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Wiihrend die alkalischen und sauren Phosphatasen in der Histochemie
schon eine vielfiltige Bearbeitung erfahren haben, fand der Nachweis
der Phosphoamidase bisher wenig Beachtung. Das mag daran liegen,
daBl Gomorr in seiner diesbeziiglichen Publikation angibt, der Ausfall
der Reaktion wire launenhaft und nicht zufriedenstellend. Lediglich -
die graue Substanz des Gehirns und die malignen epithelialen Tumoren
besidBen einen gleichméBigen, histochemisch nachweisbaren Gehalt an
diesem Ferment.

Nachdem ich bei der histochemischen Darstellung der alkalischen
und sauren Phosphatasen mit dem von FEYRTER fiir derartige Arbeiten
empfohlenen nativen Gefrierschnitt gute Erfahrungen gemacht hatte
und durch diese Anwendungsform das Verfahren erheblich vereinfachen
und verbessern konnte (EGER und GELLER), wandte ich auch den nativen
Gefrierschnitt zur Reaktion auf Phosphoamidase an. Die Ergebnisse
dieser Untersuchung werden an anderer Stelle mitgeteilt. Zur Methodik
im einzelnen und den Anderungen, die von der Originalvorschrift
Gomorts abweichen, méochte ich auf die Verdffentlichung von Heer
und ScHULTE verweisen und nur einige Punkte erwdhnen.

In Versuchen mit den Phosphatasen hat es sich gezeigt, daBl man
native und nativ geschnittene, fixierte Praparate bis zu 10 Tagen luft-
trocken ohne merkbare Anderung der histochemischen Fermentreaktion
im Sinne eines Verlustes aufbewabren kann. Diese Erfahrung kommt
beim Nachweis der Phosphoamidasen insofern zu statten, als die
Reaktion auf dieses Ferment besser an Schnitten ausféllt, die 24 Std
lufttrocken gelagert haben, als an solchen, die frisch verarbeitet werden.

Bei der Priifung der Inkubationszeit zeigt es sich, dafl Leber- und
Nierengewebe viel linger bebriitet werden mufl, um ein ausgereiftes
histologisches Bild zu erhalten, als man es von den Arbeiten mit den
alkalischen und sauren Phosphatasen her gewohnt ist. Unter Beriick-
sichtigung dieser Momente erzielt man am Lebergewebe regelmifige
und schéne Bilder, die eine charakteristische Lokalisation der Phospho-
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amidase aufweisen und sich deutlich von der alkalischen und sauren
Phosphatase unterscheiden.

Eine Klirung dieses Punktes ist insofern wichtig, da GomoRrI glaubt,
mit dieser Methode ein besonderes Ferment zu erfassen, wihrend
PrarsE neuerdings in seinem Buch zur Histochemie angibt, nach dem
histochemischen Bild bestiinden keine Unterschiede zur sauren Phos-
phatase, nihere Einzelheiten aber weder in Bildern darstellt, noch
beschreibt. Auf Grund meiner Ergebnisse ist die histochemisch dar-
stellbare Phosphoamidase in Bestétigung der Angaben Gomoris als
eigene Fermentgruppe gegen die anderen Phosphatasen abzugrenzen.

Uber die Bedeutung der Phosphoamidasen ist wenig bekannt. Sie
spielen im Muskelstoffwechsel eine Rolle, indem sie unter anderem
Phosphokreatinin und Phosphoarginin spalten. Welche Aufgabe ihnen
in parenchymatdsen Organen zukommt, ist ungeklidrt. Auf Grund ihres
Angriffspunktes kann man vermuten, daf sie sich hauptsichlich in den
EiweilBstoffwechsel einschalten. Nach dem histologischen Bild sind
sie vorwiegend an den Grenzflichen des Gewebes wie in den Zell-
kernen verankert, woraus man schliefen kann, daB sie vor allem am
Stoffaustausch der Blutgewebsschranke beteiligt sind.

Ich habe verschiedentlich darauf hingewiesen, welche Bedeutung
dem Fermentsystem in Grenzmembranen zukommt und welche Rolle
es in der Pathologie der Permeabilitdt spielt. Storungen der Fermente
durch Gifte, die vorwiegend die Grenzflichen angreifen, werden die
gerichtete Permeabilitit solcher Grenzmembranen dndern, was wiederum
am histochemisch darstellbaren Fermentbild solcher Grenzflichen zum
Ausdruck kommen kann.

