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  The s i z e  r a n g e  o f  t h e  e l e c t r o n  

d e n s e  g r a n u l e s  ( 5 0 - 9 4  nm) i n  u n o s m i c a t e d  c u l t u r e s  t h a t  w e r e  

p r e t r e a t e d  w i t h  5'OHDA was  n o t  c o n s i s t e n t  w i t h  t h e i r  

p r e s e n c e  i n  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  L i k e w i s e ,  no  s m a l l  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w e r e  f o u n d  i n  o s m i c a t e d  c e l l s  t h a t  w e r e  

l o a d e d  w i t h  5 ’ QHDA. T h i s  i s  i n  a g r e e m e n t  w i t h  u l t r a s t r u c -  

t u r a l  s t u d i e s  o f  g l u t a r a l d e h y d e - o s m i u m  f i x e d  g a n g l i o n  c e l l s  

( Z e e v a l k  e t  a X - ,  1 98 2 )  c u l t u r e d  f o r  up t o  40  d a y s  and w i t h  

o t h e r  u l t r a s t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  human f e t a l  s y m p a t h e t i c  

g a n g l i a  ( He r vo ne n  e t  a l . ,  1 9 7 3 ) .  A l t h o u g h  s m a l l  d e n s e  c o r e

v e s i c l e s  a r e  t h o u g h t  t o  b e  t h e  m aj or  s i t e  o f  monoamine  

s t o r a g e  i n  mo st  a d r e n e r g i c  n e u r o n s ,  t h e  p r e s e n c e  o f  mono­

m i n e s  w i t h i n  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  h a s  b e e n  d e m o n s t r a ­

t e d  i n  t h e  i r i s  and v a s  d e f e r e n s  o f  t h e  c a t  ( T r a n z e r  and 

T h o e n e n ,  1 9 6 8 ) .  The a d r e n e r g i c  u p t a k e  m e ch a ni sm  may n o t  b e  

f u n c t i o n i n g  i n  t h e s e  c u l t u r e d  c e l l s ;  t h i s  wo u ld  e x p l a i n  t h e  

l a c k  o f  an y  s i g n i f i c a n t  d i f f e r e n c e s  i n  t h e  e x t e n t  o f  r e a c ­

t i o n  p r o d u c t  i n  l o a d e d  and u n l o a d e d  c u l t u r e s .  On t h e  o t h e r  

h a n d ,  t h e  f r e q u e n t  f i n d i n g  o f  p o s i t i v e  c h r o m a t e - d i c h r o r n a t e  

r e a c t i o n  p r o d u c t  ( p a r t i c u l a r l y  i n  t h e  2 5  d ay  c u l t u r e s )  i n
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b o t h  5 ' OHDA l o a d e d  and u n l o a d e d  c u l t u r e s  s u g g e s t s  t h a t  

monoamine s t o r a g e  may b e  maximal  and p r e s e r v a t i o n  c o n d i ­

t i o n s  o p t i m a l  s o  t h a t  l i t t l e  d i f f e r e n c e  was  s e e n .  A t h o r ­

o ugh  q u a n t i t a t i v e  e x a m i n a t i o n  was  n o t  d o n e  and may r e v e a l  

s u b t l e  d i f f e r e n c e s .  F i n e  s t r u c t u r a l  s t u d i e s  o f  a d u l t  human 

a d r e n e r g i c  e n d i n g s  i n  t h e  my oca rdi um CKyosola  e t  al^. ,

1 9 7 6 ) ,  u r e t e r  ( S c h u l m a n ,  1 9 7 5 ) ,  o v i d u c t  ( I s h i i ,  1 9 7 2 ) ,  and  

s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  ( H e l e n  and H e r v o n e n ,  19 81)  show t h e  

m a t u r e  s y n a p t i c  e n d i n g  t o  c o n t a i n  b o t h  l a r g e  and s m a l l  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  The f i r s t  a p p e a r a n c e  o f  s m a l l  d e n s e  

c o r e  v e s i c l e s  w i t h i n  t h e  e n d i n g s  o f  human s y m p a t h e t i c  n e u ­

r o n s  i s  n o t  known.  In r a t  ( E r a n k o ,  1 9 7 2 ) ,  c h i c k  ( W e c h s l e r  

