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Das Thiocacetamid (TAA) hat in der experimentellen Leberforschung aus drei
Griinden besonderes Interesse gefunden: Erstens ruft es charakteristische Ver-
dnderungen der Leberzellen hervor, zweitens fiihrt es bei geeigneter Dosierung
und entsprechend langer Zufuhr regelmifBig zu einer ausgeprigten Lebercirrhose
und schlieBlich entstehen auf dem Boden der TAA-bedingten Cirrhose echte Choan-
giome bzw. Cholangiocarcinome**. Es sind also Fragen der Cytopathologie, der
Cirrhogenese und der Carcinogenese, die mit Hilfe dieser Substanz untersucht
werden konnen.

Die durch TAA hervorgerufene Leberschidigung (Frrzaver und NEersow
1948, RarHER 1951, weitere Literatur hei ALTMANN und OSTERLAND 1960,
BroprrL 1961) beginnt stets mit charakteristischen Verdnderungen der Leber-
epithelien im Lappchenzentrum. Im Vordergrund steht dabei einerseits eine ganz
ungewodhnliche Volumenzunahme der Kerne und stérker noch der Nucleolen,
andererseits eine Stérung am sog. Ergastoplasma, deren erstes morphologisches
Zeichen eine Umwandlung seiner normalen, scholligen Anordnung in eine diffuse
Basophilie des Zelleibes ist. Dieser Vorgang ist bei weiterer Zufuhr des Giftes von
einer Verminderung der cytoplasmatischen Ribonucleoproteide begleitet, die
schlieBlich zur Entstehung auffallend heller, meist in. Herden zusammengelagerter
Leberzellen fiihren kann. Arrmawx und OSTERLAND haben kiirzlich darauf hin-
gewiesen, daf in derartigen Zellen oft vielgestaltige, cytoplasmatische Wirbel-
bildungen zu beobachten sind, die als eine pathologische Anordnung ribonucleo-
proteidverarmter oder -freier, dem Endoplasmatischen Reticulum zugehoriger
Membransysteme — nach Art mancher , Nebenkerne* — aufgefalt werden. Die
Autoren vermuten, daB das TAA eine schwerwiegende Stérung des RNP-Um-
satzes der Leberzellen hervorruft, wobei vor allem die Stoffabgabe vom Kern an
das Cytoplasma gehemmt oder vollsténdig blockiert wird (vgl. KLEinFELD 1957,
Brcker 1959).

Es lag danach nahe, den aufgeworfenen Fragen mit Hilfe des Elektronen-
mikroskopes nachzugehen und dabei den Ablauf der TAA-bedingten Leberzell-
schidigung im Bereich der Feinstruktur genauer zu verfolgen, zumal hieriiber
erst einige erste Befunde nach kurzfristiger TAA-Gabe von EMMELOT u. BENE-

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
** Qjehe Fubnote 8. 559.
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DETTI (1961) sowie in einem Vortrag von SiMoN u. RouiLrLer (1961) mitgeteilt
worden sind. Im Mittelpunkt des Interesses standen fiir uns zunéchst die Cyto-
plasma-Veridnderungen, insbesondere das Verhalten des Ergastoplasmas und des
glatten Endoplasmatischen Reticulums. Da wir bei der TAA-Vergiftung in
Ubereinstimmung mit anderen Autoren (GupraA 1956a, SpATN und GrIFFIN 1957,
Rirryer und Roxprz 1959, Sacms u. Mitarb. 1959, Groreir und MEHNERT
1961 u. a.) regelmiBig einen hochgradigen Glykogenschwund der Leberzellen
beobachteten, war zu priifen, ob die von PorTER und BRUNI (1959) — bei ihren
Untersuchungen an der 3-Methyl-Buttergelb-Leber — beobachtete Beziehung
zwischen glattem Endoplasmatischem Reticulum und Glykogenstoffwechsel auch
bei der TAA-geschidigten Leber festzustellen ist. Uber die spezielle Fragestellung
hinaus waren durch diese Untersuchungen weitere Aufschliisse {tber das Verhalten
und die gegenseitigen Beziehungen der cytoplasmatischen Strukturen in der Leber-
zelle unter normalen und pathologischen Bedingungen zu erwarten.

Untersuchungsgut und Methodik

Das Untersuchungsgut entstammt einer Versuchsserie von bisher 51 Albinoratten, von
denen drei wihrend des Versuches spontan starben. Einzelgruppen von drei Versuchs- bzw.
Kontrolltieren, deren durchschnittliches Gewicht zu Beginn des Versuches bei 240 glag, wurden
jeweils in einem Kifig zusammen gehalten. Ihre Nahrung bestand aus ,,altromin R“! ad
libitum und aus maximal 20 ml Leitungswasser/Tier/Tag (in Trinkflaschen). Die Ratten
erhielten das TAA in Leitungswasser gelost. Entscheidend fiir die Wahl dieser Applikations-
form war in erster Linie die Moglichkeit einer relativ genauen Dosierung des TAA, die durch
Messung der an einem Tage vorgegebenen und der zuriickgelassenen Trinkwassermenge
gewihrleistet war.

In einem ersten kurzfristigen Experiment mit hoherer Dosierung (,,akute Vergiftung*)
wurden 2 3 Ratten mit einer 80 mg-%igen TAA-Losung getrdnkt. Die Tétung der Tiere
erfolgte nach 1 und 2 Tagen (Gesamtdosis 16 bzw. 22 mg/Tier). Trotz der kurzen Versuchs-
dauer war ein geringer Gewichtsabfall gegeniiber den Kontrolltieren festzustellen.

In dem Hauptversuch (,,chronische Vergiftung®) erhielten die Ratten tiglich 20 ml einer
30 mg-%igen TAA-Losung. Anfangs tranken die Tiere die gesamte vorgegebene Menge
(entsprechend 6 mg TAA/Tier/Tag), spiter — als ihr Allgemeinzustand sich verschlechterte —
sank die tigliche Trinkmenge ab, so dafl dann nur noch etwa 3—4 mg TAA/Tier/Tag auf-
genommen wurden. Wihrend die Gewichtskurven der Versuchstiere bis 14 Tage nach Ver-
suchsbeginn dem stetigen Anstieg der Kontrolltierkurven entsprachen, kam es spiter zunéchst
zu einem allmihlichen Gewichtsabfall und dann zu einem Sistieren des Wachstums. Bei
einzelnen Ratten mit sehr schweren (cirrhotischen) Leberverinderungen fielen die Gewichte
sogar weit unter die Anfangswerte ab. Die Tétung der Tiere erfolgte nach 1, 2, 4, 8, 14 Tagen
und 4, 5, 8, 12, 17 und 27 Wochen. Pro Versuchstiergruppe wurde ein Kontrolltier getotet
und in gleicher Weise wie die Versuchstiere untersucht.

Das Lebergewebe wurde — fiir die elektronenmikroskopische Untersuchung stets vom
vorderen Teil des linken Leberlappens — in kurzem Atherrausch jeweils vormittags (zwischen
9 und 12 Uhr) entnommen. Lichtmikroskopische Priparation: Fixierung in 10%igem For-
malin, Carnoyscher und Zenkerscher Losung, Einbettung in Paraffin. Farbungen: HE, van
Gieson, Goldner, Kresylechtviolett, PAS, Bestsches Carmin, Feulgen-Lichtgriin, Eisen;
Scharlachrot (an Gefrierschnitten). Elektronenmikroskopische Préparation: Fixierung
1—2 Std in 1 %iger, isotonischer und gepufferter (pg 7,3) Os0,-Losung mit Rohrzuckerzusatz
(PALADE, SJOSTRAND, CAULFIELD). Entwisserung in aufsteigender Acetonreihe (30, 50, 70,
90, 100%) und Einbettung in Vestopal W mit 1% Initiator und 0,6% Aktivator (KELLEN-
BERGER, SCEWAB und RyTER). Polymerisation 24 Std bei 47° C und weitere 24 Std bei 60° C.
Durch die stufenweise Polymerisation bei ansteigenden Temperaturen wurde erreicht, daf3
das Gewebe gleichmiBiger vom Vestopal durchdrungen und umgeben wurde. Herstellung der

1 altromin R, Alleindiat fiir Ratten des Spezialtutterwerks Altrogge, Lage/Lippe.
37*
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Diinnschnitte mit Glasmessern auf dem Porter-Blum-Mikrotom. Von jedem Block wurden
lichtmikroskopische Vergleichsschnitte (1—2 p dick) angefertigh und mit konzentrierter
Giemsa-Losung (TEHOENES 1960) gefirbt. Auf diese Weise war eine genaue Zuordnung der
untersuchten Gewebepartie zu den verschiedenen Abschnitten des Leberlippchens moglich.
Anfertigung der elektronenmikroskopischen Aufnahmen im Siemens-Elmiskop bei 60 kV.

Zur Nomenklatur

Wegen der Vielfalt und der Unterschiede im Gebrauch der einzelnen Bezeich-
nungen, besonders im elektronenmikroskopischen Bereich, schicken wir zur Ver-
meidung von Milverstindnissen einige nomenklatorische Bemerkungen voraus.
Wir beschrinken uns dabei aus Grinden der Kiirze auf nur wenige literarische
Hinweise, zamal diese in ausfiibrlicherer Form den Verotffentlichungen anderer
Autoren (z.B. Hacuvrnav 1958, Scamipt 1961) zu entnehmen sind.