Zur Untersuchung derartiger Fragen ist die Leber mit ihren eigen-
timlichen Beziehungen ihres Parenchyms zur Blutgewebsschranke ein
geeignetes Objekt. Durch Vergiftung des Organs mit Tetrachlorkohlen-
stoff oder Allylalkohol erreicht man nach bisher bekanntgewordenen
Untersuchungen eine Schidigung der Grenzflichen, insbesondere der
Capillarwidnde. Es war deshalb anzunehmen, daf} sich diese Vergiftung
auf das Fermentbild auswirkt. Die Priifung einer solchen Schidigung
an der Leber erscheint dariiber hinaus von besonderem Interesse, da
beide Gifte bezogen auf das Leberlippchen sich in ihrem Angriffsort
unterscheiden, geradezu gegensétzlich verhalten. Bei Tetrachlorkohlen-
stoff geht die Schédigung vom Léppchenzentrum, bei Allylalkohol von
den periportalen Feldern und der Lappchenperipherie aus. Diese unter-
schiedliche Angriffsweise hat fiir die vorliegende Fermentuntersuchung
insofern Bedeutung, als die Phosphoamidasen ebenso wie die Phospha-
tasen hinsichtlich ihrer Verankerung im Leberlippchen typisch ge-
gliedert sind und die ersteren vorwiegend im zentralen Funktionsfeld
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erscheinen, wihrend die saure, ausgesprochen aber die alkalische Phos-
phatase, hauptsidchlich in der Peripherie des Leberldppchens auftritt.

Fir die Versuche benutzte ich Ratten, die 0,25 cm?100 g Tetrachlor-
kohlenstoff oder 7,5 mg/100 g Allylalkohol mit der Schlundsonde erhielten und in
zeitlichen Abstdnden von 1 Std bis zu 8 Std getétet wurden. Das gewonnene
Lebermaterial wurde nach den bisherigen Erfahrungen aufgearbeitet (EcER und
GELLER; EGER und SCHULTE).

Die Leberschidigung durch Tetrachlorkohlenstoff und Allylalkohol
m allgemeinen.

Die Allylalkoholvergiftung wurde von ErPINGER und seiner Schule
{EPPINGER) ausgiebig benutzt, um die Vorginge der Leberschadigung
im einzelnen zu studieren. Er arbeitete allerdings mit Allylformiat,
das mir nicht zugénglich war. Nach Angaben EppiNcERs hat aber der
Allylakohol dieselbe Wirkung. ‘

In Vorversuchen stellte ich fest, dafl es einen wesentlichen Unter-
schied bedeutet, ob der Allylalkohol subcutan oder oral zugefithrt wird.
Die Abweichung betrifft sowohl die Intensitdt und das AusmaB, wie
auch in gewisser Weise die Qualitdt der Wirkung auf den Gesamt-
organismus und auf die Leber. Ich will darauf im einzelnen an anderer
Stelle eingehen. Mir scheint jedenfalls die Wirkung vom Magen-Darm-
kanal aus mehr den natiirlichen Verhdltnissen angepaflt, wenn man
itberhaupt von dem KErgebnis solcher Versuche Riickschlisse auf die
menschliche Pathologie ziehen will. Ich applizierte deshalb nur in dieser
Form den Allylalkohol und verfolgte die Wirkung im 8-Stundenversuch.

Zwischen der Schidigung mit Tetrachlorkohlenstoff und Allyl-
alkohol bestehen grundsétzliche Unterschiede, wobei ich in beiden
Fillen von der oralen Zufuhr ausgehe. Die Differenzen sind schon
beziiglich der Ausbreitung der Schiadigung bezogen auf das Gesamt-
organ offensichtlich. Durch die Tetrachlorkohlenstoffvergiftung werden
alle Leberlappen gleichmiBig befallen, durch Allylalkohol nur einzelne
Lappen und von ihnen wiederum nur segmentférmige Abschnitte und
Flecken betroffen. Die erstere Vergiftung beginnt im Lappchenzentrum
und breitet sich nach der Peripherie aus. Die zweite nimmt ihren Aus-
gang von den Verzweigungen der Pfortader, befillt scharf abgegrenzte
periportale Felder und greift auf die peripheren Lappchenbezirke iiber.
Tetrachlorkohlenstoff fithrt zu Zellodemen, Zellkollaps, zu groBtropfiger
Verfettung und zum TUntergang einzelner Leberzellen, Allylalkohol
offensichtlich zu einer schweren Schidigung der betroffenen GefaBiwand
mit erhohter Durchlissigkeit, zu sofortigem Kollaps und Schidigung
simtlicher Zellen im befallenen Bereich, der bald von Leukocyten
durchsetzt wird. ¥s kommt also hier wahrscheinlich unter Auflésung
der Capillarwand zu einer primiren Koagulation des Cytoplasmas mit



Das Verhalten der Phosphoamidase in der Leber. 651

Isolierung der Zellen, die vom Blut umspiilt werden, wihrend die Kerne
histologisch zunichst keine eindrucksvollen Verdinderungen zeigen.
Auch diese Vorgiinge will ich hier nicht niher beschreiben, sondern den
Einfluf auf die Fermentreaktion betrachten.