and S c h m e k e l , 1 96 7 ;  L u c k e n b i 1 1 - E d d s  and van Horn,  1 9 8 0 ) ,

and r a b b i t  ( T e n n y s o n  and M y t i l i n e o u ,  1 9 7 5 ) ,  t h e  f i r s t  d e n s e  

c o r e  v e s i c l e s  f o u n d  i n  t h e  p e r i k a r y a  a r e  o f  t h e  l a r g e  

v a r i e t y .  As m a t u r a t i o n  p r o c e e d s ,  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e i s c l e s  

b e co m e e v i d e n t .  Some i n v e s t i g a t o r s  h a v e  n o t e d  a d e c r e a s e  

i n  t h e  number o f  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  w i t h  a c o r r e s ­

p o n d i n g  i n c r e a s e  i n  t h e  number o f  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i ­

c l e s  (Machado,  1 9 71 )  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  o f  t h e  n e u r o n .

Such o b s e r v a t i o n s  h a v e  l e d  t o  t h e  p r o p o s a l  t h a t  s m a l l  d e n s e  

c o r e  v e s i c l e s  a r e  f o rme d  f ro m l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  and  

t h a t  t h e  d i s t r i b u t i o n  and a p p e a r a n c e  o f  t h e  2 s i z e  c l a s s e s  

may r e p r e s e n t  d i f f e r e n t  s t a g e s  o f  m a t u r i t y .  W h i l e  t h e  e x ­

a c t  d e v e l o p m e n t a l  s e q u e n c e  o f  t h e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e  p o p u ­

l a t i o n  i n  humans h a s  n o t  b e e n  d o n e ,  t h e  p r e s e n c e  o f  l a r g e  

d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  t h e  n e u r o n s  f i t s  a p a t t e r n  s e e n  i n
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o t h e r  a n i m a l s .  The p r e s e n c e  o-f l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  

b u t  n o t  s m a l l  may r e f l e c t  t h e  i mm at u re  d e v e l o p m e n t a l  s t a g e  

o f  t h e s e  n e u r o n s .  O t h e r  c o n s i d e r a t i o n s  w h i c h  c a n n o t  be  

r u l e d  o u t  a t  p r e s e n t  a r e  a p o s s i b l e  s h i f t  t o  c h o l i n e r g i c  

e x p r e s s i o n  d u r i n g  c u l t u r e  ( s e e  I n t r o d u c t i o n ) ,  o r  t o  a 

l a b i l e  s t o r a g e  o f  c a t e c h o l a m i n e s  w i t h i n  s m a l l  d e n s e  c o r e  

v e s i c l e s  and t h e  l o s s  o f  t h e s e  d u r i n g  f i x a t i o n .

C. _ F o t a s s i u m _ P e r m a n g a n a t e

In v i e w  o f  t h e  a b u n d a n c e  o f  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  

i n  g l u t a r a l d e h y d e - o s m i u m  and c h r o m a t e - d i c h r o m a t e  f i x e d  

c u l t u r e s  i t  i s  s u r p r i s i n g  t o  f i n d  s o  f e w  p o s i t i v e  v e s i c l e s  

i n  K M n 0 4 - t r e a t e d  c e l l s .  T h i s  i s ,  h o w e v e r ,  c o n s i s t e n t  

w i t h  t h e  work o f  H e r v o n e n  e t  al^. ( 1 9 7 7 ) ,  who w e r e  n o t  a b l e  

t o  f i n d  K M n 0 4 - p o s i t i v e  v e s i c l e s  i n  s i m i l a r  c o n d i t i o n s .

The a p p e a r a n c e  o f  o c c a s i o n a l  v e s i c l e s  w i t h  a d e n s e  c o r e  i n  

t h i s  m a t e r i a l  d e m o n s t r a t e s  t h e  p r e s e n c e  o f  m on o a mi n e s .  