Tm sublichtmikroskopischen Bereich unterscheiden wir innerhalb der Leberzelle
ein glattes und ein rauhes Endoplasmatisches Reticulum (ER). Das glatte ER
besteht aus einfachen, glatt begrenzten, vesiculdr-tubuliren Elementen, die auf-
fallend stark miteinander vernetzt sind (,,Netzwerk®, Fawcert 1955). Das rauhe
ER besteht in der Regel aus langgestreckten, flachen Sicken, deren Membranen
an der Auflenseite mit Ribosomen (RNP-Partikeln, Palade-Granula) besetzt
gind. AuBer diesen membranstindigen Ribosomen finden sich in der cytoplas-
matischen Matrix freie (also nichtmembranstindige) Ribosomen.

Das Ergastoplasma identifizieren wir mit dem rauhen ER. Es tritt in organi-
sterter Form (parallel geschichtete, rauhe Membranprofile) und in nicht-organisierter
Form (einzeln liegende, rauhe Membranyprofile) auf. Die Umwandlung der organi-
siertef,l“ in die nicht-organisierte Form bezeichnen wir als ,,Disorganisation’ des
Ergast%plasmas, wahrend unter ,,Dissoziation’ des Ergastoplasmas die Ablosung
der Ribosomen von den Membranen verstanden wird.

Das organisierte Ergastoplasma (rauhe ER) kann sog. ,,Ergastoplasma-
Schollen’ bilden, in deren Verband neben den geschichteten, rauhen Membran-
profilen auch freie Ribosomen liegen.

Wesentlich fiir die Beziehung zwischen elekironenmikroskopischem und licht-
mikroskopischem Bild ist die Erkenntnis, daBl die membranstdndigen Ribosomen
des rauhen ER und die (nicht-membranstindigen) freien Ribosomen wegen ihres
RNS- bzw. RNP-Gehaltes als Trager der ,,cytoplasmatischen Basophilie” anzu-
sehen sind. Die oben erwidhnten Anordnungen der RNP-haltigen Strukturen im
elektronenmikroskopischen Bereich entsprechen wohlbekannten firberischen
Phinomenen im lichtmikroskopischen Bild: die ,,schollige Basophilie” des Cyto-
plasmas ist dadurch bedingt, daBl das raube ER und die freien Ribosomen gewisser-
maBen in konzentrierter Form innerhalb umschriebener Areale vorliegen. Einer
,-basophilen Scholle** des lichtmikroskopischen Bildes entspricht daher die oben
beschriebene ,,Ergastoplasma-Scholle” als ein Komplex aus organisiertem,
rauhem ER (Ergastoplasma) und freien Ribosomen. Beider ,,diffusen Basophilie*
des hepatocelluldren Cytoplasmas fehlen die ,,Ergastoplasma-Schollen®; das rauhe
ER (Ergastoplasma) liegt vielmehr in nicht-organisierter Form vor, d.h. die
ergastoplasmatischen Membranprofile finden sich einzeln und — ebenso wie die
freien Ribosomen — mehr oder weniger gleichméfig im Cytoplasma verteilt.
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Wir betonen, daB diese Ausfithrungen im wesentlichen fiir die Leberzelle, am
ehesten auch noch fiir die Ganglienzelle gelten, nicht jedoch fiir andere, ebenfalls
ergastoplasmareiche Zellen, wie z.B. Speicheldriisen- und Plasmazellen; denn in
den letzteren ist fir die ,diffuse cytoplasmatische Basophilie auch die organi-
sierte Form des Ergastoplasmas mit verantwortlich.

Obgleich nach dem oben Gesagten beide — membranstindige und nicht-
membranstindige — Ribosomen gleichermaBen fur die cytoplasmatische Baso-
philie und damit fiir die im lichtmikroskopischen Bild der Leberzelle als ,, Ergasto-
plasma‘ angesprochene Struktur verantwortlich sind, neigen wir im Gegensatz
zu anderen Autoren (vgl. auch ScHMIDT 1961) dazu, bis zur genaueren Abklirung
der funktionellen Zusammenhénge die freien Ribosomen gedanklich und begrifflich
von dem Ergastoplasma (im engeren Sinne) zu trennen. Diese Trennung wiirde
unter anderem bestimmten, wenn auch einstweilen hypothetischen Vorstellungen
(BRAUNSTEINER u. Mitarb. 1953, HowarsoNn und Ham 1957, BIRBECK und
MErcER 1961) Rechnung tragen, wonach dem FErgastoplasma (= rauhen ER)
eine entscheidende Rolle bei der Synthese von Eiweill zur Abgabe aus der Zelle
(Sekretion), den freien Ribosomen dagegen eine solche bei der Synthese von
EiweiB fiir den Eigenbedart der Zelle zukommen soll.

Ergebnisse
1. Makroskopische und lLichtmikroskopische Befunde

Sowohl bei dem kurzfristigen Experiment mit hoherer Dosierung (, akute
Vergifiung*) wie in den ersten Wochen des langfristigen Experimentes mit nied-
riger Dosierung (,,chronische Vergiftung* ) zeigte die Leber bei normaler Konsistenz
makroskopisch lediglich eine verstirkte Lappchenzeichnung in Form einer feinen
gelbroten Felderung. Erst nach 8wochiger, chronischer Vergiftung war eine
leichte Konsistenzvermehrung des Organs zu beobachten, der im histologischen
Bild eine beginnende lippchenzentrale Fibrose entsprach. Unter Zunahme der
Bindegewebsmenge hatten sich nach 17 Wochen eine regelrechte Lebercirrhose
mit Ausbildung von kleinen Knoten und ersten Gallengangswucherungen und
nach 27 Wochen — bei ausgepriagt grobknotiger Cirrhose — eindeutige Chol-
angiome (bis zu 3-—4 mm Durchmesser) entwickelt. Die letzteren waren zum Teil
so stark entdifferenziert, daB sie auf Grund des histologischen Bildes als Cholangio-
carcinome bezeichnet werden miissen. Metastasen dieser Tumoren waren allerdings
nicht nachweisbar *.

Drei Tiere mit schwerer Lebercirrhose starben im Verlaufe des Versuches
spontan, wobei in zwei Fillen die Lebercirrhose, in dem dritten Fall ein unab-
héngig davon entstandenes Diinndarmsarkom die Todesursache darstellten.

Was die Leberzellen betrifft, so fanden sich bei der akuten Vergiftung (mit
hoher Dosierung) bereits nach 24 Std in direkter Umgebung der Zentralvene
echte, von einer kriftigen, mesenchymalen Reaktion begleitete Zellunterginge
(vgl. GupTa 1956b), die bei der chronischen Vergiftung (mit niedrigerer Dosierung)

* Anmerkung bei der Korrektur: Die chronische ,,Vergiftung® wurde inzwischen bis zu
einer Gesamtdauer von 60 Wochen weitergefithrt. Bei zwei Tieren — nach 47 Wochen (Ge-
samtdosis 1150 mg TAA/Tier) bzw. 53 Wochen (Gesamtdosis 1600 mg TAA/Tier) — fanden
sich echte hepatocellulire Carcinome. Dabei scheint es sich um die erste Beobachtung von
Leberzell- (also nicht Gallengangs-!) T'wmoren nach TAA zu handeln.
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Abb. Ta—f. Leberparenchymverdnderungen bei chronischer TAA-Vergiftung (lichtmikroskopisch).
a, b Xontrolltiere; ¢, d nach 8 Tage langer (Gesamtdosis 40 mg), e,f nach 17 Wochen langer (Gesamt-
dosis 420 mg) TAA-Zufuhr; a, ¢, e Umwandlung der basophilen Schollen (a) in die diffuse Basophilie
des Cytoplasmas (¢), schlieBlich mit Schwund der cytoplasmatischen Basophilie (e)., Gleichzeitig starke
VergroBerung der Kerne und der Nucleolen. Kresylechtviolett. 400:1. b, d, f Parallel zu den links
gezeigten Zellversinderungen findet sich ein vom Léppchenzentrum ausgehender Schwund des
Glykogens. PAS, 50:1
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fehlten. Im iibrigen waren die Epithelverinderungen in beiden Fillen, wenn auch
unterschiedlich ausgeprigt und ausgedehnt, prinzipiell die gleichen. Siebeginnen
im Lappchenzentrum und breiten sich — bei akuter Vergiftung sehr rasch, bei
chronischer Vergiftung allméhlich — in Richtung auf die Lippchenperipherie aus.
Dabei ist der Ubergang von der zentralen, pathologischen Zone zur peripheren,
unverdnderten Zone ziemlich scharf, d.h. die intermedidre Zone mit nur schwach
alterierten Zellen ist aullerordentlich schmal. Erst mit Eintritt des cirrhotischen
Umbaues verwischt sich dieses Bild mehr und mehr. Hier trifft man Knoten mit
stark pathologischen Zellen neben solchen mit weitgehend oder sogar vollstandig
normal erscheinenden Epithelien.

Die hervorstechenden cytologischen Phiinomene nach TAA-Vergiftung, wie
Kern- und NucleolenvergroBerung einerseits, Auflosung und zunehmender
Schwund des Ergastoplasmas sowie cytoplasmatische Wirbelbildung (ALTMANN
und OsTERLAND 1961) andererseits, haben wir in unseren Versuchen in allen
Einzelheiten bestdtigen kénnen. Wir verzichten daher auf eine Wiederholung und
verweisen auf die Abbildungen und Legenden (Abb. 1).

