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Aus dem Pathologischen Institut der Universitdt Erlangen
(Direktor: Prof. Dr. Ericn MULLER),

Uber die Binwirkung des Urethans auf den Eierstoek
der weiflen Maus.

Von
Karr, FunrmANN,
Mit 8 Textabbildungen.
( Eingegangen am 24. Dezember 1949.)

Das seit den Arbeiten von PATERsoN, Happow, THOMAS und WaAT-
xiNsoN in der Therapie der Leukosen viel verwandte Hypnoticum
Athyl-Urethan (U.), HEILMEYER, Bock, LiNkE und MECHELKE, MOESCH-
LIN, Scuavrze, MULLER und FRITZE u. a., ist nach Ansicht der meisten
Untersucher in seiner Wirkung am lymphatischen und auch hiamato-
poetischen System der Roéntgen- bzw. Radiumbestrahlung gleich-
zusetzen.

Abnahme der Sprungbereitschaft und temporire Sterilitit, die am
hiesigen Institut bei Untersuchungen iiber die morphologischen Ver-
inderungen des Blutes und der blutbildenden Organe nach Urethan-
gaben am Kaninchen auffielen, regten zu einer experimentellen Nach-
priifung dieser Beobachtung an, die um so mehr gerechtfertigt erschien,
als die Frage der Keimdriisenschédigungen durch Narkotica oder ver-
wandter Stoffe in der Literatur bisher nur eine duBerst spirliche Be-
arbeitung erfahren hat, im Gegensatz zu zahlreichen Untersuchungen
iiber den Einflufl mannigfaltigster anderer Stoffe auf die Gonaden.

Wir haben es uns deshalb zar Aufgabe gemacht, durch Versuche an
der weilen Maus, die wegen ihrer regen Ovarialtitigkeit ein geeignetes
Versuchstier darstellt, nachzupriifen, ob 1. Gberhaupt durch Urethan
ein Kinfluf} auf die Keimdriisen ausgeiibt werden kann und ob 2. diese
Einwirkung schon auftritt, bevor der Gesamtkorper eine Schadigung
erfahrt, Urethan also ein elektives Keimdrisengift darstelit. Zunichst
haben wir von Fortpflanzungsversuchen Abstand genommen und uns
auf reine anatomische Untersuchungen des Ovars beschrinkt. Die
funktionelle Eierstockstétigkeit wurde dabei durch regelmiBige Kon-
trolle der Scheidenabstriche iiberpriift; tiber sie wird andernorts aus-
fiihrlicher berichtet werden.

Versuchsanordnung.

Die Untersuchungen wurden an mehr als 60 geschlechtsreifen gleichaltrigen,
jungen ausgewachsenen, weiblichen Mausen aus einer guten Zucht, 25—35 g schwer,
unter gleichbleibenden Bedingungen, wie konstante Temperatur, Beleuchtung
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und ausreichende abwechslungsreiche, vitaminhaltige Erndhrang, in den Winter-
monaten November bis Mirz durchgefithrt. Es kamen nur solche Tiere in den
Versuch, die bei der Kontrolle der Scheidenabstriche iiber 6 Wochen einen regel-
rechten Vaginalcyclus gezeigt hatten.

Zu den Versuchen wurde Athyl-Urethan verwandt, das in 1- oder 10%iger
Lésung, auf Korperterperatur erwirmt, unter die Riickenhaut gespritzt wurde.
Der Zeitpunkt der Injektion wurde dabei auf 8, bzw. bei 2maliger Injektion auf
8 und 12 Uhr festgesetzt, um die physiologische Nahrungsanfnabme am Abend
moglichst nicht zu beeintrichtigen. Im ganzen wurden 4 Versuchsreihen aufge-
stellt, deren jede 10 (I), bzw. 15 (II, III) oder mehr Tiere (IV) und je 5 Kontroll-
tiere umfaften; diese erhielten, um die Einwirkung des Stichtraumas auszu-
schlieflen, wibrend des Versuches physiologische Kochsalzldsung injiziert. Von
den jeweils im Versuch stehenden Tieren der Gruppe I—IV wurde ein Teil iiber
festgesetzte Zeitrdume behandelt und untersucht, wihrend bei einem anderen
Teil nach verschieden langer Zeit mit der Behandlung ausgesetzt wurde, um die
Regeneration in den Kiersticken nach 1—8 Wochen zu iiberpriifen. Im ein-
zelnen betrug Dosierung und Behandlungszeit:

Tabelle 1.
Nr. . . Kon- | versuchs- Tﬁ? %‘b‘si?érolrgt Anzahl
€ Dosis pro die | Anzahl dauer
GI‘% gpe osis p trolle (Tage) nag]:l‘tay%s%té})xs- Spontantod

I 1mal 7 5 20—170 ‘ sofort ! —
0,05 g/kg! 3 20—60 | 30-—60 —_
1T imal 12 5 5—56 sofort, ‘ i
03¢g 3 5—35 30—60 | 1
nr { 2mal 12 5 3—21 safort ! 5
0,3g 3 3—21 14 | 2
IV 2mal 10 5 114 sofort 4
i 0,5¢g 15 5—13 ( 28 | 2

1 Alle Dosisangaben beziehen sich auf g/kg.

Wihrend der Versuchsdauer wurde der Vaginaleyclus taglich durch Scheiden-
abstriche nach Zowprxr iberpriift. Nach AbschluB des Versuches wurden die
Miuse durch Chloroform getttet, jeweils 3 Std nach der letzten Urethaninjektion,
soweit: sie nicht spontan umgekommen waren. In der Tabelle ist die Anzahl der
Spontantodesfille angegeben. Die lebensfrischen Organe, insbesondere Milz,
Ovarien, Uteri und Vaginae wurden in Formalin-Sublimat-Eisessig oder 10 %igem
Formalin fixiert, iiber Methylbenzoat in Paraffin oder Gelatine eingebettet, in
Serien. geschnitten und mit Hamatoxylin-Eosin, Sudan ITI, Azan oder nach
vax Gimson gefarbt. Auflerdem wurde von der Milz eine Reihe von Spezial-
farbungen angefertigt, weil an diesem Organ nach experiroentellen Untersuchungen
von Lunxerr und Inener, LoreEnz, Luraer und LorREeNz, TiscuENDORF und
Frirze, MASSHOFF . a. ein etwa von Dosis und Versuchsdauer abhingiger Schwund
des lymphatischen Parenchyms einsetzt, dessen Grad einen groben Anhalt fiir die
Urethanschidigung im Korper darstellt.

