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Elektronenmikroskopisehe Untersuchungen
iiber die vitale Metallspeicherung
im zentralnerviisen Gewebe bei experimenteller
chronischer Tellurvergiftung* **

Von
H. HAGER*#**

Mit 6 Textabbildungen
( Eingegangen am 4. Juni 1960)

Eine histologisch nachweisbare Tellurspeicherung im Séduger-Zentral-
nervensystemw haben JAENEL, PacE u. MULLER (1932, 1933) sowie
PrxrTscHEW (1934) nach Anlegung eines subkutanen oder intramuskul-
ren Depots des in Ol fein verteilten Metalls beobachtet. Im Hirngewebe
und in anderen Organen, besonders in der Niere und der Leber lieB sich
eine Ablagerung in feingranulidrer Form nachweisen. Man kam zu der
Annahme, dal} das offenbar am Depotort langsam in eine leicht 16sliche
Verbindung umgewandelte und resorbierte Tellur imstande ist, leicht die
sogenannte Bluthirnschranke zu passieren und sich im Nervengewebe
anzureichern (PENTscHEW 1934). Die feineren Strukturverhiltnisse
dieses Speicherungsvorganges lieBen sich jedoch lichtmikroskopisch nicht
erkennen.

Tellur steht zusammen mit Sauerstoff, Schwefel und Selen in der 6. Gruppe des
periodischen Systems und ist wesentlich weniger elektronegativ als Sauerstoff. Von
den einzelnen Verbindungen dieser Gruppe kommt beiihm der metallische Charakter
am stirksten zum Ausdruck. Seine in diesem Zusammenhang interessierenden Ver-
bindungen sind Tellurtrioxyd, Tellursdure und Tellurdioxyd. Die speziellen Stoff-
konstanten des Tellur lieflen einen ausgeprégten elektronenoptischen Bildkontrast
der Ablagerungen erwarten.

Wir haben das Elektronenmikroskop im Verein mit der Diinnschnitt-
technik benutzt, um die Kenntnis dieser eigentiimlichen Metallspeiche-
rung im Nervengewebe zu vertiefen.

* Die Arbeit wurde durch eine Sachbeihilfe der Deutschen Forschungsgemein-
schaft gefordert.
** Im Auszug vorgetragen bei der 9. Tagung d. Dtsch. Ges. fiir Elektronen-
mikroskopie Freiburg i. Br. 18. bis 21. Okt. 1959.
##% Unter technischer Mitarbeit von I. SEYFARTHE.
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Material und Methode

Bei unseren Untersuchungen gingen wir im wesentlichen dhulich wie seinerzeit
JARNEL, PAcE, MULLER (1932) und PENTscHEW (1934) vor. Wir injizierten das
wasserlosliche, fein zerriebene Tellurpulver in Form einer Suspension in Olivendl
unter die Riickenhaut von Goldhamstern (Mesocricetus aureatus). Insgesamt wurden
an 91 Tiere Dosen von 100—1600 mg verabreicht. Die Uberlebenszeiten betrugen
14 Tage bis 3 Monate. Bei einem gewissen Teil der Tiere, die Dosen iber 800 mg
erhalten hatten, traten FreBunlust, Gewichtsabnahme, vereinzelt auch Tod nach
relativ kurzer Uberlebenszeit auf. Diese Erscheinungen waren, in Ubereinstimmung
mit den Erfahrungen von PENTSCHEW, im wesentlichen auf eine Beeintrichtigung
der Funktion des Magen-Darmkanals zuriickzufiihren. Von den in Formalin fixierten
Gehirnen wurden Gefrierschnitte angefertigt und ungeféirbt im Hellfeld und im
Phasenkontrast, teilsnach Farbung mit Kresylviolett untersucht. Fir die Elektronen-
mikroskopie wurden kleine, aus den dorsalen Anteilen der GroBhirnrinde entnommene
Gewebsstiickchen in Osmiumtetroxydldsung (1°/,) die nach Parapr (1952) mit
Veronalacetatpuffer auf ein pg von 7,2—7,4 eingestellt war, fixiert. Nach Aus-
waschen in destilliertem Wasser und Alkoholreihe erfolgte eine Durchtrinkung der
Gewebsblocke mit einer Mischung von entstabilisiertem Butyl- und Methylmeta-
crylat (9:1) unter Zusatz von 1%/, Benzoylperoxyd. Die Polymerisation des Ge-
misches wurde in Gelatinkapseln bei 55°C im Wirmeschrank durchgefiihrt. Kleine
Pyramiden an geeigneten Objektstellen wurden unter phasen-kontrastmikroskopi-
scher Kontrolle zugespitzt. Die Schnitte wurden an zwei Ultramikrotomen (Porter-
Blum und Leitz unter Verwendung von Glasmessern hergestellt und auf Elektrolyt-
kupfernetzen, die mit Formvarfolien beschickt waren aufgenommen. Die elektronen-
optische Untersuchung erfolgte an zwei Geraten des I1. Physikalischen Instituts der
Universitit Miinchen (Zeiss EM 8, Strahlspannung 50 kV und Siemens UM 100,
Strahlspannung 60 kV)L.