Besonders hervorheben mochten wir aber den hiufig nur als Nebenbefund
erwahnten (Guepra 1956, RUTrNER und Roxprz 1959, KLEINFELD 1957 u. a.),
hochgradigen Glykogenschwund der geschidigten Leberzellen. Er beginnt
parallel mit den eben genannten Zell-, insbesondere Ergastoplasmaverdnderungen
ebenfalls im Lidppchenzentrum und breitet sich in Form einer glykogenfreien
Zone zur Peripherie hin aus (Abb. 1d). Bei der akuten Vergiftung erfolgt dieses
Fortschreiten zur Lappchenperipherie sehr rasch, so dafl bereits nach 2 Tagen in
der gesamten Leber praktisch kein Glykogen mehr nachweisbar ist. Bei der
chronischen Vergiftung nimmt der Glykogenschwund etwas langsamer zu, er
kann etwa von der 8.-—12. Woche sistieren, wobei in der Lappchenperipherie ein
Saum glykogenhaltiger Leberzellen erhalten bleibt, er kann aber auch, z.B. im
Cirrhosestadium nach 17wochiger TAA-Gabe (Abb. 1f), fast das gesamte Paren-
chym betreffen. Wie man sich an simultan gefdrbten Praparaten tiberzeugen kann,
besteht im histologischen Bild eine enge Korrelation zwischen dem Glykogenverlust
und den iibrigen TAA-bedingten Zellverinderungen, die oben erwiahnt wurden,
mit anderen Worten, die glykogenfreie Zone deckt sich in ihrer Ausdehnung weit-
gehend mit jener Lappchenzone, in der die Leberzellen die fiir die TAA-Vergiftung
charakteristischen Kern- und Cytoplasma-Verdnderungen zeigen.

11. Elektronenmikroskopische Befunde

Die sublichtmikroskopische Struktur der normalen Leberzelle ist von mehreren
Autoren beschrieben worden und in ihren Grundziigen bekannt. Mehrals bei vielen
anderen Zellarten im Organismus scheint jedoch die Feinstruktur der Leberzellen
je nach den Lebens-, insbesondere Nahrungsbedingungen in gewissen Grenzen zu
schwanken. Zur Abgrenzung der pathologischen Verinderungen war es daher
notwendig, die Leberzellstruktur unserer unter den gleichen Grundbedingungen
wie die Versuchstiere gehaltenen Kontrollratten genauer zu analysieren.

Da nach TAA-Einwirkung bekanntlich die im Léppchenzenirum gelegenen
Leberzellen die stirksten Verdnderungen aufweisen, konzentrierten wir die elek-
tronenmikroskopische Untersuchung auf diesen Léppchenabschnitt (vgl. Metho-
dik). Die dargestellten Befunde beziehen sich bhei den Kontroll- und den TAA-
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Abb. 2a u. b. Ausschnitte aus Leberzellen von Kontrolltieren (elektronenmikroskopisch). a Glykogen-
reiche Zelle mit ,,Schollen® organisierten Krgastoplasmas (Erg). 19000:1; b Glykogenarme Zelle mit
teils aufgelockertem, organisiertem (Erg), teils nicht-organisiertem (Erg’) Ergastoplasma. Anstelle der
Glykogenzonen glattes Endoplasmatisches Reticulum (,,Netzwerk*) (ER). 20000:1. M7 Mitochon-
drien, Gly Glykogenzonen, Mv Microvilli der Leberzelle, zur Blutcapillare (Kap) gerichtet, N Zellkern
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behandelten Tieren aus Griinden des Vergleichs nur auf das Lippchenzentrum.
Bei den ausgeprigten Cirrhosen wurden nach den cytologischen Kriterien die-
jenigen Lappchen bzw. Knoten ausgewshlt, deren Zellen ausgeprigte, TAA-
bedingte Schidigungen aufwiesen.

Kontrolltiere. Nach der Feinstruktur des Cytoplasmas konnten bei unbeha-
delten Tieren im wesentlichen zwei Zustandsbilder von Leberzellen unterschieden
werden. Bei dem ersten — unter unseren Bedingungen selteneren — (Abb. 2a)
findet sich das Ergastoplasma (Erg) tiberwiegend, wenn nicht ausschlieBlich in
organisierter Form, wobei in der Regel groBere Ergastoplasma-Schollen gebildet
werden. Die Mitochondrien (Mi), die meist eine dichte Matrix, locker angeordnete,
radidr gestellte Christae und mehrere osmiophile Granula enthalten, sind entweder
den Ergastoplasmazonen assoziiert oder bilden eigene Gruppen. Abwechselnd
mit solchen strukturreicheren und daher dichteren Cytoplasmaabschnitten finden
sich vergleichsweise helle Bezirke mit den Charakteristika der Glykogenzonen
(Gly), in denen — bei reiner Osmiumtetroxyd-Fixierung — das Grundplasma
wolkig oder fleckig erscheint und gelegentlich einzelne ringférmige, membrandse
Profile zu beobachten sind. Das zweite, weit haufigere Zustandsbild (Abb. 2b) ist
folgendermaBen gekennzeichnet: Die organisierten Krgastoplasmazonen (Erg)
sind etwas seltener und zudem nicht mehr so dicht und streng geordnet, zum Teil
liegt das Ergastoplasma sogar in nicht-organisierter Form (Erg’), also in Einzel-
lamellen vor, welche meist an Mitochondrien angeschmiegt sind. Fin Teil der
freien Ribosomen liegt locker im Cytoplasma verstreut. Eigentliche ,,Glykogen-
zonen‘ sind selten oder tiberhaupt nicht nachweisbar. Dafiir nimmt das glatte ER
(in Gestalt eines fiir die Leberzelle charakteristischen, relativ engmaschigen , Netz-
werkes®’) groBere Teile des Cytoplasmas ein,

Zwischen diesen beiden, bei jedem Kontrolltier anzutreffenden Bildern von
Leberzellen, deren tibrige Cytoplasmabestandteile keine systematischen Unter-
schiede erkennen lassen, finden sich alle Uberginge.

Es sei erwahnt, dafi sich die beiden Zellformen im lichtmikroskopischen
Priaparat nicht so deutlich unterscheiden, am ehesten noch dadurch, daB die
zuerst genannten Zellen im Kresylviolett- wie im PAS-Priparat durch ein
besonders grobscholliges Cytoplasma auffallen, wéhrend bei der zweiten Zellform
sowohl die Ergastoplasma- als auch die stets vorhandenen Glykogenschollen
zarter und zudem blasser gefarbt sind. Wenn die letzteren Zellen elektronen-
mikroskopisch keine typischen ,,Glykogenzonen‘* erkennen lassen, dann deshalb,
weil das Glykogen in ihnen, wie orientierende ,,Firbungen‘ mit Bleihydroxyd
(WarsoN 1958) ergaben, sowohl in lockererer Verteilung als auch in geringerer
Menge vorliegt.

TAA-vergiftete Tiere. Die bei der akuten und chronischen TAA-Vergiftung
zu beobachtenden Cytoplasmaverinderungen kénnen gemeinsam besprochen
werden, da sie sich nur im Detail, nicht im Prinzipiellen unterscheiden — wenn
man von den nekrotischen Leberzellen bei der akuten Vergiftung absieht, die
hier nicht beriicksichtigt werden.

Im Bereich des Brgastoplasmas kommt es mit steigender TAA- Gesamtdosis zu
einer fortschreitenden Umwandlung der organisierten in die nichtorganisierte Form,
d.h. die ergastoplasmatischen Lamellen (Erg) finden sich nicht mehr gruppiert in
regelméBiger Schichtung, sondern einzeln im Cytoplasma verteilt (Abb. 3 und 4).
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Sie weisen dabei zunéchst unverdndert ihren Besatz mit RNP-Partikeln auf und
umgeben zum Teil ring- oder mantelformig die Mitochondrien (Mi), die ihrerseits
nicht mehr in Gruppen angeordnet, sondern gleichméfBig im Zelleib verteilt sind.
Dieser Status der Disorganisation wird praktisch von allen lippchenzentral
gelegenen Leberzellen bei der akuten Vergiftung binnen 1—2 Tagen, bei der

Abb. 3. Leberzelle bei ,,chronischer TAA-Vergiftung (14 Tage, Gesamtdosis 55 mg). Disorganisation

des Ergastoplasmas (Erg’). Die ergastoplasmatischen Membranprofile sind diffus verteilt und meist in

engem Kontakt mit den Mitochondrien (M%), Nur noch spérliche Reste organisierten Ergastoplasmas
(Erg). N Zellkern. 24000:1

chronischen Vergiftung innerhalb 8—14 Tagen erreicht. Wahrend im ersteren
Fall gleich darauf oder sogar Hand in Hand mit dem Vorgang der Disorganisation
der Zerfall des Ergastoplasmas erfolgt (Abb. 5), behélt bei der chronischen Ver-
giftung ein grofer Teil der Zellen den Status der Disorganisation iiber Wochen und
Monate bei. Mit langerer TAA-Gabe (etwa ab 17. Woche, Gesamtdosis 420 mg)
tauchen dariiber hinaus immer hiufiger Zellen auf, in denen auch die mantel-
formige Lagerung der Ergastoplasmasicke um die Mitochondrien nur noch
angedeutet ist oder sogar vollig fehlt. Statt dessen liegen sie in gestreckter,
geschlangelter oder fragmentierter Form wahllos im Cytoplasma verstreut, zeigen
des ofteren blasige Auftreibungen und verminderten Besatz von RNP-Partikeln
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Abb. 4. Ausschuitte aus drei Leberzellen bei chronischer TAA-Vergiftung (27 Wochen, Gesamtdosis