Eine Narkosewirkung des Urethans ist in der Versuchsgruppe I nicht fest-
zustellen, eine sichtbare Anderung im Verhalten der Tiere kann nicht bemerkt
werden. In Gruppe IT wirkt Steigerung der Dosis auf 0,3 in Ubereinstimmung
mit den Angaben von Pexc, PurEwKs, FUENER, MassEOFF, HEINZEL u. a. bereits
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schlaferzeugend (Narkosestadium I nach Maexvus und GirnNprt), die Grenzdosis
liegt etwa bei 0,25. Die Schlafdauer schwankt je nach der individuellen Empfind-
lichkeit der Tiere ein bis mehreren Stunden. Bei guter Vertraglichkeit kann diese
Dosis von 0,3 iiber lingere Zeit (bis 8 Wochen) gespritzt werden, ohne dall eine
stirkere Stérung des Allgemeinzustandes auftritt. Bei 2maliger Zufuhr dieser
Dosis pro die (Gruppe ITI) tritt unter Absinken der Atemfrequenz von 20—40%
zunehmend tiefer Schlaf auf (Narkosestadium), der aber noch durch akustische
und sensible Reize unterbrochen werden kann. Allméahlich vertieft sich dieser und
fithrt nach etwa 3 Wochen #iber Seitenlage der Tiere in einem Zustand der Dauer-
narkose zum Spontantod. Wahrend die ermittelte einmalige todliche Dosis etwa
2,7 betragt, liegt die narkotische Dosis bei 1,0; pro die verabreicht, fiihrt diese
Gabe (Gruppe IV) nach lingstens 2 Wochen unter Absinken der Atemfrequenz
bis unter 50% (Narkose- :

stadium IV—V) und Ver- Grugpel 405g/kapd

4
minderung der Kérpertem- 9%
peratur in Seitenlage und 5 Cruppe I 034/¥g pd.

Dauernarkose zum Spon-
tantod.

Das Korpergewicht der
Tiere wurde durch tagliche
Wigungen laufend kontrol-
liert und in besonderen Ge-
wichtskurven erfaft, deren
mittlere Werte in Prozent

E
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des Anfangsgewichtes in T 23456783 WHER HB BT H W& Toge
der Zeiteinheit in Abb.1 GrILly
graphisch dargestellt sind. Abb. 1. Mittlere Gewichtsabnahme in Prozent

Wie hier ersichtlich ist, des Anfangsgewichtes.

tritt in  Ubereinstimmung

mit anderen Untersuchern eine merkliche Gewichtsabnahme erst bei Gruppe IIT
und IV direkt proportional der Zeit auf, die gegen Versuchsende in ausgepragtesten
Fillen fast ein Viertel des Korpergewichtes erreicht. Eine Abh#ngigkeit von dem
Anfangsgewicht kann hierbei nicht festgestellt werden. Bemerkenswert ist der
in allen Kurven vorhandene Knick infolge Absinkens des Korpergewichtes mit
nachfolgendem Wiederanstieg kurz nach Versuchsbeginn, dessen Ursache als
Gewohnungseffekt gedeutet wird. Die Gewichtsabnahme beruht vermutlich in
der Hauptsache auf einer Stérung des intermedidren Stoffwechsels durch Urethan
in seiner Rigenschaft als Fermentgift (WarBure, Quaster, FIscHER und STERN,
ORMSBY u.a.). Der Gewichtsverlust ist wohl nur zum geringeren Teil in der
auftretenden FreBunlust und mangelnder Gelegenheit zur Nahrungsaufnahme
durch anhaltenden Schlaf begriindet; denn es mufBl betont werden, daf eine
absolute Nahrungsverweigerung nur im Stadium der Dauernarkose gegen Ver-
suchsende in Gruppe ITY und IV, lingstens iiber 1—2 Tage beobachtet werden
konnte.

Untersuchungsergebnisse.

L
Vor der Schilderung der Verdnderungen im feineren histologischen
Bild seien zunichst zusammenfassend die Befunde aufgezeigt, die in
jeder der vier gespritzten Tiergruppen erhoben werden konnten.
Tiergruppe I (0,05 g/kg tédglich). Bei dieser Dosierung, die etwa
den bei Menschen iiblichen therapeutischen Gaben entspricht, sind

1*
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selbst bel langer Verabreichungszeit (bis 10 Wochen) — bis auf eine
spater ndher zu erdrternde Verschiebung der Mitosephasen und gering-
gradigen Wachstumshemmung der Granulosa — keine wesentlichen
Verdnderungen im morphologischen Bild beziiglich Anzahl, Ausbildung
der Follikel und der Corpora lutea in den Eiersttcken festzustellen.
Auch an Uterus, Tube und Vagina sind keine krankhaften Befunde zu
erheben, Milzverdnderungen fehlen. Eine Beeinflussung der funktio-
nellen Eierstockstitigkeit findet nicht statt.

Tiergruppe II (0,3 g/kg téglich). Bei dieser schlaferzeugenden
Urethandosis ist dagegen ohne eine merkliche Gewichtsabnahme der
Tiere an den Ovarien ganz eindeutig eine zunehmende Follikelatresie
und Hemmung des Follikelwachstums aufzufinden. Die vorgefundenen
morphologischen Veriinderaungen sind bereits nach vierwochentlicher
konstanter Urethanverabfolgung mehr oder weniger stark ausgeprigh,
ein genauer Zeitpunkt des Beginnes der Eierstocksverinderungen laBt
sich wegen der feststellbaren individuellen Empfindlichkeit nicht an-
geben. Der Befund des Eierstocks der Maus 4a stellt eine mittlere
Schédigung des Ovars nach vierwdchentlicher Behandlung dar:

Befund M 4a. Mit 33 g in den Versuch genommen, nach 26 Tagen Urethan-
behandlung mit 0,3 g téglich 30 g schwer. Die Ovarien erscheinen makroskopisch
verkleinert. Auf Serienschnitten finden sich wenig &ltere Corpora lutea, die zum
Teil bindegewebig durchwachsen sind. Starke, Follikel aller Stadien umfassende
Atresie, von der nur einzelne heranreifende oder Primordialfollikel nicht betroffen
sind. Das Stroma ist dicht, zellreich mit m&fBiger Ausbildung von interstitiellen
Zellen. Der subepitheliale Faserfilz ist schmal, das Oberflichenepithel ist glatt,
kubigch. Uterus und Tube sind ohne Besonderheiten. Die Vagina zeigt 1--2-schich-
tiges Plattenepithel, das von Leukocyten durchsetzt ist, dariiber finden sich schleim-
bildende Zellen.