Der Einfluf3 des Tetrachlorkohlenstoffs auf das Fermentsystem
des Leberliippchens.

Die Wirkung des Tetrachlorkohlenstoffs auf die alkalische und saure
Phosphatase schilderte ich ausfithrlich an anderer Stelle (EGER).
Gleichzeitig mit dem Zellodem, das um die Zentralvenen beginnt,
schwindet die Phosphatase in den einzelnen Zellen und Zellmembranen.
In gréfleren Komplexen nimmt andererseits die Reaktion im Cyto-
plasma der Zellen zu, wihrend sich die scharfen Zellkonturen verlieren.
Einzelne Zellen zeigen eine netzige Fermenfverteilung im Zelleib.
Intensiv geschwirzte klecksige Bezirke wechseln mit solchen einer weit-
gehend aufgehobenen Reaktion. Es herrscht ein Fermentchaos, das
ich als Dysenzymie bezeichne.

Bei der Phosphoamidase sieht man im alkoholfixierten Préiparat
eine um die Zentralvenen beginnende Abnahme der Capillarreaktion,
die schon in der 1. Stunde nach der Vergiftung bemerkbar wird. Die
netzformige Zeichnung des normalen Leberbildes dieses Enzyms schwin-
det allméhlich von innen nach auflen (s. Abb.1). Die édematos auf-
gebldhten Zellen sind daran erkennbar, daB sie auch im Fermentbild
aufgetrieben und abgerundet erscheinen und die benachbarte Capillare
bzw. Leberzelle verdrdngen. Der Zelleib, der unter gewshnlichen Um-
stinden sich meist ein wenig schwirzt, ist optisch leer. Daneben liegen
kollabierte Zellen mit einer ziemlich kriftigen Fermentreaktion, die in
kleinsten Koérnchen des Cytoplasmas zu erkennen ist. Die Gitterfasern
und Grenzflichen sind nur noch als kurze Faserstiimpfe zu sehen, ihre
langen Ausldufer und Verzweigungen stellen sich nicht mehr dar. Es
dndert sich also, wenn auch nicht so eindrucksvoll wie bei der alkalischen
Phosphatase die Fermentreaktion im Zelleib der aufgeblihten und
kollabierten Zelle. Im gesamten verschwindet die netzférmige Zeichnung
des normalen Leberbildes. Das Lippchenzentrum nimmt etwa dasselbe
Aussehen an wie unter normalen Umsténden die periportalen und
peripheren Lappchenbezirke.

Ich habe in der ausfiihrlichen Darstellung der Phosphoamidase der
Leber gezeigt (EcEr und ScHULTE), daB das Enzym in ziemlich grober,
netzférmiger Anordnung vorwiegend im Liéppchenzentrum aufscheint
und das Netz an die Capillarwénde gebunden ist, bzw. durch sie gebildet
wird, wahrend das Cytoplasma der Leberzellen nur wenig an der
Fermentreaktion beteiligt ist. AuBerdem stellen sich feine und regel-
miBig gekérnte Fasern dar, die wie zarte Perlschniire entlang den
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Capillaren ziehen, sich verzweigen, gelegentlich die Capillaren um-
spinnen und auch mit feinsten Ausldufern auf benachbarte Leberzellen
iibergreifen. Die Fasern beriihren vielfach die Endothel- und KUPFFER-
schen Sternzellen und scheinen mitunter aus ihnen zu entspringen und
sich. von hier aus zu verzweigen. Trotz dieser innigen Berithrung, die
aus dem histologischen Bild zu entnehmen ist, bin ich nicht der Ansicht,
dal3 es sich bei den Fasern um Zellbestandteile handelt, sondern um
Anteile des Gitterfasersystems und um Grenzflichen, die besonders

Abb. 1. Phosphoamidase der Leber mnach Istiindiger Tetrachlorkohlenstoffvergiitung.