730 mg). Neben disorganisiertem Ergastoplasma (Frg’), dessen Membranprofile die Mitochondrien

(M4) héufig mantelférmig umgeben, reichlich glattes Endoplasmatisches Reticulum (ER), dasin derlinken

unteren Zelle (,,dunkle Leberzelle*) auBerordentlich dicht ist. Zwischen dem disorganisierten Ergasto-

plasma freie Ribosomen (Ri). Oben Zellkern (N) mit stark vergréBertem Nucleolus (NI). I'm Zentrum
Gallencapillare (GK). 22000:1

(Abb. 6) oder sie bilden ,kleine Ringprofile (Abb. 7). Solche Ringprofile
treten in dreierlei Gestalt auf, erstens als rauhe Form mit durchgehendem
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Spatium zwischen den Membranen (—-), zweitens als glatte Form mit durch-
gehendem Spatium (+) und drittens als glatte Form mit vesiculdr-perlschnur-
artiger Struktur (4), wie sie den Elementen des glatten ER eigen ist (Abb. 7).
(Wegen des fehlenden granuliren Besatzes wéren die beiden letzteren, streng
genommen, nicht mehr zum Ergastoplasma zu rechnen.) In derart verinderten

LAY

-n e

Abb. 5. Leberzelle bei akuter TAA-Vergiftung (1 Tag, Gesamtdosis 16 mg). Cytoplasma durchsetzt

von zahlreichen, optisch leeren (wasserhaltigen ?) Vacuolen (¥) mit zarter Grenzmembran. Dazwischen

Mitochondrien (M%), Fetttropfen (¥') und nur ganz vereinzelt Bruchstiicke von Ergastoplasmaprofilen
(Brg). Links oben dunkle Zelle mit dichter cytoplasmatischer Matrix. 26000:1

Zellen erscheint die Zahl der im Schnitt getroffenen ergastoplasmatischen Ele-
mente pro Flacheneinheit gegeniiber der Normalzelle deutlich geringer, so dall der
Eindruck einer Verminderung des Ergastoplasmas entsteht. Allerdings muB
betont werden, dafl Aussagen tber das quantitative Verhalten des Ergastoplasmas
auf Grund des elektronenmikroskopischen Bildes nur mit Vorbehalt moglich sind.
Es kann sich nur um Eindricke, nicht um gesicherte Aussagen handeln. Deshalb
beschranken wir uns auf die Angabe, daf das Ergastoplasma im Stadium der
einfachen Disorganisation nicht sicher verringert erscheint, wdhrend bei den
zuletzt geschilderten Zellen mit den ,,fortgeschrittenen Ergastoplasmaverinde-
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rungen auf eine quantitative Abnahme geschlossen werden mufl. Zellen mit prak-
tisch vollstdndigem Ergastoplasma- Verlust haben wir bei der chronischen Vergif-
tung in den bisher untersuchten Stadien nicht feststellen kénnen, sehr wohl
dagegen bei der akuten Vergiftung bereits nach 1—2 Tagen (Abb. 5). Der Ergasto-
plasma-Zerfall scheint — moglicherweise abhingig von der Geschwindigkeit,
mit der er abliduft — verschiedene Wege gehen zu konnen, sei es, daB die ergasto-
plasmatischen Membranprofile durch Fragmentation direkt der Auflésung
anheimfallen, sei es, daf} sie zundchst eine feinblasige Auftreibung mit und ohne

Abb. 6. Leberzelle bei ,,chronischer* TAA-Vergiftung (8 Tage, Gesamtdosis 40 mg). Ergastoplasma

(Erg) mit umschriebenen blasigen Auftreibungen (—) und stellenweise verringertem Besatz an Ribo-

somen. Aufgelockertes ,,Netzwerk (ER) in sehr transparentem Grundplasma. M7 Mitochondrien.
27000:1

Verlust des granulédren Besatzes erfahren (Abb. 6). Eine grobeystische Erweiterung
haben wir dagegen nicht sicher nachweisen konnen.

Parallel mit den eben geschilderten Verdnderungen des Ergastoplasmas
verschwinden im elektronenmikroskopischen Bild die Glykogenzonen vollstandig.
Gleichzeitig beobachtet man eine Zunahme des glatten ER (Abb. 4 und 8), das in
den Zellen entweder neu auftaucht oder an Ausdehnung zunimmt. Es tritt bei der
chronischen Vergiftung vornehmlich in der Form kleiner, vesiculirer, oft perl-
schnurartig angeordneter und miteinander vernetzter Elemente auf, wobei es des
ofteren ziemlich groBe und dichte Knéuel bildet, die, mehr in der Zellperipherie
gelegen, den Raum zwischen den mitochondrienhaltigen Zonen des disorganisierten
Ergastoplasmas einnehmen (Abb. 8). In ihrem Bereich fehlen RNP-Partikel und
Mitochondrien ganz. An den Berithrungsstellen zwischen Netzwerk- und Ergasto-
plasmazonen erkennt man mehrfach Uberginge zwischen den mit RNP-Par-
tikeln besetzten Ergastoplasmalamellen und den glatten, tubulir-vesiculiren
Elementen des Netzwerks (Abb. 8).
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Abb. 7. Leberzelle bei chronischer TAA-Vergiftung (17 Wochen, Gesamtdosis 420 mg). Starker
Schwund des Ergastoplasmas, dessen. Membranprofile kaum noch in Kontakt mit Mitochondrien (A7)
stehen, sondern in geschlingelter oder fragmentierter Form. vorliegen. Mehrere Formen sog. ,,Kleiner
Ringprofile’ (— +> 4+ Erklirung s. Text, S. 566). AuBerdem mehrere (membranbegrenzte) ,,kleine
Netzwerk-Knéduel“ (NKn). F Vacuolisierte Fetttropfen. 26000:1

Wihrend bei der chronischen Vergiftung die tubulér-vesiculiren Elemente des
Netzwerks in der Regel aus leidlich scharf konturierten Membranen bestehen, die
einen hellen Binnenraum umschliefen, kommen bei der akuten Vergiftung abge-



»
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grenzte, - blaschenformige Gebilde nur stellenweise zustande; weite Teile des
Cytoplasmas sind dagegen von einer Art Maschen- oder Schwammwerk eingenom-

Abb. 8. Leberzelle bei chronischer TAA-Vergiftung (27 Wochen, Gesamtdosis 730 mg). In der Mitte

disorganisiertes Ergastoplasma (Erg’) mit manteltdrmiger Lagerung der Membranprofile um Mito-

chondrien. (M7) sowie verstreut liegende freie Ribosomen (Ri). Rechts und links davon groBe Abgschnitte

dichten (,,hypertrophierten®) Netzwerks (ER). An mehreren Stellen Uberginge zwischen glattem und
rauhem Endoplasmatischem Reticulum (). 24000:1

men, in dem eine bestimmte Gliederung nicht zu erkennen ist (Abb. 10). Auf den
ersten Blick wiirde man daher einen Zusammenhang mit dem glatten ER nicht
vermuten, sondern wie OBERLING und Rourirer (1956) eher an eine bestimmte
Zustandsform des Grundplasmas denken, wenn nicht jenes (undifferenzierte)
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Maschenwerk an einigen Stellen in typische, der Netzwerkformation des glatten
ER entsprechende, vesiculir differenzierte Abschnitte tiberginge.

Des ofteren — besonders in Zellen mit fortgeschrittenen HErgastoplasma.-
verdnderungen — finden sich sehr kleine, isolierte ,,Netzwerk-Knauel** mit einem

Abb. 9. Lebercapillare bei chronischer TAA-Vergiftung (27 Wochen, Gesamtdosis 730 mg). ,,Kleine
Netzwerk-Kniuel* (NKn) frei in der Capillarlichtung (Kap) bzw. innerhalb eines (abgestoBenen) Zell-
teiles (NKn'). Ery RErythrocyt, SE Sinusendothel (= Kupffersche Sternzelle). 26000:1

Durchmesser von 0,5—2 u, die in der Regel von einer zweischichtigen Membran
umgeben sind (Abb. 7). Solche kleinen Knéauel haben wir vereinzelt auch in der
Lichtung von Lebercapillaren gesehen, und zwar frei oder innerhalb von (ab-
gestofBenen) Zellresten im Blutplasma schwimmend (Abb. 9).

Zu jeder Zeit der TAA-Vergiftung kann man auBerdem auffallende Komplexe
konzenirisch geschichteter (glatter, also nicht mit Ribosomen besetater) Membranen
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finden (Abb. 10, 11), die in kontinuierlicher Verbindung zum Netzwerk stehen.
Sie bilden teils wirbelartige Formationen, teils solche, die wegen des gewellten
Verlaufes der Membranen an eine Haarlocke erinnern (Abb. 10). Die Ver-
bindung zwischen dem Netzwerk und den Membranen ist stellenweise sehr
deutlich ; man erkennt, wie sich mehrere Tubuli des Netzwerkes kontinuierlich in
die Membrankomplexe hinein fortsetzen (Abb. 11). Dementsprechend kénnen die

Abb. 10, Leberzelle bei akuter TAA-Vergiftung (2 Tage, Gesamtdosis 22 mg). Konzentrisch geschichteter

bzw. gebiindelter Membrankomplex in Verbindung mit dem glatten Endoplasmatischen Reticulum

(ER), welches in den akut geschidigten Zellen meist ein vergleichsweise undifferenziertes Maschenwerk

bildet. Mijtochondrien (M%) und Fetttropfen (F), zum Teil in den Membrankomplex eingeschlossen.
21000:1

Membranen auch innerhalb der Komplexe eine Zweischichtung beibehalten. In
anderen Fallen — vor allem bei der akuten Vergiftung, also mutmaBlich als Folge
einer iiberstiirzten Bildung — sind die Membranen viel unregelmiBiger angeordnet,
zeigen teils schmale, teils weite Abstande und schlieBen des éfteren andere Bestand-
teile des Cytoplasmas, z.B. Mitochondrien, Fetttropfen usw. zwischen sich und
damit in die Membrankomplexe ein (Abb. 10).