H o w e v e r ,  t h e  l o w  f r e q u e n c y  o f  p o s i t i v e  v e s i c l e s  a s  comp ared  

t o  t h o s e  f o u n d  w i t h  t h e  o t h e r  f i x a t i o n  m e t h o d s  s u g g e s t s  

t h a t  KMnG4 may n o t  b e  an a p p r o p r i a t e  f i x a t i v e  f o r  t h e  

d e m o n s t r a t i o n  o f  m on oa mi nes  i n  t h i s  f e t a l  t i s s u e .  The l a c k  

o f  p o s i t i v e  f i n d i n g s  w i t h  KMn04 may b e  d ue  t o  f a i l u r e  o f  

KMn04 t o  r e a c h  t h e  s t o r a q e  s i t e s  i n  s u f f i c i e n t  c o n c e n t r a ­

t i o n  o r  t o  t o o  l o w an a m i n e  c o n c e n t r a t i o n  a t  t h e  s t o r a g e  

s i t e  a t  t h e  t i m e  KMnD4 r e a c h e s  i t  ( H o k f e l t  and J a n s s o n ,  

1 9 6 8 ) .  The c o n c e n t r a t i o n  o f  KMn04 u s e d  i n  t h i s  s t u d y
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(3*/l) i s  t h e  same a s  t h a t  u s e d  i n  o t h e r  mammalian g a n g l i o n  

c e l l s  ( E r a n k o ,  1972)  and c u l t u r e s  o f  g a n g l i o n  c e l l s  s h o u l d  

n o t  p o s e  p e n e t r a t i o n  p r o b l e m s  f o r  t h e  f i x a t i v e  s i n c e  t h e  

d i s t a n c e  t r a v e l l e d  i s  s m a l l .  T h i s  w o u l d  a r g u e  a g a i n s t  a 

l o w  c o n c e n t r a t i o n  o f  KMn04 r e a c h i n g  t h e  s t o r a g e  s i t e s .

I t  i s  more  l i k e l y  t h a t  t h e r e  i s  a d i f f u s i o n  o f  mono­

m i n e s  f ro m t h e  v e s i c l e s  t h o u g h  why t h i s  t i s s u e  wo u ld  be  

more s e n s i t i v e  t o  KMn04 f i x a t i o n  i s  n o t  known.  O t h e r  

i n v e s t i g a t o r s  a l s o  h a v e  n o t e d  t h e  f a i l u r e  o f  KMn04 t o  

d e m o n s t r a t e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  c e l l s  known t o  c o n t a i n  

m o n o a m i n e s .  D i x o n  and G o s l i n g  ( 1 9 7 6 )  w e r e  n o t  a b l e  t o  

d e m o n s t r a t e  s m a l l  g r a n u l a r  v e s i c l e s  i n  t h e  v a s  d e f e r e n s  o f  

p e r i n a t a l  r a t s .  L i k e w i s e ,  r a t  a d r e n o m e d u l 1 a r y  c e l l s  do n o t  

show e l e c t r o n  d e n s e  v e s i c l e s  when f i x e d  w i t h  p e r m a n g a n a t e  

( K a ne r va  e t  al_. , 1 97 7)  .

KMn04 was  f i r s t  i n t r o d u c e d  by R i c h a r d s o n  i n  19 66  a s  

a f i x a t i v e  t o  d e m o n s t r a t e  n o r e p i n e p h r i n e  i n  s m a l l  g r a n u l a r  

v e s i c l e s .  The e x a c t  r e a c t i o n  i n v o l v i n g  KMnG4 i s  n o t  

known b u t  i t  i s  b e l i e v e d  t h a t  KMn04 w i t h  i t s  h i g h  r e d o x  

p o t e n t i a l  ( 1 . 5 1 )  u n d e r g o e s  an o x i d a t i o n - r e d u c t i o n  r e a c t i o n  

w i t h  t h e  p h e n o l i c  h y d r o x y l  g r o u p s  o f  t h e  mon o ami n es  t o  f orm  

an i n s o l u b l e  p r e c i p i t a t e  o f  Mn02 ( H o l f e l t ,  1 9 7 1 ) .  Model  

t e s t  t u b e  e x p e r i m e n t s  ( H o k f e l t  and J o n s s o n ,  1968)  show t h e  

r e a c t i v i t y  o f  KMn04 w i t h  t h e  b i o g e n i c  a m i n e s  n o r e p i n e ­

p h r i n e ,  a d r e n a l i n ,  d o p a m i n e ,  and 5 ’ - h y d r o x y t r y p t a m i n e  a s
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w e l l  a s  w i t h  a v a r i e t y  o f  o t h e r  c o m p o un ds .  Thus KMn04( 