Welch starke Grade die Ovarschidigung erreichen kann, zeigt die
Abbildung des Eierstocks von M 1 nach 8wéchentlicher gleichbleibender
Urethanzufuhr. Bei fehlender Heranreifung und unter zunehmendem
Schwund der Follikel ist hier bereits eine Ovarialatrophie mit beginnen-
der Zunahme des Bindegewebes festzustellen (Abb. 2).

Befund M 1. Anfangsgewicht 32 g. 8 Wochen 0,3 g Urethan, Endgewicht 29 g.
Auf Serienschnitten sind nur noch einige kleine, von Bindegewebe durchwachsene
Corpora lutea feststellbar. Es werden zahlreiche Follikel in allen Stadien der
Atresie angetroffen, nur ganz vereinzelt finden sich Primordialfollikel oder heran-
reifende Follikel ohne Degenerationszeichen. Von der Rinde her setzt eine zu-
nehmende Durchsetzung mit Bindegewebe ein unter Verbreiterung der subepi-
thelialen Faserfilzlage. Es sind reichlich interstitielle Zellkomplexe mit proto-
plasmareichen, lipoidhaltigen grofien Zellen vorhanden, deren Entwicklung aus
atretischen Follikeln verfolgt werden kann. Das eher zylindrische Oberflachen-
epithel zeigt in die Tiefe gehende Schlauchbildungen. An Uterus und Tube lassen
sich keine Besonderheiten auffinden. In der Vagina wird ein einschichtiges Platten-
epithel unter einer Lage schleimbildender Zellen mit maBig starker Leukocyten-
durchsetzung angetroffen.
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Der Gewichtsverlust der Tiere dieser Versuchsgruppe ist, wie aus
der Abb.1 hervorgeht, nur unwesentlich, das Allgemeinbefinden ist

Abb. 2au.b. a Ubersichtsaufnahme eines normalen Eierstocks (54fach); b atrophischer
Eierstock nach 8wdchentlicher Urethanbehandlung (0,3 g/kg) taglich.

in der Regel bis auf eine Resistenzschwiche gegeniiber Infektionen nicht
beeintrichtigt. Diesen Befunden ist insofern eine besondere Bedeutung
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beizumessen als eine Inanition, die sich in Gruppe III und IV nicht
ganz ausschlieBen 1468t, hier offenbar keine Rolle spielt. Neben den
Ovarverinderungen ist an der Milz eine Reduktion des lympha-
tischen Parenchyms in Ubereinstimmung mit anderen Untersuchern
(LEnyerT und Ivewer, TiscEENDORF und Fritze, LorRENz, Mass-
HOFF u.a.) anzutreffen. Eierstocksversinderungen ohne beginnenden
oder stark ausgeprigten Milzknotchenschwund werden nicht gesehen.
Eine elektive Ovarwirkung muf daher fir das Urethan abgelehnt werden.
Die Priifung der funktionellen Eierstockstitigkeit durch Uberpriifung
der Scheidenabstriche ergibt eine eindeutige Hemmung der Brunst, die
mit Ausnahme von 3 Tieren, bei denen noch ein Schollenstadium auf-
trat, sofort einsetzt, um wihrend der ganzen Versuchsdauer anzuhalten.

Gruppe IIT und IV (0,6 und 1,0 g/kg téglich). Bereits nach 21 Tagen
(IIT) bzw. 14 Tagen (Gruppe IV) konstanter Urethanverabfolgung
konnen hier Verinderungen in den Ovarien beobachtet werden, die
einem Erléschen der Ovarialfunktion durch mangelnde Follikelreifung
gleichzusetzen sind. Allerdings tritt bei diesen Versuchstieren eine zum
Teil erhebliche Gewichtsabnahme bis 25% auf, aber auch bei Tieren,
deren Gewichtsverlust nicht liber 10% hinausgeht, sind, neben aus-
gepriagten Milzverdnderungen in Form eines Follikelschwundes und
starken Himosiderinablagerungen in den Reticulumzellen, in den
Ovarien in der Regel Degenerationserscheinungen an den Eizellen und
an dem Granulosaepithel fast aller Ovarfollikel sichtbar, im Vergleich
zu normalen Eierstocken, in denen die Anzahl der atretischen Follikel
nach BLOTEVOGEL etwa nur die Hilfte betrigt. Der Befund von M 8
als Bild einer ausgesprochenen Ovaratrophie mit Schwund beinahe
simtlicher Follikel soll dies unter Verzicht auf weitere Wiedergabe
von Protokollen unter Beweis stellen (Abb. 3).

Befund M 8. Anfangsgewicht 35 g. 21 Tage, 0,6 g Urethan, Endgewicht 26 g.
Die Ovarien sind makroskopisch verkleinert. Von den Corpora lutea sind mehrere
kleine, von Bindegewebe durchwachsene Gebilde sichtbar. Auf Serienschmitten
fehlen fast samtliche Follikel, die Hauptmasse des Ovars ist aus einem dichten
kleinzelligen Gewebe zusammengesetzt, in welchem méagig lipoidhaltige Zellkom-
plexe aus atretischen Follikeln angetroffen werden. Der subepitheliale Faserfilz
ist maBig ausgebildet, das Oberflichenepithel ist glatt. Uterus und Tube sind ohne
Besonderheiten, das Vaginalepithel gleicht den oben angefithrten Befunden.

Die funktionelle Eierstockstitigkeit bleibt wibrend der ganzen Zeit
der Urethanzufubr unterbrochen. Ein Schollenstadium konnte wihrend
der Versuchsdauer nicht beobachtet werden.