Hs ist noch zu erwihnen, daBl bei vielen, jedoch keineswegs bei allen Zellen
mit fortgeschrittenen Ergastoplasmaverdnderungen vermehrt Fetttropjen in der
cytoplasmatischen Matrix auftreten (Abb.5, 10 und 11). Sie zeigen keinerlei
Beziehung zu bestimmten Cytoplasmastrukturen und sind bei der akuten Ver-
giftung im Durchschnitt etwas gréBer als bei der chronischen (Durchmesser
0,05—2 u}. Thre dullere Kontur ist teils glatt, teils etwas aufgesplittert, im Innern

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 38
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sind sie manchmal homogen, manchmal zum Zentrum hin aufgelockert oder sie
enthalten eine oder mehrere glattbegrenzte, optisch leere Vacuolen.

Die Mitochondrien lassen wahrend der von uns beobachteten Stadien der akuten
und chronischen Vergiftung keine eindeutigen Alterationen erkennen, auch nicht

Abb. 11. Leberzelle bei chronischer TAA-Vergiftung (17 Wochen, Gesamtdogis 420 mg). (In Bildung

begriffener ?) geschichteter bzw. gebiindelter Membrankomplex. Die Profile des Netzwerks (ER)

setzen gich kontinuierlich in die konzentrischem Membranabschnitte hinein fort. Dementsprechend.

erkennt man in diesen stellenweise eine Zweischichtung. RErg” disorganisiertes Ergastoplasma, M3
Mitochondrien, ¥ Fetttropfen. 30000:1

in den Zellen mit fortgeschrittenen Verdnderungen oder fast vollstindigem Verlust
des Ergastoplasmas (Abb. 5 und 7). Typische Mitochondrienschwellungen wurden
so gut wie nie beobachtet, eher schien uns die Matrix der Mitochondrien manchmal
verdichtet.

Auch an den iibrigen geformten Bestandteilen des Cytoplasmas, insbesondere
am Golgi-Feld, sowie an der Zellmembran waren keine Besonderheiten festzustellen.
Lediglich die Microvilli an den Gallencapillaren zeigten des dfteren eine ballon-
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férmige Auftreibung, wihrend die zur Blutcapillare hin gelegenen hiufig ver-
strichen waren.

Die cyloplasmatische Matriz (Grundplasma) ist in der gesamten Zelle gleich-
férmig beschaffen und in den meisten Fiallen von mittlerer Dichte. Daneben gibt
es -—— offenbar abhingig vom Wassergehalt — einerseits Zellen, deren Grundplasma
so stark verdichtet und gleichzeitig verschmaélert ist, dafl die tibrigen, membrandsen
und granuldren Cytoplasmastrukturen eng beieinanderliegen und sich im elek-
tronenmikroskopischen Bild von der Umgebung kaum abheben (sog. ,,dunkle
Leberzellen®, siehe Abb. 4 links unten, Abb. 5 links oben), andererseits solche, in
denen die cytoplasmatische Matrix im Gegensatz dazu ausgesprochen hell, fast
.leer erscheint und die geformten Elemente locker verstreut sind (Abb. 6). Die
letzteren Zellen zeigen hiufig fortgeschrittene Ergastoplasmaverinderungen. Bei
der akuten Vergiftung enthilt das Grundplasma des 6fteren 0,2—1 u grofe,
optisch leere, meist von einer zarten Membran begrenzte Vacuolen (Abb. 5), wie
sie auch bei akuten Leberzellschidigungen anderer Art (OBERLING und RoUILLER
1956, MoLBERT 1957, JEzEQUEL 1958, HANzZON 1960, HUBNER und BERNHARD
1961, EmmELoT und BENEDETTI 1961) beobachtet worden sind. Bei einigen dieser
Vacuolen lieB} sich jedoch eine Grenzmembran nicht sicher nachweisen — hier
zeigte sich am Rand der Vacuole lediglich ein scharfer Dichteunterschied zum
umgebenden Grundplasma -—, wieder andere Vacuolen waren nur partiell von
einer Membran umgeben. Gerade das letztere Phénomen, also der Ubergang
zwischen dem einfachen Dichteunterschied und der distinkten Membran am Rande
ein und derselben Vacuole, spricht dafiir, daf die Membran zur Abgrenzung des
Vacuoleninhaltes vom Cytoplasma selbst gebildet wird. Da rauhe, also ergasto-
plasmatische Membranen bei dieser Vacuolenart nie zu beobachten sind, kann es
sich nicht um cystisch erweiterte Frgastoplasma-Zysternen handeln.

Abschliefend sei darauf hingewiesen, dal die Verdnderungen in der Fein-
struktur des Cytoplasmas, insbesondere des Ergastoplasmas, etwa in der Reihen-
folge geschildert wurden, in der sie bei dem Gros der Leberzellen im Laufe der
akuten und chronischen Vergiftung auftreten. Allerdings mufl betont werden,
daf} sich die Leberzellen bei ein und demselben Tier und bei gleicher Lage im
Lappchen keineswegs streng synchron verhalten, dafl wir also in derselben Lépp-
chenregion Leberzellen mit verschiedenen Formen bzw. Stadien der Cytoplasma-
verdnderungen nebeneinander antreffen kénnen.

Diskussion

Uberblickt man die dargestellten Befunde am Cytoplasma der Leberzellen bei
akuter und chronischer TAA-Vergiftung, so lassen sich folgende Punkte heraus-
stellen:

1. Das Ergastoplasma wird von der organisierten Form in die nichtorganisierte
Form tbergefithrt. Wahrend im Zuge dieser Umwandiung bei der akuten Ver-
giftung binnen 1-—2 Tagen ein fast vollsténdiger Schwund des Ergastoplasmas
eintritt, behalt bei der chronischen Vergiftung ein Teil der Zellen den Status der
Disorganisation offenbar tiber Wochen und Monate bei. Ein anderer Teil erfahrt
dagegen weitere (,fortgeschrittene”) Krgastoplasma-Verdnderungen, die mit
einer quantitativen Abnahme der Ergastoplasmastrukturen verbunden sind.

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 383,



574 W. TaoENES und P. BANNASCH:

2. Gleichzeitig erfahrt das glafte Endoplasmatische Reliculum (ER) (in der
typischen , Netzwerkformation) eine starke Entwicklung bzw. Ausbreitung.
Aus dem Netzwerk konnen sich in allen Stadien der Vergiftung wirbelartige,
konzentrisch geschichtete (agranuldre) Membransysteme formieren.

3. Hand in Hand mit den Verdnderungen des Ergastoplasmas und des glatten
ER — sowohl im zeitlichen Ablauf wie im Schweregrad — kommt es zum Schwund
des Glykogens.

4. Eine fein- bis mitteltropfige Verfettung kommt bei akuter Vergiftung sehr
friih, schon nach einem Tag, bei chronischer Vergiftung dagegen erst ziemlich
spét, meist erst im Stadium der Cirrhose zustande. Sie betrifft die Zellen in ganz
unsystematischer Weise und steht nur in lockerer Beziehung zu Art und Schwere
der iibrigen Cytoplasmaverdnderungen.

5. Die Mitochondrien zeigen in qualitativer Beziehung gegeniiber denjenigen
der Kontrolltiere keine signifikanten Unterschiede; sie bleiben in den von uns
untersuchten Stadien der akuten und chronischen Vergiftung morphologisch
intakt.

Aus dieser Ubersicht geht hervor, daB die starksten, morphologisch faBbaren
Verdnderungen im Cytoplasma der Leberzellen das Ergastoplasma, das glatte ER
und das Glykogen betreffen. Diese drei Komponenten, die in ihrer Reaktion aufs
engste, gewissermalflen in Form einer ,, Trias® miteinander verkniipft sind, werden
im folgenden nacheinander besprochen. Wir stiitzen uns dabei im wesentlichen
auf die Beobachtungen bei der chronischen TAA-Vergiftung, weil bei der akuten
die Verianderungen zu schnell, fast tiberstiirzt ablaufen, so dall eine genaue
Erfassung der Dynamik nur schwerlich gelingt.