a l t h o u g h  f r e q u e n t l y  u s e d  t o  d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  

m o n o a m i n e s ,  i s  n o t  u n i q u e l y  s p e c i f i c  i n  i t s  r e a c t i o n  w i t h  

b i o g e n i c  a m i n e s .  The s t r o n g  r e a c t i o n  w i t h  KMn04 may 

o f t e n  r e s u l t  i n  d e s t r u c t i o n  o f  t i s s u e  c o m p o n e n t s .  KMn04 

s o l u b i l i z e s  c e r t a i n  p r o t e i n s  and c a u s e s  s t r u c t u r a l  damage  

t o  o t h e r s  (Hake,  1 9 6 5 ) .  I n v e s t i g a t o r s  a l s o  h a v e  n o t e d  

s h r i n k a g e  e f f e c t s  on many t i s s u e  c o m p o n e n t s  f i x e d  w i t h  3 V. 

KMn04 ( W e t z e l ,  1961:  H o k f e l t  and J o n s s o n ,  1 9 6 B ) .

The g e n e r a l l y  p o o r  p r e s e r v a t i o n  o f  KMn04 was a l s o  

n o t e d  i n  t h i s  s t u d y .  C e l l s  w e r e  f r e q u e n t l y  d i s t o r t e d  and 

p l a s m a  membranes  r u p t u r e d .  T h i s  may h a v e  b e e n  t h e  c a u s e  o f  

t h e  p a u c i t y  o f  g r a n u l a r  v e s i c l e s  a f t e r  KMn04 f i x a t i o n .

I t  s h o u l d  b e  n o t e d  t h a t  a d u l t  human s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  

c e l l s  show l a r g e  and s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  t h a t  a r e  

d e m o n s t r a b l e  by  KMn04 f i x a t i o n  ( H e l e n  and H e r v o n e n ,

1 9 8 1 ) .  T h i s  s u g g e s t s  d i f f e r e n c e s  b e t w e e n  t h e  l a r g e  d e n s e  

c o r e  v e s i c l e s  f o u n d  i n  d e v e l o p i n g  g a n g l i o n  c e l l s  and t h e  

a d u l t .  T h e s e  d i f f e r e n c e s  may b e  i n  t h e  way m on oa mi nes  a r e  

bound w i t h i n  t h e  v e s i c l e s  o r  i n  t h e  v e s i c l e s  t h e m s e l v e s  ( i n  

p a r t i c u l a r  t h e  v e s i c u l a r  membrane c o m p o s i t i o n . )

V I I .  C o n c l u s i o n s

The c o m p l e t i o n  o f  t h e  e x p e r i m e n t a l  r e s e a r c h  a s  p r e s e n ­

t e d  i n  t h i s  t h e s i s  h a s  l e d  t o  s e v e r a l  c o n c l u s i o n s .  In a d ­



1 BO

d i t i o n ,  i t  h a s  r a i s e d  s e v e r a l  q u e s t i o n s  w h i c h  b e a r  f u r t h e r  

i n v e s t i g a t i o n .  C o n c l u s i o n s  and q u e r i e s  a r e  p r e s e n t e d  

b e l o w .

1.  Human - f e t a l  s y m p a t h e t i c  g a n g l i o n  n e u r o n s  s u r v i v e  i n  a 

c h e m i c a l l y  d e f i n e d  medium f o r  up t o  4 0  d a y s  i_n v i t r o .

2 .  T h e s e  c e l l s  r e t a i n  t h e i r  d i f f e r e n t i a t e d  s t a t e  w i t h  r e ­

g a r d  t o  n e u r i t e  e x t e n s i o n ,  f i b e r  b u n d l e  f o r m a t i o n  and f i n e  

s t r u c t u r a l  m a t u r a t i o n .  U 1 t r a s t r u c t u r a l  f e a t u r e s  o f  t h e  

g a n g l i o n  c e l l s  a r e  s i m i l a r  t o  t h o s e  i n  s e r u m - c o n t a i n i n g  

c u l t u r e s  and i n  t h e  more  m a t u r e  n e u r o n a l  c e l l s  i n c l u d e  a 

l a r g e  v e s i c u l a r  n u c l e u s ,  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s ,  N i s s l  

b o d i e s ,  m a t u r e  G o l g i  c o m p l e x e s  and n u m e ro u s  p r o c e s s e s  w i t h  

v a r i c o s i t i e s  and s y n a p t i c  p r o f i l e s .