1 Zentralvene; 2 beginnender Schwund der Phosphoamidage im L#éppchenzentrum, sich

vorwiegend auf das Capillarnetz erstreckend; 3 nech erhaltene grobnetzige Enzymreaktion;

4 ddematds aufgetriebene, im Cytoplasma vollig fermentnegative Zelle; § kurze ver-
zweigte Grenzflichen und Gitterfasern. 20stiindige Inkubationszeit.

reich an diesen Fermznten sind. In der Ldppchenperipherie fallt die
kriftige Capillarreaktion weg. Mean findet nur die geschwiirzten Kerne
mit ibrem Fermentreichtum, das zart angefirbte Cytoplasma und die
eben erwihnten gekornten Fasern.

Fiir meine Betrachtungsweise ist die Feststellung wichtig, daB sich
die Enzymstérung bei der Tetrachlorkohlenstoffvergiftung in der
Hauptsache im Liéppchenzentrum an Grenzmembranen und Capillar-
winden abspielt, wihrend das Cytoplasma und die Kerne kaum merkbar
beteiligt sind. Diese Fermentéinderung an den Capillarwinden bzw.
Grenzmembranen spricht fiir meine schon vielfach geduBerte und am
Phosphatasepriparat demonstrierte Ansicht (Ecer), daB die Durch-
lassigkeit der Blutgewebsschranke auch von einem Fermentsystem
gesteuert und dieses durch Vergiftung geschidigt, die Pathologie der
Permeabilitit der Grenzmembran zu einem wesentlichen Teil durch
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dysenzymatische Vorginge bestimmt wird. Im vorliegenden Fall
demonstriert sich die Schidigung des Enzymapparates nicht so sehr
in einer Abdnderung der Fermentreaktion (Dysenzymie), als in einem
zunehmenden Schwund im Bereich der Capillarwand.

Der Einflufy des Allylalkohols auf das Fermentsystem
des Leberlippchens.
Die anders geartete Schidigung der Leber durch Allylalkohol, die
ich oben streifte, und der daraus entstehende Untergang des betroffenen

Abb. 2. Alkalische Phosphatase der Leber. Beginnende Schidigung eines periportalen
Feldes durch Allylalkoholvergiftung. Am linken und oberen Rand des Bildes noch normale
Verteilung des Fermentes. I Pfortaderverzweigung, Als Zeichen dysenzematischer Vor-
gange bei 2 fleckiger Verlust der Phosphatase, bei 3 verstidrkte Kernreaktion, bei 4 abge-
schwichte Kern- und Cytoplasmareaktion. S§stiindige Inkubationszeit.

Leberparenchyms kommt auch im Fermentbild zum Ausdruck. Ich
habe neben der Phosphoamidage auch das Verhalten der alkalischen
Phosphatase untersucht und mdéchte das Ergebnis kurz beschreiben und
abbilden. Ganz im Anfang der Giftwirkung steht die Storung des
regelmifigen Fermentbildes im Vordergrund. Verstirkte Kernreaktion
einzelner Zellen wechselt mit Abnahme der Kernintensitit anderer
Parenchymzellen, fleckiger Schwund der Schwirzung mit stidrkerer
Reaktion von Zellgruppen. Die Zellgrenzen zeigen nicht mehr die
scharfen Konturen des normalen Bildes. Sie verdémmern oder schwin-
den ganz. Die Grenzen gehen ineinander iiber (s. Abb. 2). Charakte-
ristisch ist im Gegensatz zur Tetrachlorkohlenstoffvergiftung, daf sich
der dysenzymatische Vorgang nur auf eine schmale Randzone zum
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unbeteiligten Lebergewebe beschriinkt, die Phosphatasen des betroffenen
Parenchyms alsbald weitgehend und gleichméBig gehemmt sind, sich
nicht darstellen und auf diese Weise einen umschriebenen Ausfalls-

Abb. 3a u. b. a Alkalische Phosphatase der Leber nach 8stiindiger Allyllaikoholvergiftung.
Alkoholfixierter nativer Gefrierschnitt nach jstiindiger Inkubationszeit. b Phosphoamidase
nach Alkoholfixierung und 20stiindiger Inkubation. I Zentralvene. 2 Weitgehender
Schwund der Fermentreaktion in scharf abgegrenzien periportalen Feldern und in der
Peripherie der L#ppchen. Dichte Durchsetzung der geschiadigten Bezirke mit ferment.-
positiven Leukocyten. 3 Entsprechender periportaler Schwund der Phosphoamidase.

bezirk bilden, der sich ziemlich scharf gegen die unbeteiligte Um-
gebung abhebt.