Verfolgt man das Ergastoplasma der lappchenzentral gelegenen Leberzellen
wiahrend der monatelangen TAA-Vergiftung, so sind in dem kontinuierlichen
Ablauf der Strukturverinderungen formal zwei Phasen zu unterscheiden. Die
erste ist gekennzeichnet durch die ,,Disorganisation®, d.h. das Ergastoplasma ist
nicht mehr schollig angeordnet, sondern diffus tiber das Cytoplasma verteilt
(vgl. auch Abb. 1¢). Dabei weisen die ergastoplasmatischen Membranprofile, die
in diesem Stadium strukturell unverdndert erscheinen, eine enge réumliche
Beziehung zu den Mitochondrien auf, wihrend die freien Ribosomen locker im
Cytoplasma verteilt sind. Das Bild hat durchaus etwas Regelhaftes. Man hat
den Eindruck, daB die Umwandlung des Ergastoplasmas von der organisierten in
die nicht-organisierte Form im Anfangsstadium lediglich einen Positionswechsel
der ergastoplasmatischen Elemente in der Zelle darstellt. Soweit das elektronen-
mikroskopische Bild eine quantitative Aussage tiberhaupt gestattet, scheint zu
dieser Zeit auch noch keine Reduzierung des Ergastoplasmas einzutreten. Krst
im weiteren Verlauf, also in der zweifen Phase, erscheinen die ergastoplasmatischen
Elemente gelichtet (vgl. auch Abb. le). Sie kénnen dabei — wie in der ersten
Phase — strukturell unverindert sein und weiterhin in enger topographischer
Beziehung zu den Mitochondrien stehen, sie konnen bei einem Teil der Zellen aber
auch unter Aufhebung des Kontakts zu den Mitochondrien abnorme Formen
annehmen (Schlingelung, kleine Ringprofile, Fragmentation) und verminderten,
granuliren Besatz aufweisen. Diese ,,fortgeschrittenen Ergastoplasma-Verénde-
rungen, die in der normalen Leberzelle unseres Wissens bisher niemals beobachtet
wurden, sind méglicherweise als ,,degenerativ‘’ im eigentlichen Sinne aufzufassen.
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Das gilt zumindest fir die Fragmentation; denn diese scheint stets in den end-
giiltigen Zerfall des Ergastoplasmas zu miinden.

Es muB betont werden, dafl der gesamte, eben geschilderte Prozel3 offenbar
von Zelle zu Zelle verschieden schnell ablduft — bei der einen innerhalb von Tagen,
bei der anderen in Wochen oder Monaten —, dall der Prozel3 ebensogut aber auch
in irgendeinem Stadium stehenbleiben und sich sogar bis zu einem gewissen
Grade trotz unverdndert weitergehender TAA-Zufuhr rickldufig entwickeln
kann. Diese Unterschiede in der Reaktionsweise der einzelnen Zellen werden in
den spédteren, besonders in den Cirrhose-Stadien der TAA-Vergiftung besonders
deutlich.

Die geschilderten Veranderungen in der Feinstruktur des Ergastoplasmas ent-
sprechen zweifellos der lichtmikroskopisch bekannten Erscheinung der ,,Chromato-
lyse (Op1im), die bei verschiedenen Einwirkungen auf die Leberzelle zu beobachten
ist. Sie beginnt stets mit einer Umwandlung der basophilen Schollen des Cyto-
plasmas in eine ,,diffuse Basophilie” und kann zu einem mehr oder weniger starken
Verlust der basophilen Substanzen fithren (ArrMany 1955) (vgl. Abb. la, ¢, e).

DaB eine Ubereinstimmung zwischen dem lichtmikroskopischen Phinomen
der ,,diffusen Basophilie” und dem oben geschilderten elektronenmikroskopischen
Phinomen der ,,Disorganisation‘ des Ergastoplasmas besteht, ist schon vor Jahren
von BERNHARD et al. 1952 am Beispiel der Hungerleber gezeigt worden. In-
zwischen ist diese Tatsache auch bei anderen experimentellen Leberschadigungen
[Tetrachlorkohlenstoff (OpERLING und RoUILLER 1956, RoUILLER 1957, MOLBERT
1957), Phosphor (JEzZEQUEL 1958), 3-Methyl-Dimethylaminoazobenzol = 3-Me-
DAB = 3-Methyl-Buttergelb (PorTER u. BrRUNI 1959)] bestatigt worden. Abge-
sehen von der zuletzt genannten Untersuchung mit dem Carcinogen 3-Me-DAB,
hat es sich dabei jedoch — ebenso wie bei der akuten TAA-Vergiftung unserer
Versuchsreihe — meist um sehr kurzfristige Experimente gehandelt, bei denen der
Ablauf der Chromatolyse elektronenmikroskopisch, wenn iiberbaupt, nur in groBen
Ziigen erfalit werden kann; denn hier koinzidieren Umwandlungs- und Zerfalls-
erscheinungen so sehr, daf sie morphologisch nicht voneinander getrennt werden
kénnen. Die chronische TAA-Vergiftung bietet dagegen die Méglichkeit, den
Ablauf der Chromatolyse im Detail zu studieren. Wir halten fiir moglich, daBl den
beiden, von uns postulierten Phasen der Chromatolyse auch funktionell eine
verschiedene Wertigkeit zukommt, etwa in dem Sinne, daB die morphologischen
Verdnderungen in der — wahrscheinlich nur sehr kurzen — ersten Phase Aus-
druck einer Funktionssteigerung des Ergastoplasmas sind, die dann in der
— lénger dauernden — zweiten Phase einer Funktionsminderung Platz macht.

Hand in Hand mit den geschilderten Verdnderungen des Ergastoplasmas
kommt es zu einer Ausbreitung des glatten Endoplasmatischen Reticulums, sei es,
daB es in den Zellen neu auftritt, sei es, daf es lediglich an Ausdehnung zunimmt.
Schon bei den Kontrolltieren war eine Beziehung zwischen dem Verh#ltnis von
organisiertem zu nicht-organisiertem Ergastoplasma einerseits und dem Ausmal
des glatten ER andererseits festzustellen. Diese Beziehung wird in der vergifteten
Leber noch deutlicher. Wihrend das glatte ER bei den Kontrolltieren in Form
eines relativ lockeren Netzwerkes die schmalen Réume zwischen dem nicht-
organisierten Ergastoplasma ausfiillt, bildet es in den T'AA-geschidigten Zellen
haufig umfangreiche, dichte Kniuel, die gréBere Abschnitte des Cytoplasmas
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einnehmen (Abb. 8). Das letztere Erscheinungsbild hat PorTeEr und Brunt (bei
ihren Untersuchungen mit 3-Me-DAB) veranlaBit, von einer ,,Hypertrophie** des
glatten ER zu sprechen.

An dieser Stelle sind zwei Phinomene zu erwihnen, die als besondere Erschei-
nungsform des glatten ER anzusehen sind. Das sind einmal die ,,kleinen Nefz-
werkkniuel* (Abb. 7 und 9), die im Schnittbild haufig nicht grofer als die Mito-
chondrien sind und sich von den oben beschriebenen, groBen Arealen des Netz-
werks vor allem dadurch unterscheiden, dafl sie in der Regel von einer (zwei-
schichtigen) Membran umschlossen sind. Bemerkenswerterweise finden sie sich
haufig in solchen Zellen, in denen das Ergastoplasma die ,fortgeschrittenen®,
von uns als degenerativ gedeuteten Verinderungen aufweist (Abb. 7). Ob die
Beobachtung dieses Zusammentreffens ausreicht, um die ,kleinen Netzwerk-
knéuel* ihrerseits als ,,Degenerationsphéinomen’’, und zwar des glatten ER, aui-
zufassen, sei dahingestellt.

Das zweite Phanomen sind die geschichieten oder gebiindelten Membrankomplexe.
Wie die Abb. 10 und 11 erkennen lassen, umfassen sie in der Regel einen Bezirk
typischen Netzwerks, dessen vesiculdr-tubulére Strukturen sich kontinuierlich in
die konzentrischen Membransysteme hinein fortsetzen. Was die dreidimensionale
Gestalt dieser Systeme anbelangt, so konnte diese Beobachtung dafiir sprechen,
daB es sich in einem Teil der Fille um Biindel tubuldrer Strukturen handelt. In
anderen Fillen, besonders bei den Membransystemen akut geschidigter Leber-
zellen, hat man jedoch den Kindruck einer lamelliren Schichtung. Diese
Unterschiede hingen vermutlich mit der jeweils vorliegenden Erscheinungsform
des glatten ER zusammen. Héufig finden sich inmitten der Membrankomplexe
Mitochondrien, Fetttropfen oder andere Cytoplasmabestandteile. Nach Abb. 11,
die, wie wir glauben, einen in Bildung begriffenen Membrankomplex wiedergibt,
mufl man annehmen, daf diese Cytoplasmabestandteile nicht primér als ,,Konden-
sationsorte‘ fungieren, sondern lediglich als (zufillige) Einschliisse aufzufassen
sind. )

Konzentrische Membransysteme sind in zahlreichen Zellarten unter normalen und patho-
logischen Bedingungen gefunden worden (Wziss 1953, GAUTIER u. DiomMEDE-FrESA 1953,
Paray und Parane 1955, FawceTT und WiLsoN 1955, HAocuENAU und Lacour 1955, Ee-
sTEIN 1957, HAGUENAU 1958, Fawcrrt und ITo 1958, RuTHMANN 1958, WALKER 1960,
Reprux 1961, HELANDER 1961), wobei diese sicher nicht in allen Fillen streng miteinander
vergleichbar sind. Nicht zu bezweifeln ist jedoch die Identitét der von uns nach TAA in
der Leberzelle nachgewiesenen Membrankomplexe mit denjenigen, die BENEDETTI und
EvmEeror (1960) nach Gabe des Lebercarcinogens Dimethylnitrosamin darstellen konnten.
Auch hier war der Ubergang vom Netzwerk zu den geschichteten Membransystemen un-
verkennbar.