3 .  The d e f i n e d  medium c o n d i t i o n s  u s e d  h e r e  p e r m i t  t h e  

s u r v i v a l  o f  c e l l  t y p e s  r e p r e s e n t i n g  s e v e r a l  s u c c e s s i v e  

s t a g e s  o f  n e u r o n a l  m a t u r a t i o n .

4 .  The g r o w t h  o f  t h e s e  n e u r o n s  i n  a s e r u m - f r e e  medium 

makes  t h i s  a more  d e s i r a b l e  c u l t u r e  e n v i r o n m e n t  f o r  e x p e r ­

i m e n t a l  c e l l  r e s e a r c h .  A l t h o u g h  s e r u m  c o a t i n g  o f  t h e  c u l ­

t u r e  d i s h e s  i s  a t  p r e s e n t  n e c e s s a r y  f o r  t h e  a t t a c h m e n t  o f  

t h e s e  c e l l s  Cand may p o s s i b l y  p r o v i d e  o t h e r  r e q u i r e d  f a c ­

t o r s ) ,  t r e a t m e n t  o f  t h e  c u l t u r e  d i s h e s '  s u r f a c e s  w i t h

a t t a c h m e n t - p r o m o t i n g  f a c t o r s  s u c h  a s  p o l y l y s i n e  o r  f i b r o -
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n e c t i n  s h o u l d  e l i m i n a t e  t h i s  r e q u i r e m e n t .

5 .  The d r a s t i c  r e d u c t i o n  i n  n o n n e u r o n a l  c e l l s  i n  d e f i n e d  

medium d e m o n s t r a t e s  t h e  p a r t i a l  s e l e c t i v i t y  o f  t h i s  medium 

f o r  n e u r o n a l  c e l l s .  T h i s  medium Mould t h e n  b e  u s e f u l  f o r  

l o n g - t e r m  e x p e r i m e n t s  s i n c e  i t  Mould e l i m i n a t e  t h e  p r o b l e m  

o f  o v e r g r o w t h  by n o n n e u r o n a l  c e l l s .  F u r t h e r  m a n i p u l a t i o n  

o f  t h e  medium may a l l o w  c o m p l e t e  e l i m i n a t i o n  o f  t h e s e  

c e l l s .  The a b i l i t y  t o  c o n t r o l  t h e  g r o w t h  o f  n o n n e u r o n a l  

c e l l s  i n  a g r a d e d  f a s h i o n  wo u ld  f a c i l i t a t e  e x p e r i m e n t s  

a s s e s s i n g  t h e  i n f l u e n c e  o f  n o n n e u r o n a l  c e l l s  on t h e  d e v e ­

l o p m e n t  and d i f f e r e n t i a t i o n  o f  t h e  n e u r o n a l  p h e n o t y p e .

6 .  N e u r i t e  e x t e n s i o n  i_n y i_ tr o  i s  d e p e n d e n t  on t h e  p r e ­

s e n c e  o f  NGF i n  t h e  medium.  When i t  i s  e l i m i n a t e d  f ro m t h e  

medium,  n e u r o n s  a t t a c h  b u t  f a i l  t o  e x t e n d  p r o c e s s e s .

7 .  In a d d i t i o n  t o  t h e  c y t o l o g i c a l  d i f f e r e n t i a t i o n  s e e n  i n  

t h e  c e l l  s o m a s  i n  20  d ay  c u l t u r e s ,  s y n a p t i c  p r o f i l e s  f i r s t  

b eco me  e v i d e n t  a t  t h i s  t i m e .  T h i s  i s  t h o u g h t  t o  r e p r e s e n t  

d? QQvg s y n a p s e  f o r m a t i o n  s i n c e  t h e  s y n a p t i c  c o n n e c t i o n s  

s e v e r e d  d u r i n g  e x p l a n t a t i o n  wo u ld  h a v e  d e g e n e r a t e d  by  3 

w e e k s  i n  c u l t u r e .  T h i s  i s  c o n f i r m e d  by t h e  l a c k  o f  s y n a p ­

t i c  p r o f i l e s  a t  5  and 10 d a y s .  The t y p e  o f  s y n a p s e  p r e s e n t  

i n  t h e s e  c u l t u r e s  ( a d r e n e r g i c ,  c h o l i n e r g i c ,  o r  b o t h )  and 

t h e  f u n c t i o n  o f  s u c h  s y n a p s e s  r e m a i n s  t o  b e  e l u c i d a t e d .