Die herdférmige periportale Schidigung des Lebergewebes ist des-
halb besonders gut im histologischen Bild der alkalischen Phosphatase zu
sehen (s. Abb. 3a). Sie macht sich nicht so sehr in einer allméhlichen
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Verschiebung und Anderung des Fermentbildes eines groBeren Paren-
chymkomplexes als Ausdruck dysenzymatischer Prozesse bemerkbar,
wie man sie bei der Tetrachlorkohlenstoffvergiftung verfolgt, sondern
setzt mit einer Fermenthemmung des gesamten geschidigten Zell-
bezirkes ein, wodurch sich der rasche Untergang der Zellen anzeigt.
Auf die Weise kommen die abgebildeten Ausfallsherde an alkalischer
Phosphatase zustande, wihrend nur die eingewanderten Leukocyten

Abb. 4. Phosphoamidase der Leber. Peripherie eines Leberlippchens nach Allylalkohol-
vergiftung, Starke VergroBerung. I Verzweigung der Pfortader. 2 Kernschwund und
Scehwund der feinfaserigen Strukturen im Fermentbild. 20stiindige Inkubation.

mit einer kriftigen Reaktion ihre Lebensféhigkeit in diesem Gebiet
beweisen. Bezeichnend fiir die Allylalkoholschiddigung diirfte sein, daf3
in den betroffenen Bezirken das Glykogen vollig schwindet, in den er-
haltenen Lebergebieten aber scharf abgesetzt noch nachweisbar ist und
damit dieser feine Indicator besagt, daB die Leberschidigung sich im
wesentlichen nur auf die befallenen Gebiete beschriankt, wihrend man
bei der Tetrachlorkohlenstoffvergiftung einen vollstindigen Glykogen-
schwund des ganzen Leberldippchens sieht.

Bei der Phosphoamidasereaktion sind grobe Verdnderungen auf den
ersten Blick nicht zu erwarten, da das Ferment hauptsichlich an den
Capillaren und Grenzflichen des Ldppchenzentrums verankert ist, wo
die Allylalkoholschiddigung primér nicht angreift. Man findet auch hier
einen fleckformigen Ausfall der periportalen Felder (s. Abb. 3b), der sich
hauptsidchlich auf das Cytoplasma auswirkt, die Kerne nur teilweise
betrifft. Sie sind bei genauerer Betrachtung im Vergleich zum Normal-
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bild zu einem erheblichen Teil kornig aufgelockert oder nur schatten-
haft angedeutet, wodurch sie ihre Schidigung ausdriicken. Die Kerne
des Endothels und der KupFFERschen Sternzellen sind wohl am stirk-
sten verdndert und nur noch in geringer Zahl nachweisbar. Die feinsten
gekornten Fasern stellen sich nicht mehr dar oder nur noch zum Teil
ihre groben Ausliufer (s. Abb. 4), was besagt, dafl das Fermentsystem
der Grenzfliche schwer getroffen ist.

Diese Storung der Enzyme weist erneut auf ihre Bedeutung fiir die
Pathologie der Permeabilitdit und erginzt und bestitigt die Ansicht
ErrincERs, daBl der Allylalkohol hauptsichlich die Grenzmembranen
angreift. Bemerkenswert ist, daBl die tiefgreifende Schidigung der
Zelle sich anfangs im H#matoxylineosinpriparat nur in einem Zell-
kollaps mit Verdichtung und zunehmender Eosinophilie des Cyto-
plasmas demonstriert, die Kerne aber der Gestalt nach unverindert
erscheinen, wihrend die Glykogen- und Phosphatasereaktion im Plasma
und im Kern schon weitgehend geschwunden ist, die Phosphoamidase
aber die Kernschidigung bzw. den Zelluntergang erst in einem Teil
der Zellkerne deutlich werden l4[t.

Zusammenfassung.

1. Bei Vergiftung der Leber von Ratten mit Tetrachlorkohlenstoff
tritt ein von der Zentralvene nach der Peripherie fortschreitender
Schwund der Phosphoamidase ein, der vor allem die Capillarwinde
betrifft.

2. Nach Allylalkoholfiitterung werden die periportalen Felder und
die Léppchenperipherie geschidigt, die einen gegen das unbeteiligte
Lebergewebe scharf abgegrenzten Verlust der alkalischen Phosphatase
zeigen, wihrend die Phosphoamidase im Cytoplasma der Zellen ginzlich,
in den Kernen nur teilweise schwindet.

3. Die Befunde weisen erneut auf die Bedeutung dysenzymatischer
Vorginge, die die Permeabilitit der Blutgewebsschranke und den funk-
tionellen Ablauf innerhalb des Leberlippchens unter pathologischen
Bedingungen wesentlich beeinflussen.
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