Wir haben allen Grund anzunehmen, daf die von uns gefundenen Membran-
komplexe in engstemn Zusammenhang mit den von ArTMANN und OSTERLAND
(1961) bei der chronischen TAA-Vergiftung lichtmikroskopisch beobachteten
,,cytoplasmatischen Wirbelbildungen stehen. Wir konnen diese Annahme
zwar noch nicht durch exakte, licht- und elektronenmikroskopische Parallel-
schnitte belegen, es spricht aber — gerade auch im Hinblick auf die analogen
Befunde von BeExeprrTr und EMmeLoT (1960) — alles dafiir, daB diese Wirbel
der chronischen TAA-Vergiftung derartige Komplexe konzentrisch angeordneter,
glatter Membranen darstellen. Damit wiirden sich zwei von ALTMANN und OSTER-
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LAND ausgesprochene Vermutungen bestitigen, einmal, dafl die Wirbelbildungen
als eine besondere, gewissen ,,Nebenkernen* vergleichbare Formation des glatten
(also RNP-freien) ER anzuseben sind, und zum anderen, daB diese Wirbel in den
TAA-geschidigten Zellen neu gebildet werden; denn in Leberzellen von Kontroll-
tieren sind weder von anderen Autoren noch von uns jemals derartige, konzen-
trisch geschichtete Membrankomplexe gesehen worden. Wenngleich Ursache und
Entstehungsmechanismus derselben noch unbekannt sind, so darf man wohl
grundsitzlich annehmen, daB ihre Bildung mit der oben erwihnten ,,Hyper-
trophie® des glatten ER in Zusammenhang steht. Es ergibt sich nun die Frage,
wie diese Hypertrophie bei der TAA-Vergiftung zustande kommt.

Uber die Bedeutung des glatten ER in der Leberzelle stehen sich heute im
wesentlichen zwei Auffassungen gegeniiber: Fawcerr (1955), BERNHARD und
RoviLLer (1956), JEZEQUEL (1958) u. a. bringen das Netzwerk mit der nach
Abklingen einer Leberzellschidigung (z.B. bei Wiederfiitterung nach Hunger
oder nach Abklingen einer Tetrachlorkohlenstoff- bzw. Phosphor-Vergiftung)
wieder einsetzenden Neubildung des Ergastoplasmas in Verbindung. Die Autoren
gehen dabei von der Vorstellung aus, dafl die (glatten) Elemente des Netzwerks
durch Anlagerung von Ribosomen an die AuBenseite der Membranen zu regel-
rechten Ergastoplasma-Profilen komplettiert werden. Diese Vorstellung, auf die
auch ALTMANN und OSTERLAND zur Erklirung der RNP-freien Cytoplasma-Wirbel
zurickgegriffen haben, stitzt sich im wesentlichen auf die Beobachtung kon-
tinuierlicher Uberginge zwischen dem Ergastoplasma und dem glatten ER, die
auch in unseren Bildern des ofteren zu erkennen sind (Abb. 8).

Bemerkenswerterweise ist an der Realitiit solcher Ubergiinge unseres Wissens bisher
nicht gezweifelt worden. Das geht schon aus den verschiedenen Theorien bzw. Hypothesen
hervor, die an dieses Phinomen gekniipft worden sind [vgl. auch Parapz (1956) beziiglich der
Konzeption, das .,Endoplasmatische Reticulum® als einheitliches System anzusehen, das in
zwei Formen, einer glatten und einer rauhen, in Erscheinung trete]. Wir kénnen auf Grund
unseres Bildmaterials nicht grundsiitzlich zu dem Ubergangs-Phinomen Stellung nehmen,
zwei Gesichtspunkte scheinen uns jedoch der Beachtung wert: Bei der iiblichen Schnittdicke
von 50—90 mu (PraceEY 1958, WarTEr 1961) und der Breite der Netzwerk-Tubuli von
1530 my besteht prinzipiell die Moglichkeit von Uberlagerungen zweier oder mehrerer
Membranprofile. Dadurch kann eine echte Verbindung vorgetéuscht werden — ein Vorbehalt,
der unseres Erachtens auch fiir Abb. 3 von PAraDE (1956) und Abb. 9 von PorTER und BrRUNI
(1959) gilt. Zum anderen bereitet die Vorstellung, daB es sich hierbei um die Kommunikation
zwischen schlauchformigen Gebilden (des Netzwerks) und lamellenformigen Sicken (des
Ergastoplasmas) handeln miiBite, eine gewisse Schwierigkeit; denn tubuldre ergastoplasmatische
Elemente, mit denen die Kommunikation der — ebenfalls tubulidren — Netzwerkstrukturen
ohne weiteres denkbar wire, werden gerade in der Leberzelle so gut wie nie beobachtet.

Die andere Auffagsung stammt von PorTER und BruwI (1959), die anliBlich
ihrer Untersuchungen an der 3-Me-Buttergelb-Leber darauf hingewiesen haben,
dali das Netzwerk auch bei reinem Hunger (also ohne Wiederfitterung), ja sogar
bei einer grolen Zahl normaler Leberzellen regelmiflig zu beobachten ist. Diese
Autoren bringen den Wechsel in der Ausbildung des glatten ER mit den Ver-
anderungen des Glykogengehaltes der Leberzelle in Verbindung, gestiitzt auf den
Befund, daB} erstens das glatte ER mit Vorliebe innerhalb von Glykogenzonen
zu finden ist, und dafBl zweitens eine Parallele zwischen dem Ausmaf3 des Glykogen-
schwundes und der Entwicklung des glatten ER besteht. Sie nehmen daher an,
dafBl das Netzwerk fiir die Glykogenolyse und Glykogenese von entscheidender
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Bedeutung sei. Mirronic und PorTERr (1960) haben diese Ansicht durch weitere
Beobachtungen, und zwar an der Hungerleber, zu untermauern versucht. In die
gleiche Richtung kénnten auch kiirzlich mitgeteilte Befunde von RoviLLEr et al.
(1961) weisen, die in der Mikrosomenfraktion, welche speziell die Membranen
des glatten ER der Leberzelle enthilt, neben anderen Fermenten das in den
Kohlenhydratstoffwechsel eingreifende Ferment Glucose-6-Phosphatase nach-
weisen konnten. In Verfolgung der von PorTER und BRUNT vertretenen
Anschauung tber die Wechselbezichung zwischen glattem ER und Glykogen-
stoffwechsel interpretieren MiLLoxIG und PorTER die oben erwihnten Uberginge
zwischen Ergastoplasma und glattem ER in ganz anderer, ndmlich genau um-
gekehrter Weise: Sie nehmen an, da das glatte ER vom Ergastoplasma gebildet
werde, und zwar in der Form, daf von den Enden der Ergastoplasmaprofile die
glatten Elemente des Netzwerkes gewissermallen aussprossen, eine Auffassung,
der wir uns auf Grund eigener Beobachtungen, welche fiir die Bildung des glatten
ER aus der cytoplasmatischen Matrix heraus sprechen (vgl. Rovmier 1957,
JEzZEQUEL 1958), nicht anschlieBen konnen.

Priifen wir unsere Ergebnisse unter den eben ausgefiihrten Gesichtspunkten,
80 ist zunéchst festzustellen, daB wir die Befunde von PorTER und Bruw (1959)
iber die Wechselbeziehung zwischen Glykogengehalt und Ausbildung des glatten
ER an unserem Material sowohl bei den Xontroll- wie bei den TAA-behandelten
Tieren bestédtigen konnen. Wie frither schon Guera (1956), RUTTNER und RoNDEZ
(1959), SacHs et al. (1959), SpaIN und GriFriy (1957), GEorcil und MEHNERT
(1961) u. a. gezeigt haben, kommt es bei der TAA-Vergiftung in den Léppchen-
zentren, und zwar in strenger ortlicher und zeitlicher Relation zu den tbrigen
Phéanomenen der TAA-Schidigung, zu einem praktisch totalen Glykogenschwund
(Abb. 1d und f), der sich gleichermalen im licht- wie im elektronenmikroskopi-
schen Bild zu erkennen gibt. In der Tat nimmt das Netzwerk in den Anfangs-
stadien hiufig die ehemals glykogenhaltigen Zonen ein. Spéter, mit zunehmend
diffuser Anordnung des disorganisierten Ergastoplasmas, geht dieser Verteilungs-
modus etwas verloren, und das Netzwerk liegt dann vorwiegend, wenn auch nicht
ausschlieflich, in der Zellperipherie, ein Verhalten, das FawcerT (1955) auch bei
der Hungerleber nach Wiederfiitterung festgestellt hat.