18 2

8 .  The c l a s s i - f  i c a t i o n  o f  n e u r o n s  i n t o  d i f - f e r a n t  d e v e l o p ­

m e n t a l  s t a g e s  s u g g e s t e d  a m a t u r a t i o n  o-F t h e  n e u r o n  o v e r  

t i m e  i n  c u l t u r e .  I t  a p p e a r s  l i k e l y  t h a t  n e u r o n s  c o n t i n u e  

t o  d i f f e r e n t i a t e  i n  c u l t u r e  a s  r e f l e c t e d  i n  t h e  marked i n ­

c r e a s e  i n  t h e  p r o p o r t i o n  o f  more m a t u r e  n e u r o n s  b e t w e e n  5 

and 20  d a y s .

9 .  G a n g l i o n  c e l l s  o v e r  l o n g  and s h o r t - t e r m  c u l t u r e  c o n t a i n  

m on o a m i n e s  i n  c e l l  s oma s  and p r o c e s s e s .  T h e s e  o b s e r v a t i o n s  

c o n f i r m  t h e  p r e s e n c e  o f  mon oami nes  i n  s e r u m - s u p p l e m e n t e d  

c u l t u r e s  o f  t h e  g a n g l i o n  c e l l s  and f o r  t h e  f i r s t  t i m e  

d e m o n s t r a t e  t h a t  m on o a m i n e s  a r e  p r e s e n t  i n  l o n g - t e r m  c u l ­

t u r e s  i n  t h e  a b s e n c e  o f  s e r u m .  The mo st  l i k e l y  c a n d i d a t e s  

r e p r e s e n t e d  by t h e  p o s i t i v e  r e a c t i o n  p r o d u c t  i n  c h r o m a t e -  

d i c h r o m a t e  t r e a t e d  c u l t u r e s  a r e  n o r e p i n e p h r i n e  and d o p a ­

m i n e .

10 .  Monoamines  i n  t h e  c u l t u r e d  f e t a l  g a n g l i o n  c e l l s  a r e  

s t o r e d  w i t h i n  l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s .  The g e n e r a l  mor­

p h o l o g y ,  l o c a t i o n ,  d i s t r i b u t i o n  and s i z e  r a n g e  o f  t h e  

e l e c t r o n  d e n s e  c o r e s  a r e  c o n s i s t e n t  w i t h  t h i s  i n t e r p r e t a ­

t i o n .  A l t h o u g h  t h e  m a t u r e  a d u l t  g a n g l i o n  c e l l  i s  known t o  

c o n t a i n  s m a l l  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s ,  no  s u c h  v e s i c l e s  w e r e  

f o u n d  i n  t h e  c u l t u r e s .  T h i s  s u g g e s t s  t h a t  t h e s e  g a n g l i o n  

c e l l s ,  w h i l e  e x p r e s s i n g  many n e u r o n a l  d i f f e r e n t i a t e d  f e a ­

t u r e s  i n  c u l t u r e ,  may s t i l l  b e  d e v e l o p m e n t a l 1 y i m m a t u r e .  

A n o t h e r  i n t e r e s t i n g  q u e s t i o n  t h a t  m e r i t s  f u r t h e r  s t u d y  i s



w h e t h e r  c h o l i n e r g i c  p r o p e r t i e s  a r e  b e i n g  e x p r e s s e d  i n  t h e s e  

c u l t u r e s  a s  t h e y  a r e  i n  o t h e r  mammalian g a n g l i o n  c u l t u r e s .

11 .  P o t a s s i u m  p e r m a n g a n a t e  • f i x a t i o n  d o e s  n o t  a d e q u a t e l y  

d e m o n s t r a t e  t h e  p r e s e n c e  o f  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  human 

f e t a l  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a .  The m o s t  l i k e l y  c a u s e  f o r  t h i s  

i s  d i f f u s i o n  o f  t h e  a m i n e  b e f o r e  i t  i s  f i x e d .