Befunde

Bei der angewandten Dosierung von 200 mg zeigten die Tiere nach
5—8 Tagen eine intensive Graufirbung der Haut. Die nach Ablauf der
oben angegebenen Uberlebenszeiten getdteten Tiere zeigten durchwegs
eine ausgeprigte Verfirbung von stahlblauer Ténung an den grauen
Substanzen des Zentralnervensystems und an nahezu allen Korper-
organen. Beziiglich der Intensitdtsabstufung der Verfirbung an den
verschiedenen Organen liel sich nahezu die gleiche Reihenfolge fest-
stellen wie sie PENTSCHEW seinerzeit auf Grund seiner Befunde beim
Kaninchen beschrieb. Neben dem Zentralnervensystem zeigten Leber
und Niere die Farbung in besonders ausgeprigtem Male. Im gesamten
Zentralnervensystem war die graue Substanz nahezu gleichméBig
betroffen, das Markweil liel dagegen keine merkliche Verfirbung
erkennen. Im Lichtmikroskop lieBen sich an ungefirbten Gefrierschnitten

1 Herrn Prof. Dr. RoLLwaGEN, der uns das Arbeiten an den Elektronenmikrosko-
pen des 1I. Physikalischen Instituts der Universitdt Miinchen ermdglichte, sei auch
an dieser Stelle dafiir herzlich gedankt.

Fiir technische Mitarbeit diirfen wir Herrn FELLNER bestens danken.
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im Helifeld und mit Phasenkontrast die von JARNEL, PAGE u. MULLER
sowie von PENTSCHEW beobachtete Haufung feinkérniger tiefschwarzer
Einschliisse in den Perikarien eines betrichtlichen Anteils der Nerven-
zellen des Rindenquerschnittes feststellen (Abb. 1). Spérlicher fanden
sich diese dunklen Granula im Cytoplasma glidser Elemente, in
Gefiflndhe wund im lichtmikroskopisch nicht weiter auflosbaren
Grundgewebe. ’