Die Tatsache, daf bei allen geschidigten Ovarien unter zahlreichen
atretischen Follikeln stets einzelne unversehrte Primordialfollikel auf-
zufinden sind, also niemals ein volliges Erloschen der Funktion ein-
tritt, 148t eine Wiederherstellung der Ovarialtéitigkeit nach Auf-
hiren einer konstanten Urethanverabfolgung vermuten. Unsere in
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dieser Richtung durchgefiihrten Untersuchungen bestidtigen diese An-
nahme; denn es konnten in allen Gruppen— in Gruppe I nach 28téagiger,
in Gruppe IIT nach 14tdgiger Verabreichung — nach Absetzen des Ure-
thans erneutes Follikelwachstum und Wiederauftritt des Brunsteyclus
nach 14 Tagen bis 6 Wochen beobachtet werden. Die Grenze, bis zu
welcher eine Erholung des Eierstockes moglich ist, kann auf Grund
unserer Versuche (zu geringe Tierzahl!) nicht festgelegt werden. Zu-
sammenfassend kann gesagt werden: Urethan fihrt in hoheren Dosen

A a) 4.-:....
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-

Abb. 3. Eierstocksatrophie durch 2 x 0,3 g/kg Urethan taglich, 21 Tage lang. Keine
intakten Follikel mehr. Mehrere Corpora lutea, zum Teil unscharf abgegrenzt.

und konstanter Verabjolgung iiber lingere Zeil zur Hemmung des Follikel-
wachstums, zu einem Uniergang des spezifischen Ovarialparenchyms, in
schwersten Fillen bis zur Ovarialatrophie; die Eierstocksfunktion ist
dabei — wie das Ausbleiben des Vaginalcyclus zeigt — gehemmi.

II.

Weitere Untersuchungen dienten der Frage, ob sich im feineren
histologischen Bild, im Vergleich zu den vorliegenden Arbeiten der
Literatur tiber Gifteinfliisse auf Keimdriisen, irgendwelche Besonder-
heiten darbieten. Hierzu sollen die einzelnen Zellelemente eine geson-
derte Besprechung erfahren.

1. Eizelle. Bei Urethaneinwirkung findet der Untergang der Eizelle
in Form einer einfachen Nekrobiose statt, die mit Aufblihung der
Kernkorperchen einsetzt und unter einer leichten Kernwandhyper-
chromatose mit einer Chromatolyse des Kernes endet. Dieser Prozefl



8 KARL FUHBMANN:

wird an reifen Eizellen hiufiger angetroffen als an heranreifenden oder
an Eizellen in Primordialfollikeln. Von letzteren gelingt es, selbst in
schwergeschiadigten Ovarien immer noch einige aufzufinden, die bei
Anwendung unserer gewthnlichen Firbemethosen unversehrt erscheinen.
An Eizellen degenerierter Follikel kommen h#ufiger als in normalen
Eierstocken sog. Spindelfiguren (1. Reifeteilung in der Metaphase),
deren Bildung nach fritheren Untersuchern (FLEMMING, SoROTTA,
HexNEGUY, JANOSIK, RaBL, SCHOTTLANDER, MAAK u. a.) auf degenera-

tive Vorginge zuriickgefiihrt,

neuerdings aber auch (BEsorp
u.a.) als physiologisch ange-

L x A7 o ’\ 4. , sehen wird, und auch Abstofung
R SR e L von Richtungskorpern, die bei
3 A o » normaler Follikelatresie seltener
oy 5 :* ¢ gesehen wird, in dhnlicher Weise

W% b % wie beim Benzol (MAAK) zur
O " .~ Beobachtung (Abb.4). Die An-
X ¥ & "/ nahme einer Hiufung dieser
o . _’:- £+ Spindelfiguren liegt hier nahe,
¥ “‘_ :;& “y Y& zumal dem Urethan in seiner
P ‘._;" {'J 6 n: 26 cytostatischen Wirkl}ng eine
PNy el Hemmung der Zellteilung des

¥ o "h ’. & v o Seeicelei inder M .
b Ay - % eeigeleies in der Metaphase zu

AbD. 4. Sog. ,,Spindelfigar in der Bizelle Kommen soil(WARBURG, BROCK,

eines Follikels bei Urethanbehandlung. Eizelle
wie Granulosaepithel zeigen deutliche
Degenerationszeichen.

DruckrEY und HErrREN u. a.).
Mehrkernigkeit und Furchungs-
erscheinungen an Fiern sind
selten anzutreffen, offenbar wirkt Urethan nicht anregend auf eine
..parthenogenetische Eiteilung” (ScHOTTLANDER, FLEMMING, in neucrer
Zeit HAicastTrROM, BrAwca, CoHampy, HinsErmaxy, Loes, Novik
und EIsINGER, SANSOM u. a.), wie Batamwrox bei den Narkotica
Ather und Chloroform beobachten konnte. Die Aufsprengung der Ei-
zelle in mehrere Teilsticke, teils mit, teils ohne Kerne, ein Vorgang, der
von SoBorTA und BoNNET in Ablehnung der Parthenogenese und auch
von anderen wie MAax und Marsis abgetrennt wird, ist dagegen ein
recht hdufiger Befund, zum Teil mit Krystallbildung.

Abb. 5 zeigt die Aufsprengung einer Eizelle unter Bildung eines perivitellinen
Spaltraumes mit 2-thombischen Krystallen, die in- normalen Korperzellen haufig
(Bere, Herr, KoLMER, LEENER, V. LENHOSSEX, LUBARSCH, REINKE u.a.), im
normalen Siugetier-Ei dagegen relativ selten von Horr, WAGNER und Porrax und
in degenerierten unfragmentierten von Maax, in fragmentierten von MATHTS be-
schrieben wurden.

Der neben dem grofen Krystall sichtbare, offenbar aufgeblihte Kern widerlegt
die Ansicht von Martmis, wonach die Krystalle aus Kernkérperchen entstehen
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sollen, auch Masx hat nie Bikerne oder Reste bei Krystallbildung angetroffen.
Das ungleiche Massenverhaltnis der Krystalle zum Kern, das Fehlen von Uber-
gangsformen, die eine Entstehung aus eingewanderten Granulosazellen unwahe-
scheinlich macht, 148t vielmehr an eine Bildung aus Abbauprodukten des Eiweil:
im Cytoplasma denken, wofiir ibre starke Farbbarkeit mit Eisenhdmatoxylin
sprechen konnte. Inwieweit eine Beziehung zwischen dem Harnstoffderivat
Urethan und den von MaTHIS beobachteten Krystallen bei Einwirkung von
Schwangerenurin oder Benzol (Maax) besteht, kann nicht entschieden werden.