12 .  Monoamine s t o r a g e  i n  v e s i c l e s  i n  human f e t a l  g a n g l i o n  

c e l l s  may h a v e  d i f f e r e n c e s  f rom i t s  s t o r a g e  i n  a d u l t  g a n ­

g l i o n  c e l l s .  T h i s  i s  s u g g e s t e d  by  t h e  f a c t  t h a t  monoami nes  

a r e  known t o  b e  p r e s e n t  and s t o r e d  i n  v e s i c l e s  i n  c u l t u r e s  

o f  t h e  f e t a l  g a n g l i o n  c e l l s  b u t  a r e  n o t  d e m o n s t r a b l e  by 

KMnQ4. On t h e  o t h e r  h a n d ,  KMnD4 f i x a t i o n  a d e q u a t e l y  

d e m o n s t r a t e s  s m a l l  and l a r g e  d e n s e  c o r e  v e s i c l e s  i n  a d u l t  

g a n g l i o n  c e l l s .

V I I I .  F u t u r e _ C o n s i  d e r a t i o n s

The s e r u m - f r e e  m a i n t e n a n c e  o f  human f e t a l  s y m p a t h e ­

t i c  n e u r o n s  p r o v i d e s  a c u l t u r e  s y s t e m  t h a t  c an  b e  u s e d  a s  

an i m p o r t a n t  t o o l  f o r  f u t u r e  s t u d i e s .  T h i s  t y p e  o f  c u l t u r e  

s y s t e m  i s  p a r t i c u l a r l y  a p p l i c a b l e  t o  s t u d i e s  o f  t h e  d e v e l ­

o p m e n t a l  e f f e c t s  o f  v a r i o u s  e x o g e n o u s  f a c t o r s  on t h e  n e u ­

r o n s .  B a s e l i n e  s t u d i e s  a s  r e p o r t e d  h e r e  d e s c r i b e  t h e  

e x t e n t  o f  u l t r a s t r u c t u r a l  m a t u r a t i o n  o f  t h e  n e u r o n s  i n  

v i t r o .  A normal  p r o g r e s s i o n  o f  t h i s  work wo u ld  t h e n
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i n c l u d e  t h e  i n  v i t r o  m a n i p u l a t i o n  o f  t h e  d e v e l o p m e n t  o f  

t h e s e  n e u r o n s .  B e f o r e  c o n d u c t i n g  s u c h  s t u d i e s ,  i t  i s  

s u g g e s t e d  t h a t  f u r t h e r  r e f i n e m e n t  o f  t h e  c u l t u r e  e n v i r o n ­

ment  b e  d o n e  w i t h  r e s p e c t  t o  1) t h e  i n v e s t i g a t i o n  o f  a l t e r ­

n a t i v e  m e t h o d s  o f  p r o m o t i n g  a t t a c h m e n t  o f  t h e  n e u r o n s  t o  

c o m p l e t e l y  e l i m i n a t e  t h e  n e e d  f o r  s eru m CSome p o s s i b l e  

a v e n u e s  o f  i n v e s t i g a t i o n  m i g h t  b e  t h e  u s e  o f  p o l y l y s i n e  

c o a t i n g  o f  t h e  c u l t u r e  d i s h  w i t h  f i b r o n e c t i n  ad de d  t o  t h e  

medium ( B o t t e n s t e i n  and S a t o ,  1 9 8 0 ) ,  a d d i t i o n  o f  low  

c o n c e n t r a t i o n s  o f  b o v i n e  s eru m a l b u m i n  t o  t h e  medium 

( I a c o v i t t i ,  p e r s o n a l  c o m m u n i c a t i o n s )  and t h e  u s e  o f  h i g h  

a d h e s i v e  c o l l a g e n  a s  a s u b s t r a t u m  ( A d l e r  e t  a l . ,  1 9 7 9 ) 3 ,

2) t h e  c o m p l e t e  d i s s o c i a t i o n  o f  t h e  n e u r o n s  and t h e i r  

p l a t i n g  a s  m o n o l a y e r  ( s i n g l e  c e l l )  c u l t u r e s .  T h i s  s e c o n d  

r e f i n e m e n t  would m i n i m i c e  any p o s s i b l e  c r o s s - f e e d i n g  e v e n t s  

w h i c h  may b e  m a s k i n g  a d d i t i o n a l  n u t r i t i o n a l  r e q u i r e m e n t s  

and p e r m i t  q u a n t i t a t i v e  e v a l u a t i o n  o f  n e u r o n a l  s u r v i v a l .  