Die Parallele zwischen unseren Befunden an der TAA-Leber und denjenigen
von PorTER und Bruxt (1959) an der 3-Methyl-Buttergelb-Leber ist so auffallend,
daB es naheliegt, den Vorstellungen dieser Autoren folgend, auch in der TAA-
geschidigten Leberzelle die Vermehrung des glatten ER unmittelbar mit der
Verdinderung des Glykogengehaltes in Verbindung zu bringen. Man miiite dann
annehmen, daB TAA in der Leberzelle, auf welchem Wege auch immer, eine nach-
haltige Storung des Kohlenhydratstoffwechsels veranlallt, die eine (kompen-
satorische ?) Vermehrung des glatten ER mit sich bringt. Unter dieser Voraus-
setzung waren die cytoplasmatischen Wirbelbildungen der Ausdruck einer tiber-
steigerten Entwicklung des glatten ER, die der Bereitstellung von membranésen
Tragerstrukturen fiir bestimmte Fermente des Kohlenhydratstoffwechsels dient.
Wie dem auch sei, sie haben jedenfalls mit den echten ,ergastoplasmatischen
Nebenkernen (HagueNaUu 1958) die Anordnung der Membranen gemein, sind
jedoch morphologisch von ihnen klar unterscheidbar, was unseres Erachtens auch
in der Nomenklatur zum Ausdruck kommen sollte. Es erscheint uns daher
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besser, die hier besprochenen Membransysteme nicht, wie BENEDETTI und
EvumEeroT (1960) es tun, als , Nebenkerne® schlechthin, sondern mit ALTMANN
und OSTERLAND (1961) zumindest als ,,RNP-freie Nebenkerne® oder, einfacher
und zugleich exakter, als ,.glatfe Nebenkerne' zu bezeichnen.

Gegeniiber der — zweifellos gut fundierten — Auffassung von PorTER und
Brunt (1959) muBl man allerdings bedenken, daf} die beiden Hauptargumente, die
dafiir angefithrt werden — die topographische Beziehung zwischen Glykogen und
glattem ER und das Parallelaufen von Glykogenschwund und Vermehrung des
glatten ER — nur Indizienbeweise darstellen. Vor allem im Hinblick auf das
zweite Argument erscheint es uns wichtig, darauf hinzuweisen, dafl mit dem Gly-
kogen und dem glatten ER auch das Ergastoplasma parallel gerichtete Verande-
rungen erfihrt. Es ist nach unserem Dafirhalten von grundsétzlicher Bedeutung,
daB sowohl nach Hunger als auch nach 3-Methyl-DAB und nach TAA — und das
gilt mit groBer Wahrscheinlichkeit ebenso fiir eine Reihe anderer Leberschadi-
gungen, z. B. auch nach Dimethylnitrosamin (EMMeLoT und BENEDETTI (1961) —
die drei Komponenten: Ergastoplasma — Glattes ER — Glykogen stets gleichzeitig
in Reaktion treten. Aus dieser Trias haben PorTER und BrRUNI besonderen Wert
auf den Komplex: glattes ER — Glykogen gelegt, wihrend die fritheren Unter-
sucher (FawceTT 1955, BERNHARD u. RovutniEr 1956, Routnirr 1957) mehr die
Beziehung: Ergastoplasma — glattes ER betont haben. Das darf jedoch nicht
dariiber hinwegtduschen, dafl in jedem Falle auch die dritte Komponente im
Spiele war, die bei den verschiedenen Betrachtungsweisen zwar nicht unberiick-
sichtigt geblieben, aber doch zugunsten der beiden anderen etwas in den Hinter-
grund getreten ist. Nur so sind unseres Erachtens die unterschiedlichen Inter-
pretationen eines in den Grundziigen gleichartigen, morphologischen Befundes zu
erkléren.

Aus all dem erhellt die Schwierigkeit, bei dem heutigen Stand der Kenntnisse
zu einer klaren und zweifelsfreien Auffassung iiber die formale Stellung und mehr
noch tiber die funktionelle Bedeutung des glatten ER in der Leberzelle zu gelangen.
Dies wiederum macht verstdndlich, dafl die Frage nach den Ursachen fir die
Hypertrophie des glatten ER — und damit auch fir die Wirbelbildung — bei der
TAA-Vergiftung zur Zeit nicht endgiiltig entschieden werden kann. Entweder ist
sie die direkte Folge der Ergastoplasmastérung — dann wére sie mehr oder
weniger unabhingig vom Glykogenschwund und die Wirbelbildungen diirften als
Sonderform der ,ergastoplasmatischen Nebenkerne* angesehen werden, oder sie
steht in ursdchlichem Zusammenhang mit dem Glykogenschwund — dann wére
sie hochstens indirekt mit den Veranderungen des Ergastoplasmas verkniipft und
die konzentrischen Membransysteme hétten mit den echten ,ergastoplasmati-
schen® Nebenkernen, von der duBeren Ahnlichkeit abgesehen, nichts zu tun.
Unter dem Eindruck der Befunde von PoRTER und BRUNI, MiLLONIG und PORTER,
RovuriLER et al. neigen wir vorerst zu der letzteren Ansicht. In allen Fallen
jedoch, in denen die Leberzelle auf eine Noxe mit der ,, Trias“: Ergastoplasma —
glattes ER — Glykogen in der besprochenen Weise reagiert, in denen also der Eiweil}
stoffwechsel (HErgastoplasma!) und der Kohlenhydratstoffwechsel (Glykogen!)
gleichzeitig betroffen sind, diirfte eine Entscheidung dieser Frage nur schwer oder
iiberhaupt nicht moglich sein; denn das morphologische Bild gibt keine Auskunft
dariiber, ob innerhalb der Trias eine Komponente das Primat hat und die beiden
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anderen nach sich zieht und, wenn ja, auf welche Weise dann die Glieder dieser
Kette kausal miteinander verkniipft sind. Von der Klirung dieser Frage, also
von der Aufschlisselung der Trias im eben genannten Sinne, sind weitere Kin-
blicke in den Wirkungsmechanismus nicht nur des TAA, sondern auch anderer,
cirrhogen und/oder carcinogen wirkender Lebergifte zu erwarten.

Zusammenfassung
Nach akuter und chronischer Thioacetamid (TAA)-Vergiftung treten im
Cytoplasma der Leberzellen im wesentlichen folgende morphologische Verinde-

rungen auf:
1. Das Ergastoplasma wird im Zuge der ,,Chromatolyse” disorganisiert und
quantitativ verringert oder gar — vor allem bei kurzfristiger, hoherdosierter

TAA-Gabe — vollsténdig aufgeldst.

2. Das glatte Endoplasmatische Reticulum (ER) nimmt an Ausdehnung zu
und bildet des ofteren wirbelartige, konzentrisch geschichtete oder gebiindelte
Membrankomplexe (sog. ,,glatte Nebenkerne).

3. Das Glykogen schwindet.

Diese drei cytoplasmatischen Komponenten reagieren gleichzeitig. Es kann
daher nicht endgiiltig entschieden werden, ob die starke Vermehrung des glatten
ER auf eine Storung des vom Ergastoplasma getragenen EiweiBstoffwechsels
oder des Kohlenhydratstoffwechsels zu beziehen ist. Die letztere Ansicht wird
entsprechend den Vorstellungen von PorRTER und BRUNI vorerst fiir wahrschein-
licher gebalten.

Die cytoplasmatischen Verdnderungen der TAA-Vergiftung sind mit denen
anderer experimenteller Leberschidigungen (Hunger, 3-Methyl-DAB, Dimethyl-
nitrosamin) prinzipiell vergleichbar. Im Hinblick auf den Wirkungsmechanismus
der erwidhnten cirrhogenen und carcinogenen Substanzen erlaubt das morpho-
logische Bild als solches keine Entscheidung dariiber, ob eine und gegebenenfalls
welche Komponente innerhalb der ,Trias** — FErgastoplasma, glattes ER, Gly-
kogen — die fithrende Rolle spielt.

Summary

After acute and chronic poisoning with thioacetamide (TAA) the following
morphologic changes appear in the cytoplasm of hepatic cells:

1. The ergastoplasm becomes’ disorganized, in the sense of chromatolysis, and
quantitatively diminished, or even completely dissolved, especially after short-
termed high doses of TAA.

2. The smooth endoplasmic reticulum (ER) further expands and frequently
forms spiralled, concentrically layered or bundled membrane-complexes (socalled
“smooth Nebenkerne”).

3. The glycogen disappears.

These three cytoplasmic components react simultaneously. Consequently, it
cannot be decided, whether the great increase in the smooth ER is related to a
disturbance of the protein metabolism, which is sustained by the ergastoplasm,
or whether it is related to the carbohydrate metabolism. The latter, agreeing
with the concepts of PORTER and BrUNI, is considered as the more likely.
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The cytoplasmic changes of the TAA poisoning are essentially comparable
with thosé of other experimentally induced hepatic damage (in hunger, 3-methyl-
DAB, di-methyl-nitrosamine poisoning). In regards to the mechanism of action
of the carcinogenic and cirrhosis-inducing substances mentioned, the morphologic
picture does not permit any conclusions as to whether one and eventually which
component of the three — ergastoplasm, smooth ER, or glycogen, — plays the
dominant role.
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Nachirag bei der Korrektur: Inzwischen durchgefithrte Untersuchungen iiber die Riick-
bildung der TAA-bedingten Cytoplasmaverinderungen (siche TmornEs, W., Verh. Ditsch.
Ges. Path., 48. Tagg., 1962) haben ergeben, daB das glatte ER bei Absetzen der Noxe — wenig-
stens zu einem Teil — in rauhes ER (= Ergastoplasma) umgewandelt wird. Daraus ergeben
sich Zweifel an der Richtigkeit der von PorTER u. Mitarb. vertretenen Auffassung iiber die
ausschlieBliche Beziehung des glatten ER zum Glykogenstoffwechsel. Die obengeduferte
Vermutung, dafl die Hypertrophie des glatten ER, einschlieBlich der Bildung ,,glatter Neben-
kerne‘, ursiichlich mit der Ergastoplasma-Storung zusammenhingen konne, gewinnt damit an
Wahrscheinlichkeit.
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