Auf Grund der Tatsache, daB bei beginnenden Zerfallserscheinungen
am Granulosaepithel stets fallbare Verdnderungen an der Eizelle vor-
handen sind, muB in Uber-
einstimmung mit SCAROEDER,
Stieve, HINSELMANN u. a.
der Untergang der Eizelle
als der primire Vorgang an-
gesehen werden, dem sekun-
dar der Zerfall des Granulosa-
epithels folgt. In spiteren
Stadien sind eingewanderte
Granulosazellen  (VircHOW,
PrrticEr, LINDGREN u. a.)
ein hiufiger Befund. Das
weitere Schicksal der zugrunde
gehenden REizelle und damit
des Follikels vollzieht sich
im wesentlichen unter den
Bildern, die man auch phySiO- ADbb. 5. Krystallbildung in einer zugrunde
logischerweise bei der Atresie gebenden, fragmontieren e e bel
(SLAVIANSKY, SCHROEDER,

SCHOTTLANDER, FLEMMING u. a.) zu sehen gewohnt ist.

2. Granulosaepithel. Der Zerfall des Epithels vollzicht sich unter
Bildern, die bei normaler Follikelatresie auch beobachtet werden konnen,
im wesentlichen unter Pyknose der Kerne oder Chromatolyse mit Kern-
wandhyperchromatose. Auffillig sind abnorm grofie Chromatinkugeln,
wie sie in normalen Eierstocken nicht gesehen werden (Abb. 6).

Die von v. MérLeNDORYY, BUcHER, LUDFORD, GEIERSBACH u.a.
in Fibroblastenkulturen angenommene Einwirkung des Urethans auf
die Regulationskrifte der Mitosen im Sinne einer Hemmung in der
Metaphase, die von KUstER, ScHULZE, MULLER und FRITZE u.a. in
vivo am Knochenmark bestétigh, von anderen hingegen wie LINKE und
MecneLkE, LENNERT, P. DUSTIN u. a. nicht beobachtet werden konnte,
muBte zu einer besonderen Beachtung des Zellteilungsmechanismus des
Follikelepithels als eines teilungsfdhigen Zellverbandes im Eierstock
fuhren. Die differenzierte Auszahlung der Mitosen gibt uns zweifellos
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einen sehr zuverlissigen Einblick in den, im Augenblick der Fixierung
herrschenden Zustand der Zellgemeinschaft des Granulosaepithels der
wachstumsfihigen Follikel, die wegen ihrer normaliter reichlich vor-
handenen Mitosen in dbnlicher Weise wie die Thymusrinde, Haarbélge,
lymphoiden Keimzentren sowie die Proliferationszonen der LiEBER-
rtaNschen Krypten (DustiN, LUpFoRD u. a.) zum Studiom von Zell-
teilungsvorgéingen sehr geeignet sind. Es interessierte die Frage, ob
unter Urethan 1. eine Verschiebung der einzelnen Mitosephasen im

Abb. 6. GroBe Ohromatinkugelbjldung in stark degeneriertem TFollikel., TUber der
Theca folliculi siebt man die Reste des Granulosaepithels.

fixierten Schnittpriparat eintritt, und ob 2. die absolute Zahl der
angetroffenen Mitosen im Vergleich zu normalen Eierstocken ver-
mindert ist.

Zu 1. Um an den Granulosazellen eine etwaige Verschiebung der
Phasenprozente der Mitosen aufzudecken und rhythmische Wachstums-
vorginge auszuschlieBen, mufite eine mdglichst grofie Zahl zur Differen-
zierung ausgezihlt werden und die Ergebnisse statistisch gesichert
werden.

Es wurde zunéchst eine Auszdhlung von 1000 Mitosen an normalen Eierstécken,
die von in der Mitte zwischen 2 Ostren (Dioestrus) sich befindenden Tieren
stammten, ausgefithrt und neben den prozentualen Mittelwerten die mittlere
Strevung ¢ und der mittlere Fehler des Mittelwertes oy, errechnet. Dabei wurde in
Anlehnung an v. MOLLENDORFF ohne eine néhere Unterteilung der Phasen unter-
schieden (Abb.7) zwischen Prophase (I) mit noch nicht abgerundeter Chromo-
somenbildung, Metaphase (IT) mit abgerundeter Metakinese bis zur Bildung der
Aquatorialplatte, Anaphase (ILI) mit Auseinanderweichen der Chromosomen,
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Telophase (IV) mit Durchschniirung des Zelleibes bis zur abgerundeten Doppel-
zelle und Rekonstruktionsphase (V) mit vollstindiger Rekonstruktion der Arbeits-
kerne. Die Gesamtheit der Mitosestorungen wurde unter (VI) beriicksichtigt;
hierunter fallen Verschmelzung von Chromosomen, Storungen in der Spindel-
bildung und in der Ana-
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Abb. 7. Schema der Mitosephasen und Mittelwerte der
einzelnen Mitosephasen in allen Tiergruppen. Die
also der prozentualen Pha-  yjttleren Fehler des Mittelwertes sind in der Tabelle
senverteilung der Mitosen- angegeben.

summen in den einzelnen
Versuchsgruppen. In der Regel wurde dabei von jedem Tier ein Ovarium aus-
gezéhlt, um auf die oben angegebene Zahl von 400 (Gruppe IT, IV) bzw. 500
(Gruppe I, III) zu kommen, muBten mindestens 10 (Gruppe I), hochstens 80
(Gruppe II) 5u dicke Schnitte ausgezéhlt werden.

Als Differenzierungsergebnis findet sich unter Anlegung der zum
Ausschlul der zufilligen Ereignisse iiblichen 3¢-Grenze in allen Tier-

gruppen eine statistisch gesicherte Zunahme der Metaphasen gegeniiber
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normalen Eierstocken, wie aus Abb.7 (Kontrollwerte dicke Linie) zu
entnehmen ist, nicht dagegen eine Verschiebung in Richtung der End-
phasen, wie es v. MOLLENDORFF bei schwachen Urethankonzentrationen
in vitro und von Ktsrer und Scmomw fir die Urethanwirkung beim
Menschen festgestellt wurde. Die Zunahme der Metaphasen geschieht
auf Kosten der Pro- und Rekonstruktionsphasen, die bei den Prophasen
statistisch gesichert, bei den Rekonstruktionsphasen aber nur in
Gruppe II signifikant ist, da die Streuung in Gruppe III und IV zu-
nehmend grofler wird (bis +4,03). Eine Zunahme der Mitosestorungen
ist aus demselben Grund (hohes ¢y,) nur in Gruppe I und I gesichert;
ein Uberwiegen einer besonderen Form wird nicht gesehen, es sind alle
oben angefithrten Abweichungen, auch Pseudoamitosen (v. MOLLEN-
DORFF) vertreten. Der Prozentanteil der Mitosestérungen an der Ge-
samtheit ist offenbar gering; Urethan unterscheidet sich damit in einem
wesentlichen Punkt von anderen Kerngiften wie Colchicin oder Arsen-
verbindungen (LerTrRE, DustiN, Luprorp, BucHER u.a.), Trypa-
flavin und metallorganische Verbindungen u. a. (Kracrs, THOMAS und
DrEws u.a.). Mit der Bezeichnung ,karyoklastisches Gift" ist der
Gesamtwirkung des Urethans offenbar nicht geniigend Rechnung ge-
tragen.