Im Elektronenmikroskop lieBen sich schon bei niederer VergroBerungs-
stufe im perikariellen Cytoplasma der Nervenzellen (Abb.2), innerhalb
der Anschnittprofile dentritischer Zellfortsitze, im Cytoplasma gliGser
Elemente und im Capillarwandbereich
rundliche kontrastreiche Kérper erkennen.
Diese Gebilde zeigten vielfach eine scharfe
Begrenzung durch Membranen (Abb.3,5,6).
In ihrer dichten, homogenen, maBig osmio- “
philen Innensubstanz fanden sich in
wechselnder Héufung und Verteilung
amorphe feingranuldre oder nadelférmige
Einlagerungen, die durch ibren hohen Kon-
trast hervortraten (Abb. 3—6). Vorzugs-
weise bei linger iiberlebenden Tieren lagen
in den beschriebenen Korpern die Partikel
in so dichter Packung vor, daf} sie beiden
vorliegenden Schnittdicken als homogene,
die Speicherorie volligauffiillende Substanz-
anhidufungen imponierten (Abb.5,6). In
Mitochondrien lieen sich die Ablagerungen
nicht nachweisen. Perikarien und Kerne der
von. den Ablagerungen betroffenen Nerven-
zellen zeigten im iibrigen keine tiefer-  abb.1. Tetturdepot 1600 mg. Uber-
gehenden Verdnderungen. In gleicher Form, léﬁsﬁzﬁimﬁgﬁmﬂ?ﬁﬁ?ﬁﬁ?
aber weniger ausgeprigt als innerhalb der  rungtiefdunkler Granula in Nerven-
Nervenzellen war die Speicherung des (Zgl)lenlfﬁg)efggtg Gggﬁfg?;ﬁ:&e
kontrastreichen Materials im Cytoplasma Hellfeld. 800:1
astrocytérer glioser FElemente nachzu-
weisen (Abb.2, 5). Besonders groBe, kontrastreiche Substanzen in
reichlicher Menge enthaltende Korper waren nicht selten innerhalb
von Zellfortsitzen in der unmittelbaren Umgebung von Capillaren
nachzuweisen (Abb.6). Hervorzuheben ist schlieBlich das vereinzelte
Auftreten des gleichen Phinomens im Endothelcytoplasma von Capillaren
(Abb. 6,). Ablagerungen innerhalb der Capillarbasalmembranen
waren nicht nachweisbar. GroBere GefiBe kamen nicht zur Unter-
suchung,.
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Erdrterung der Befunde
Goldhamster, denen metallisches Tellur in Form eines subcutanen
Depots beigebracht worden war, zeigten nach Uberlebenszeiten von
14 Tagen bis zu 3 Monaten konstant eine Verfirbung des Zentral-
nervensystems und anderer Kérperorgane. Die Gehirne der Tiere lieBen

.

Abb. 4 Cn

Abb.2. Tellurdepot 800 mg. Uberlebenszeit 27 Tage. Dorsale GroBhirnrinde, Kontrastreiches
Material speichernde Cytosomen (C) im perikariellen Cytoplasma von Nervenzellen (P) und in
Fortséitzen von Astrocyten (4). N Nervenzellkern. 4800:1
Abb. 3. Tellurdepot 1600 mg. Uberlebenszeit 29 Tage. Perikaryon einer Nervenzelle aus der GroB-
hirnrinde. Starke Vermehrung von Cytosomen (), die zum Teil kontrastreiche Einlagerungen

erkennen lassen. P Paladegranula, £ R Endoplasmareticulum. 21 600:1
Abb. 4. Tellurdepot 1600 mg. Uberlebenszeit 29 Tage. Bereich aus dem Perikaryon einer Nervenzelle
der GroBbirnrinde. In Cytosomen teils amorphe feingranulire (Cg) teils nadelformige Einlagerungen
(Cn) von hohem Kontrast, P Paladegranula. 43200:1
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lichtmikroskopisch die durch die Untersuchungen von JARNEL, PAGE u.
MULLER sowie von PENTSCHEW bekannt gewordene, nahezu ausschlief3-
lich auf die graue Substanz beschrinkte celluldre, granulire Tellur-
speicherung erkennen. Die diesem makroskopisch und lichtmikroskopisch
recht eindrucksvollen Befund zugrunde liegenden feineren Struktur-
verhaltnisse, waren im Elektronenmikroskop fafibar. In einem groflen

c

Abb.5. Tellurdepot 800 mg. Uberlebenszeit 30 Tage. GroBhirnrinde. Cytoplasmatischer Forisats
eines Astrocyten, Vermehrung von Cytosomen (C), die zum Teil reichlich feingranulfire Einlagerungen
enthalten. M{ Mitochondrien, Gz Golgizone. 21600:1

Teil der Nervenzellen, in glidsen Elementen, in und um Capillarwandun-
gen lieB sich die Speicherung eines kontrastreichen stark elektronen-
streuenden Materials innerhalb umschriebener, gegen das Cytoplasma
meist durch Membranen abgegrenzter Korper nachweisen. Gleichartige
rundliche Gebilde mit einem gegeniiber dem Grundcytoplasma dichteren
homogenen Inhalt wurden von RHoDIN (1954), GANSLER u. ROULLIER
(1956), ROULLIER u. BERNHARD (1956) als , Mikrobodies* bezeichnet und
als Vorstufen von Mitochondrien aufgefalt. ScruLz (1958) hat fiir diese,
offenbar in verschiedener Variation auftretenden cytoplasmatischen
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Korper den Sammelbegriff Cytosomen geprigt. Im Cytoplasma normaler
Nervenzellen des Goldhamsters kommen Cytosomen nur ganz vereinzelt
vor, spérlich finden sich in ihm stérker osmiophile Einschliisse, die
vielfach randstdndige Vacuolen enthalten (,,Liposomen®).