S i n c e  some c e l l  r e a g g r e g a t i o n  s e e m s  l i k e l y ,  t h e  u s e  o f  h i g h  

a d h e s i v e  c o l l a g e n  m i g h t  a l l o w  t h e  m a i n t e n a n c e  o f  s i n g l e  

c e l l  c u l t u r e s  a s  w e l l  a s  p r o m o t e  a t t a c h m e n t .

An i n t e r e s t i n g  f i n d i n g  i n  t h e s e  s t u d i e s  was t h e  

a p p e a r a n c e  o f  s y n a p s e s  w i t h  u l t r a s t r u c t u r a l  c h a r a c t e r i s t i c s  

t y p i c a l  o f  c h o l i n g e r g i c  e n d i n g s .  The p o s s i b l e  a c c r u a l  o f  

c h o l i n e r g i c  p r o p e r t i e s  by t h e s e  n e u r o n s  c a n  b e  i n v e s t i g a t e d  

by bi  □ c h e m i c a l  means  t h r o u g h  m e a s u r e m e n t  o f  CAT a c t i v i t y  or  

t h r o u g h  e l e c t r o p h y s i o l o g i c a l  means .  I f  t h e s e  c e l l s  do
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i n d e e d  e x p r e s s  b o t h  c h o l i n e r g i c  and a d r e n e r g i c  p r o p e r t i e s ,  

t h e n  i n v e s t i g a t i o n  o f  w h i c h  e n v i r o n m e n t a l  c u e s  p e r m i t  or  

i n h i b i t  t h e  e x p r e s s i o n  o f  o n e  or  t h e  o t h e r  n e u r o t r a n s m i t t e r  

wo u ld  p r o v i d e  v a l u a b l e  i n f o r m a t i o n  r e g a r d i n g  d e v e l o p e m n t  o f  

s y m p a t h e t i c  n e r u o n s  and w o u l d  h a v e  c l i n i c a l  i m p l i c a t i o n s  a s  

wel  1.

I m p o r t a n t  k n o w l e d g e  f o r  a ny  d e v e l o p m e n t a l  b i o l o g i s t  i s  

t h e  s e q u e n c e  o f  e v e n t s  o c c u r r i n g  d u r i n g  d e v e l o p m e n t  o f  a 

p a r t i c u l a r  s y s t e m .  In t h e  c o u r s e  o f  t h i s  r e s e a r c h ,  I f o u n d  

l i t t l e  work d e s c r i b i n g  t h e  e x t e n t  o f  u l t r a s t r u c t u r a l  

d e v e l o p m e n t  a l o n g  a r o s t r a l - c a u d a l  g r a d i e n t  i n  s y m p a t h e t i c  

g a n g l i a  o r  t h e  r e l a t i v e  p r o p o r t i o n  o f  c e l l s  a t  d i f f e r e n t  

d e v e l o p m e n t a l  s t a g e s  d u r i n g  e m b r y o g e n e s i s .  D e t a i l e d  work 

o f  t h i s  s o r t  would  b e  u s e f u l  i n  d e t e r m i n i n g  w h e t h e r  i n  

v i t r o  s t u d i e s  u s i n g  s y m p a t h e t i c  g a n g l i a  f rom d i f f e r e n t  

a x i a l  l e v e l s  b u t  s i m i l a r  s t a g e  e m b r y o s  a r e  t r u l y  c o m p a r a b l e  

and wo u ld  p r o v i d e  a n a l y s i s  o f  w h e t h e r  t h e  t i m e  s e q u e n c e  o f  

d e v e l o p m e n t a l  e v e n t s  i n  y i t r g  i s  r e p r e s e n t a t i v e  o f  

d e v e l o p m e n t  i g  yi_vg.
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