Wegen der geringen Zahl der Versuchstiere haben wir uns auf die Bewertung
eines Gruppenmittels bei verschiedener Dosis beschrinken miissen. FEine Fnt-
scheidung dariiber, zu welchem Zeitpunkt die Phasenverschiebung zur Metaphase
einsetzt, wann sie thren Héchstwert erreicht und ob sie sich wahrend des Versuchs-
verlaufes bei langerer Behandlung anderf, kann aus diesem Grunde nicht gefallt
werden. Am 3. Tage ist die Metaphasenzunahme jedenfalls in allen Gruppen vor-
handen.

Berticksichtigt man die Tatsache, daB die Verhiltniszahlen der
Phasenkurve in fixierten Schnittpraparaten gleichzeitig den Zeitanteil
an der Gesamtdauer der Mitose, den das betreffende Stadium braucht,
wiedergeben ~— denn eine Teilungsphase wird, je linger sie dauert, um
so hiufiger, eine kiirzere dagegen um so seltener angetroffen —, so liegt
bei unseren Auszdhlungsergebnissen ohne Zweifel eine Hemmung in
der Metaphase vor; denn bei der hier vorliegenden Anzahl von Beob-
achtungen ist ein ziemlich sicherer Schlufl auf den Mitoseablauf moglich
und ein cyclisches Auftreten der Zellteilungen in Form eines Mitose-
schubes mit Stillstand fast aller Kerne in einer Phase ausschlieBbar.

Unsere Ergebnisse berechtigen in Analogie zu den in vitro
(v. MOLLENDORFF, BUCHER, LUDFORD u.a.) und den in vivo bei
Knochenmarkspunktionen gewonnenen Beobachtungen zu dem Schluf3,
dafl wir es hier mit einer Urethanwirkung zu tun haben. Eine end-
giiltige Beweiskraft kommt diesen Untersuchungen freilich nicht zu, da
Vergleichsuntersuchungen in vivo fehlen und Phasenverschiebungen
oder Beeinflussung der Mitosenabldufe auch durch Einwirkung anderer
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Stoffe wie Adrenalin (GorLDNER), Toxine, Sduren, Basen, Metallsalzen
und andere mehr (DusTIN) — nicht nur an dem Thymus —, bedingt
werden konnen. Das Adrenalin verdient besondere Erwabnung, da
Urethangaben nach Kobpama und SATO zu einer vermehrten Adrenalin-
ausschiittung und zu einer erhéhten Empfindlichkeit der Zelle gegen-
iiber Adrenalin fithren sollen. Der Einwirkung eines Erndhrungsfaktors
kann auch hier (Gruppe I, IT oder einzelner Tiere der Gruppe 111 und IV
nach kiirzerer Behandlungsdauer) keine Bedeutung beigemessen werden.

Zu 2. Die Haufigkeit der Mitosen im Granulosaepithel ist bei den
rhythmischen Wachstumsvorgingen im Eierstock mit Wechsel von
Ruhe und Proliferationsstadien des Granulosaepithels (STiEVE) und
damit wechselnder Mitose-

zahlen im einzelnen Folli- Tabelle 2.
kel (DoGLIOTTI) normaliter b, dor Mittlere | Absolute Zahl
starken Schwankungen un- Gruppe Si%‘;‘;;g?%ufrm \ der Mitosen
terworfen. Von derTatsache
einer ungleichen Haufigkeit ~ Kontrolle 1,43 1,09 [ 65+ 3,88
der Zellteilung im einzelnen 1 1,50 Li4 - 50481

; ” 1T 140 095 | 51146
Follikel ausgehend, kam 11T 1,65 1,00 l 33--1,71
es also darauf an, nicht v 1,37 1,07 | 144440

die Anzahl der Mitosen in

diesen, sondern die Zellteilungen einmal in mdglichst vielen, und zum
anderen in moglichst gleich groBlen Eierstockschnitten auszuzéhlen. Da
die Brunst unter Urethan vollig sistiert, wurden zum Vergleich normale
Eierstocke von Tieren, die im Dioestrus getdtet wurden, herangezogen.

Das Mauseovar kann als ein Rundellipsoid mit einer Follikelmantelzone auf-
gefaBBt werden. Es wurden jeweils die Liangs- und Querdurchmesser und die Anzahl
der Mitosen in den jeweils 10 groBten Schnitten jedes Eierstocks bestimmt., Auch
hier erfolgte, um zufallsbedingte Abweichungen moglichst auszuschlieflen, eine
Bewertung der einzelnen Gruppe durch Addition der Mittelwerte aller Schnitte
eines jeden Tieres, unabhingig von der Behandlungszeit. Unter Beriicksichtigung
des mittleren Fehlers des Mittelwertes sind die gewonnenen Mitosezahlen einer
Gruppe von 15 Normalovarien gegeniibergestellt. Bei einer mittleren Abweichung
von +0,07—0,06 lassen die mitangegebenen Lings- und Querdurchmesser keine
sicheren statistischen Unterschiede erkennen,

Als Auszéhlungsergebnis (Tabelle 2) finden wir bei Ausschiuff des
Zufalls unter Anlegung einer 3-0-Grenze in allen behandelten Tier-
gruppen auBler der Gruppe I eine signifikante Abnakme der absoluten
Zahl der beobachteten Zellteilungen. Bei Gruppe II ist diese am
stirksten ausgeprigt, was wohl auf die lange Bebandlungszeit zuriick-
zufiihren ist.