Abb. 6. Tellurdepot 1600 mg. Uberlebenszeit 29 Tage. Kleines speicherndes Cytosom (Ce) im Endo-

theleytoplasma einer Capillare. Hiufung von groBen Cytosomen in perikapilliren Cytoplasma-

bereichen, die feingranulires Material, zum Teil in dichtester Packung,enthalten. B Basalmembran,
E Erythrocyt. 21600:1

Das vermehrte Auftreten von Cytosomen im Cytoplasma von Nerven-
zellen im Rahmen der Speicherung einer korperfremden Metallverbindung
ist bemerkenswert. Zur Frage der formalen Entstehung dieser Organellen
ist bisher wenig Gesichertes bekannt geworden. Ursdchlich wurde das
Auftreten der Cytosomen ganz allgemein mit einem Reizzustand der
Zellen in Verbindung gebracht (Scmurz 1958). Das Phinomen der
,,granuliren Speicherung® wurde seinerzeit im Rahmen des Problems der
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vitalen Farbung tierischer Zellen eingehend diskutiert (MOILLENDORF
1926). Elektronenmikroskopisch ist bisher verschiedentlich die Aufnahme
von feinpartikulirem Material in die Zelle untersucht worden. Es wurde
dabei zum Teil eine vacuolire Speicherung vorgefunden. Hiufiger wurde
jedoch Stoffspeicherung und -anreicherung in Cytosomen beobachtet.
(Organische Eisenverbindungen: Scrurz 1956, RicaTER 1957 ; kolloidales
Siliciumdioxyd.: Poricarp, CorLET 1957; kolloidales Gold: HARFORD,
Hamrin u. Parger 1957). Innerhalb dieser Korper scheinen ganz
allgemein Stoffverarbeitungs- bzw. Abbauvorginge weiter fortzuschrei-
ten. Hierfiir sprechen unter anderem die Beobachtungen, die an Alveolar-
makrophagen der Lunge von Scrurz (1958) sowie von KARRER (1958),
an Makrophagen der Milz von SToERENTUS (1957) getroffen wurden. Thre
offenbare Fihigkeit zur Stoffspeicherung und Stoffverarbeitung liBt
daran denken, daB Enzyme an der stofflichen Zusammensetzung der
Cytosomen wesentlichen Anteil haben. Vielfach neigte man dazu, diese
Korper als speichernde Mitochondrien aufzufassen, die durch diese
Funktion eine strukturelle Verinderung erfahren hétten. Fiir solche
Annahmen sind keine iiberzeugenden Befunde beigebracht worden.
Sowohl der Feinbau der Mitochondrien als auch ihre Natur als Multi-
enzymsystem und ihre Funktion im Metabolismus der Zelle sprechen
dagegen (MmLLER 1958).

Es ergibt sich aus unseren Befunden, daB die Aufhahme und Ablage-
rung in Cytosomen ausschlieflich das feinstrukturelle Korrelat der
granuliren Tellurspeicherung darstellt. Das Tellur scheint in Form eines
seiner leicht 16slichen Verbindungen, eventuell eines Tellurites, die Zell-
membran zu passieren, wird dann schnell aus dem Grundcytoplasma
eliminiert und in unléslicher Form innerhalb von membranbegrenzten
Speicherorten abgeschieden. PENTscHEW hat auf Grund einer makro-
skopischen Verfirbung bei fehlender ,.granulirer Speicherung® im
Zentralnervensystem der Katze eine diffuse Durchtréinkung der Zellen
it kolloidalem Tellur angenommen. Wir konnten weder in frithen noch
in spiten Stadien der cytosomaren Speicherung eine diffuse feinste
Pricipitation oder andere Spuren des Metalls im Grundeytoplasma der
Nervenzellen feststellen. Es ist leicht einzusehen, dafl die beginnende,
auf die Cytosomen beschrinkte Ablagerung lichtmikroskopisch noch nicht
als granulire Speicherung zu imponieren braucht, wenn sie sich auch
makroskopisch schon in einer deutlichen Verfarbung der grauen Substanz
des Zentralnervensystems ausdriicken kann.