Nun erlauben absolute Mitosezahlen als solche keine Riickschliisse auf die
Teilungsaktivitit, da sie die Resultante nicht nur aus der eigentlichen Proliferations-
tétigkeit, sondern auch aus der Geschwindigkeit des Teilungsablaufes darstellen.
Eine Verminderung der nachweisbaren Mitosen kann Ausdruck einer verringerten



14 Karr FUBRMANN:

Zeliteilangsaktivitat oder einer beschleunigten Mitosengeschwindigkeit sein. Auch
hier kiime eine Beschleunigung des Mitoseablaufes in Frage, wie sie v. MOLLEN-
DORFF in einigen seiner Filme iiber den Mitoseablauf unter Urethaneinwirkung
gesehen hat. In Verbindung mit den grob-anatomischen Befunden, wie dem Fehlen
der Follikelreife und auch der Brunsthemmung, ist aber hier eine Verminderung
der Proliferationstatigkeit als wahrscheinlicher anzusehen. Diese konnte durch
Eintrittshemmung in die Mitose bedingt sein. DaB iiberhaupt Zellteilungen in den
vielfach schwer geschadigten Ovarien vorhanden sind, steht nicht im Widerspruch
zu obigen Befunden. Es mul hierzu bemerkt werden, dafl auch in Follikeln, deren

Abb. 8. Untergehende Follikel mit starker Fettspeicherung in den Thecazellen,

Granulosaepithel bereits deutliche Degenerationserscheinungen aufweist, noch
Zellteilungsfiguren zu sehen sind. Oft kann in solchen Follikeln der Untergang
der Zelle aus der Metaphase unter Aufbréckeln verschmolzener Chromosomen
heraus verfolgt werden, diese Tatsache konnte fiir eine stdrkere Einwirkung des
Urethans auf die sich teilenden Zellen mit erhohter Permeabilitit im Sinne von
SpEk, v. MOLLENDOEFF u.a. sprechen. Eine Weiterentwicklung dieser in der
Teilung geschiadigten Zellen kann dann ausbleiben, wenn eine irreversible Schédi-
gung erfolgt ist. Dal dies hdufig der Fall ist, zeigt die mitunter relativ groBe
Zahl von zugrunde gehenden Mitosen in degenerierten Follikeln, was auf eine
Anhéufung von Zellteilungsfiguren, deren Vorkommen bei der normalen Atresie
des Follikels von SoBorra, FLEMMING, SCHOTTLANDER u. a. als selten angegeben
wird, schlieBen lift. STAERMMLER sah auch bei benzolbehandelten Eierstocken
reichliche Mitosen.

3. Corpora lutea, Stroma und Oberflichenepithel. Die Zahl der in
Serienschnitten aufgefundenen Corpora lutea erweist sich bei langer
Behandlungszeit (Gruppe II) als deutlich reduziert. Die vorgefundenen
Gelbkorper oder Reste derselben mit bindegewebiger Durchwachsung
zeigen dabei an den Zellen keine besonderen Verinderungen. Frische
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Corpora lutea konnen wihrend der Urethanbehandlung nicht ange-
troffen werden, eine Ovulation findet offenbar nicht statt.

Das Stroma des Ovars nimmt entsprechend dem untergehenden
spezifischen Parenchym unter verstirkter Faserbildung einen zu-
nehmend breiteren Raum ein, so dafl in einigen Fallen (Abb. 2 und 3)
die Hauptmasse des Eierstocks aus einem dichten, faserreichen Gewebe
zusammengesetzt erscheint. Die grofle Zahl der untergehenden Follikel
erklirt auch die Zunahme der in ihrer Gesamtheit als interstitielle
Zellen angesprochenen, groBzelligen lipoidreichen Zellkomplexe. Beson-
ders ins Auge fallend ist in vielen Eierst6cken bei Urethanbehandlung
die starke TFettspeicherung in den Thecazellen zugrunde gehender
Follikel (Abb. 8), die wir in normalen Eierstocken zwar auch, aber nicht
in diesem Ausmal angetroffen haben.

Eine Verstirkung der Speicherungsfihigkeit bei Urethaneinwirkung
muf} erwogen werden, da GEIERSBACH, F1scHER und LASER eine Steige-
rung der Phagocytosefihigkeit und Fettspeicherung in Gewebskulturen
unter Urethaneinflul beobachten konnten, eine Lipase-Ferment-
hemmung scheint also nicht vorzuliegen.

Das Oberflachenepithel der Ovarien, das zumeist kubisch, aber auch
zylindrisch gestaltet ist, 148t bei UbersichtsvergroBerung (Abb. 2) die
seinerzeit von STIEVE bei Hitzeeinwirkung beschriebenen epithelialen,
an Driisen erinnernde und als Regenerationserscheinungen aufgefafiten
Schlauchbildungen erkennen.

Besprechung der Ergebnisse.

Bei der Beurteilung der Untersuchungsergebnisse waren wir uns
bewuBt, daB neben einer griindlichen Durchmusterung aller angefertigten
Serienschnitte nur ein steter Vergleich mit einer groBen Zahl von nor-
malen Eierstocken und eine statistische Sicherung der Auszihlungs-
ergebnisse zum Ziele fithren konnte. Fassen wir unsere Befunde zu-
sammen, so muB die eingangs gestellte Frage, ob es mit Urethan moglich
ist, einen nachweislichen Einfluf auf den Eierstock auszuiiben, bejaht
werden. Die unter den genannten Bedingungen gemachten Versuche
lassen erkennen, daB das Urethan, dem neben seiner schlaferzeugenden
narkotischen Wirksamkeit zahlreiche andere Eigenschaften wie Ferment-
hemmung und Stérung des intermediiren Stoffwechsels, des Wasser-
haushaltes, von Herzkreislauf und Atmung sowie eine Beeinflussung
der Leukimiezelle zukommen, in stirkeren Dosen angewandt, den
Charakter eines Keimdriisengiftes annimmt. Es bewirkt zweifellos eine
erhéhte Follikelatresie und fiihrt schlieBlich bei zunehmendem Schwund
des spezifischen Ovarialparenchyms zu einer Ovarialatrophie. Unter
den hierbei an der Rizelle auftretenden Degenerationserscheinungen
ist das gehdufte Vorkommen von Spindelfiguren, Absprengung von



16 KarL FUHRMANK:

Richtungskorperchen und Krystallbildung im Ooplasma zu erwihnen.
Die zu beobachtende Reifungshemmung der Follikel haben wir durch
Erfassung der vorhandenen Zellteilungen zu objektivieren versucht; die
Zahl der angetroffenen Mitosen ist offenbar vermindert. Die Differen-
zierung in einzelne Mitosephasen zeigt hierbei eine sichere Zunahme der
Metaphasenprozente, die vermutlich als Hemmungswirkung des Ure-
thans zu deuten ist. Die funktionelle Eierstockstatigkeit wird gehemmt,
diese Hemmung ist reversibel wie auch nach Absetzen des Urethans
erneutes Follikelwachstum einsetzen kann.

Bei Beriicksichtigung der Tatsache, dall schon ohne eine stiirkere
Allgemeinwirkung und Gewichtsabnabme diese Ovarialverinderungen
angetroffen werden, z. B. in Tiergruppe II, kann in der Ernihrungs-
stérung — wie schon oben betont — nicht die Ursache unserer Er-
gebnisse gesehen werden. Die Verdnderungen am FKierstock, die im
Gegensatz zu anderen Mitteilangen iiber Keimdriisenschidigungen in
der Literatur in einer relativ kurzen Zeit bei unseren Versuchstieren
auftraten, zeigen, dafl dem Urethan gegeniiber anderen Stoffen, wie
Nicotin, Coffein, Jod, Blei, Kochsalz, Chloroform, Cocain, Morphium
und andere mehr eine gewisse Sonderstellung einzuriumen ist. Es
scheint in seiner Wirkung dem Thallium, welches erhebliche Stérungen
im innersekretorischen System verursacht und ebenfalls zu einer
Oyclushemmung fithrt, und dem Arsen mit starken allgemeinen Stoff-
wechselstérungen nahezustehen. Diesen eben erwihnten Giften wird von
StapvMMLER und Maaxk noch das Benzol und das Pervitin an die Seite
gestellt, weil es mit diesen Stoffen gelang, Keimdriisenschadigungen
zu erzielen, die in keiner auch nur vergleichbaren Weise von den zahl-
reichen anderen untersuchten Giften erreicht werden, selbst dann nicht,
wenn diese in einer den Allgemeinzustand schidigenden Dosis verab-
folgt werden. Ein Vergleich zwischen dem Urethan und dem Benzol
drangt sich um so mehr auf, als nach Untersuchungen von E. MULLER,
Surrivg, ParpeENaEM und Nrumany bei Benzolinjektionen eine hoch-
gradige Leukopenie, eine Abnahme der Erythrocyten, ein Milzknotchen-
schwund, sowie eine Thrombopenie zu beobachten ist. Die Spezifitét
der Urethanwirkung am Ovar allein mufl bei den bekannten Verdnde-
rungen am hématopoetischen und lymphatischen System abgelehnt
werden.

Der Wirkungsmechanismus der Urethans kann auf Grund morpho-
logischer Untersuchungen nicht geklirt werden, doch ist nach den
Untersuchungen von WARBURE u. a.anzunehmen, dafl das Urethan
in das physikalische Geschehen innerhalb der Zelle eingreift, welches
den Stoffwechsel weitgehend beherrscht und in Wechselwirkung durch
seine Produkte verdndert wird. Wenn auch die nachgewiesene Hem-
mung der Zellteilung in der Metaphase und die Verminderung der
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Mitosenzahl einer cytostatischen direkten Wirkung des Urethans
gerecht wird, so kann letzthin am Eierstock mit seinen humoralen
Steuerungen nicht mit Sicherheit entschieden werden, inwieweit hier
noch eine Storung des nervos-chemjschen Regulationsmechanismus
der dem Ovar iibergeordneten Zentren im Hypophysen-Zwischenhirn-
system eine Rolle spielt. Diese Annahme wird durch die hypnotische
Wirksamkeit des Urethans, das auch am Zwischenhirn angreifen soll,
gestiitzt, ferner durch die Tatsache, wie leicht es gelingt, eine Storung
der Eierstocksfunktion mit schlagartiger Hemmung des Vaginalcyclus
zu erzielen. In dhnlicher Weise scheinen die Frfolge mit dem
Zwischenhirnschlafmittel Prominal, das WrsTMANN in der Annahme
eines abnormen Reizzustandes im Hypophysenzwischenhirnsystem mit
Uberproduktion der das Follikelwachstum anregenden gonadotropen
Hormone bei glandulidrer Hyperplasie verabreichte und auch die Wir-
kung des Urethans in der Beseitigung der Kastrationsfolgen (SAURER)
fiir eine Beeinflussung der zentralen Regulation durch Narkotica zu
sprechen. Der Unzulanglichkeit einer vergleichenden Betrachtung der
Frgebnisse im Tierverusch mit den Beobachtungen am Menschen sind
wir uns dabei bewufBt. Eine Ubertragung der Versuchsergebnisse auf
den Menschen ist wegen der im Tierversuch verwandten hohen Dosen
nicht moglich.

Zusammenfassung.

Es wurde der EinfluB von Urethan auf den Miuseeierstock unter-
sucht. Nach den gemachten Beobachtungen lassen sich folgende Er-
gebnisse verzeichnen:

Urethan fithrt bei konstanter Verabfolgung in einer Dosierung von
0,3—1,0 g/kg tdglich zu einer Beeinflussung des Follikelwachstums, als
deren Merkmal eine Verminderung der absoluten Mitosezahlen und eine
Zellteilungshemmung in der Metaphase nachgewiesen wurde. Ks fiihrt
zu vermehrter Atresie der Follikel und schlieflich zu einer Ovarial-
atrophie; unter den hierbei beobachteten Degenerationserscheinungen
an der Rizelle treten hitufig Spindelfiguren, Absprengung von Richbungs-
korperchen und Krystallbildungen im Ooplasma auf. An untergehenden
Follikeln 1iBt sich eine starke Fettspeicherung der Thecazellen fest-
stellen. Die Schidigung der Eiersttcke bei lang dauernder Urethan-
zufuhr ist nicht einer Kastration gleichzusetzen; denn es kann nach
Absetzen des Medikamentes erneutes Follikelwachstum einsetzen. Die
funktionelle Eierstockstitigkeit hért wihrend der Urethanverabfolgung
auf, die Hemmung der Brunst erweist sich als reversibel.

Urethan wirkt also nicht nur anf das himatopoetische System, son-
dern es nimmt in hoher Dosierung auch den Charakter eines Keim-
driisengiftes an.

Virchows Archiv. Bd, 819.

(8]
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