Die Form, in der das stark elektronenstreuende Material auftrat war
nicht einheitlich. Eine. feinkornige ,.amorphe’ wechselnd dichte Ver-
teilung von Einzelpartikeln, die eine GroBe von etwa 50—80 A haben,
iiberwog. Nicht selten waren neben der feinkérnigen Ablagerungsform
das  Auftreten von locker und regellos in der cytosomaren Grund-
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substanz verteilten Stibchen bzw. von nadelfdrmigen Gebilden zu
beobachten. Die Abmessungen waren in gewissen Grenzen einheitlich
und betrugen in der Lingsachse um 1000 A und in der Querachse
100—200 A. Fir ihre Kristallnatur sprechen FormregelmaBigkeit,
lineare Begrenzung und scharfwinkelige Spitzen.

PeNTscHEW hat hervorgehoben, dafl zwischen der Ausbreitung der
Tellurspeicherung im Zentralnervensystem und dem Verhalten basischer
Farbstoffe gewisse Ahnlichkeiten bestehen, wihrend sich das Metall und
saure semikolloidale Farbstoffe im Tierexperiment gegensitzlich ver-
halten. Es ist gewifl naheliegend, Beziehungen zu den bei Vitalfirbung
des Zentralnervensystems festgestellten GesetzméBigkeiten zu suchen.
Doch sind die dabei zu berticksichtigenden Probleme zu vielschichtig und
zu wenig geklirt, als dafi ihre Erérterung zur Deutung unserer fein-
strukturellen Befunde beitragen wiirde. Erwihnt sei jedoch, dafl
Drmpsey u. WIsLookI (1955), die am Zentralnervensystem eine ,,Vital-
farbung* durch langzeitige orale Zufuhr von Silbernitrat erreichten, eine
Reduktion und Ablagerung des in ionaler Form applizierten Silbers
lediglich in den auch mit Trypanblau firbbaren Ortlichkeiten des Zen-
tralnervensystems und zwar vornehmlich im Bereich der sogenannten
Basalmembran der Capillaren fanden. Sie nahmen an, daf3 diese Barriere
reduzierbare toxische Substanzen ausfiltert und ausfillt. Wir haben beim
Tellur eine Reduktion bzw. Ausféllung innerhalb der Basalmembran der
Hirnecapillaren jedoch nicht feststellen kénnen. Auch der extracelluldre
Raum, der in der GroBhirnrinde durch ein wahrscheinlich Mucopoly-
saccharide enthaltendes Intercellularfugensystem gebildet wird (HaGER
1959 ; HorsTMANN u. MuvES 1959), blieb frei von den Ablagerungen.

Aus der Feststellung, daB sich Tellur in Endothelzellen, im Cytoplasma
von Astrocyten, stellenweise in pericapilliren Cytoplasmabereichen, in
groBer RegelméaBigkeit und Haufung aber in den Perikarien der Nerven-
zellen nachweisen lie}, ergeben sich nur wenige Hinweise auf Weg und
Verdnderung des Metalls vom Depot zu den intracelluliren Ablagerungs-
statten. JAUNEL, PAGE u. MULLER nahmen an, dafl das metallische
Tellur am Depotort ganz allméhlich zu telluriger Séure, vielleicht auch
zu Tellursdure oxydiert wird und daB diese leicht resorbierbaren Ver-
bindungen auf dem Blutweg in die Organe gelangen, um dort wieder zu
Tellur oder zu einem seiner Oxyde reduziert zu werden. In welcher
chemischen Zustandsform das Metall intracellulir zur Ablagerung komms,
konnte nicht sicher nachgewiesen werden. Die genannten Autoren
kamen jedoch auf Grund von Experimenten mit frischen Hirnstiickchen
in vitro zu dem Schluf}, daB die Reduktion von tellursaurem Natrium zu
Tellur im Hirngewebe wohl nicht durch Stoffwechselprodukte wie etwa
Milchséure erfolgt, sondern in Form einer fermentativ gesteuerten Re-
aktion stattfindet. Gewisse Hinweise auf die Art dieser Reaktion ergeben
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sich aus enzymhistochemischen Untersuchungen, die in jiingerer Zeit von
BarNETT 1. PALADE (1957, 1958) durchgefiihrt wurden. Diese hatten zum
Ziel, die Aktivitdt des Dehydrogenasesystems feinstrukturellen Be:
reichen innerhalb der Zelle zuzuordinen. Frisches Gewebe (unter anderem
Herzmuskel) wurde mit Natriumtellurit inkubiert, das als Wasserstoff-
acceptor dienen sollte. Elektronenmikroskopisch wurden als vorwiegend
in enger ortlicher Beziehung zu Mitochondrienstrukturen stehende
Reaktionsprodukte feinkérnige Partikel und nadelférmige Kristalle
festgestellt. Letztere stimmen in Dimension und Form mit den von uns
in Cytosomen nachgewiesenen Kristallen iiberein. Die amorphen fein-
granuliren Pricipitate wurden als Tellurmonoxyd, die Kristallnadeln als
Tellur angesprochen. Es ist daher in Betracht zu ziehen, dafl bei dem
von uns in Nervenzellen beobachteten cytosomaren Speicherungs-
phinomen Tellur in Form von sich chemisch unterscheidenden Produkten
zur Ablagerung gelangt. BARNETT u. PAraDE fithren im Rahmen ihrer
enzymhistochemischen Arbeiten iltere Beobachtungen iiber die leichte
Reduzierbarkeit des Tellurits durch lebende Bakterien, Hefezellen und
Pflanzenzellen zu schwarzen unléslichen Verbindungen an., WACHSTEIN
(1949) rief den Gebrauch des Natriumtellurits als Reagens wieder ins
Leben, indem er seine Verwendbarkeit fiir den Nachweis der endogenen
Dehydrogenase am lebensfrischen tierischen Gewebe hervorhob. Ob an
der in der lebenden Zelle innerhalb der Cytosomen stattfindenden Re-
duktion von Tellurverbindungen ausschlieBlich das Dehydrogenasesystem
beteiligt ist, 148t sich jedoch nicht entscheiden. Doch bietet die Fahigkeit
der Zellen zur Eliminierung der Tellurverbindungen aus dem Cytoplasma,
sowie zur offenbar unter Enzymwirkung innerhalb der Cytosomen ab-
laufenden Reduktion der Tellurite zu unléslichen Verbindungen bzw.
zum elementaren Metall fiir die von PeNTscHEW hervorgehobene Wider-
standsfahigkeit der Nervenzellen bei der experlmente]len chronischen
Tellurvergiftung eine gewisse Erklarung.

Zusammenfassung

Goldhamstern wurde Tellur als subkutanes Depot in Dosen von 100 bis
1600 mg verabreicht. Nach Uberlebenszeiten von Wochen bis Monaten
war am Zentralnervensystem makroskopisch eine Verfiirbung der grauen
Gebiete, lichtmikroskopisch eine celluldre Speicherung tiefdunkler
Granula zu erkennen, an der vornehmlich di¢ Nervenzellen beteiligt
waren. Im Elektronenmikroskop lief} sich im Cytoplasma von Nerven-
zellen, gliésen Elementen und in Capillarendothelzellen eine Vermehrung
von Cytosomen erkennen. Nur innerhalb dieser Kérper war eine dichte
Speicherung von teils in feingranuldrer, teils in kristalliner Form vor-
liegenden kontrastreichen Substanzen nachzuweisen. Das Grund-
cytoplasma und die iibrigen Zellorganellen blieben frei. Das Metall
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scheint am Depotort nach Oxydation zu einem Tellurit in die Blutbahn
zu gelangen. Nach Aufnabme durch die Zellen diirfte eine schnelle
Eliminjerung der Tellurverbindungen aus dem Grundeytoplasma und
Anreicherung in Cytosomen erfolgen. Dort lduft offenbar unter Enzym-
wirkung eine Reduktion der Tellurite zu unléslichen Verbindungen oder
zum elementaren Metall ab. Fiir diese Deutung sprechen verschiedene,
von anderer Seite beim histochemischen Dehydrogenasenachweis mit
Natriumtellurit sowie bei Einwirkung von Tellurit auf Bakterien und
lebensfrische pflanzliche und tierische Zellen und Gewebe getroffene
Feststellungen. ‘
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