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Mit 7 Textabbildungen
( Eingegangen am 24. August 1963)

Unsere Untersuchungen befassen sich mit der Frage nach den gestaltlichen
und biochemischen Verdnderungen in Zellen und Geweben, die der ,,Selbst-
auflosung® anheimfallen. Bei der ,,Selbstauflésung” im lebenden Organ bzw.
Gewebe konnen bekanntlich auto- und heterolytische Effekte interferieren, wir
versuchten letztere durch bestimmte Voraussetzungen soweit wie moglich auszu-
schlieBen.

Die licht- und phagenmikroskopischen Strukturverdnderungen wahrend der
Autolyse sind von E. MULLER umfassend dargestellt worden. Altere Studien
iiber die Autolyse haben sich vornehmlich mit den Verdnderungen des Kohlen-
hydrat- und EiweiBbestandes der Zelle befafit. Unsere Studien sollen sich in
erster Linie dem Verhalten der lipoiden Bestandteile, im besonderen der Phos-
phatide, zuwenden. Die Phosphatide nehmen eine Sonderstellung unter den Fett-
stoffen ein, da sie bis zu 95% an endoplasmatisches Reticulum, Mitochondrien
und Kerne nicht nur gebunden, sondern an deren Strukturbildung wesentlich
beteiligt sind.

Hauser hat 1886 erstmalig die wihrend der Autolyse auftretende sogenannte Fett-
phanerose beschrieben. Kawamura konnte bereits 1911 mit Hilfe des Indikatorfarbstoffes
Neutralrot eine mit fortschreitender Autolyse zunehmende Rotfirbung der Fetttropfen fest-
stellen, die er auf die Freisetzung von Fettsiuren bezog. In neuerer Zeit hat FEYRTER unter
anderem bei der Autolyse der menschlichen Leber mit der von ihm eingefiithrten Weinsteinsiure
Thionin- EinschluBfirbung chromotrope Substanzen dargestellt. Da diese Substanzen auch
im lebenden Gewebe auftreten, lassen sie sich nicht sicher von der tropfigen myelinigen Ent-
mischung des Cytoplasmas bei der natiirlichen oder kiinstlichen Autolyse abgrenzen. Sina-
PIUS u. a. fanden bei der Autolyse von Siugetierlebern eine primér noch nicht nachweisbare
Basophilie der Fetttropfen. Durch geeignete Verfahren, unter anderem unter Verwendung
des basischen Anilinfarbstoffes Methylviolett bei konstanten pg-Werten zwischen 2,4 und 3,0
und Kontrollversuchen mit Fermentblockern konnten diese Untersucher die Freisetzung von
Fettsduren bei der autofermentativen Fettspaltung histochemisch verfolgen. Nach den
Untersuchungen von StNaprus kann kein Zweifel bestehen, daB es sich bei den histochemisch
darstellbaren lipoiden Zellverinderungen um sehr komplexe Vorginge handelt.

Wir wollen mit unseren Untersuchungen zeigen, dafl hierbei hydrolytischen
Prozessen mit dem Auftreten von Phosphatidspaltprodukten einschlieflich freien
Fettsiuren eine besondere Bedeutung zukommt. Die Kenntnis der von uns
erhobenen Befunde im Verlauf der Autolyse ist nicht nur morphologisch von
Interesse, sondern auch eine unbedingte Voraussetzung fiir die Deutung lipid-
chemischer Untersuchungen.
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Material und Methodik

Wir untersuchten Pankreas und Leber eines 5 Jahre alten gesunden Hundes, der in
Pentothal-Narkose durch Herzschnitt getétet worden war. Die Gewebsentnahmen erfolgten
unmittelbar nach der Totung, dann in Minuten und gréfler werdenden Abstinden bis zu
6 Tagen. Die Organteile wurden bei 20° C in einer feuchten Kammer aufbewahrt. Fir die
histologische Untersuchung wurde das Gewebe in der iiblichen Weise fixiert, in Paraffin
eingebettet oder gefriergeschnitten und nach verschiedenen Methoden gefirbt. Fiir die elek-
tronenmikroskopischen Zwecke wurden die Gewebsstiickchen in den gleichen Zeitabstinden
bis zu 24 Std entnommen, in gepufferter Osmiumséure fixiert, nach Entwisserung in Meth-
acrylat eingebettet, mit dem Porter-Blum-Mikrotom geschnitten und mit dem Siemens-
Elektronenmikroskop UM 100 bei einer Strahlspannung von 60 kV untersucht!.

Die lipidchemische Aufarbeitung erfolgte nach der Methode von Forcr, die Papier-
chromatographie der Lipidextrakte auf Kieselgelpapier nach THIELE und WoBER. Simtliche
Extrakte wurden im Lésungsmittelgemisch A, ein Teil im Gemisch B als mobiler Phase
chromatographiert. AuBerdem wurden bei mehreren Proben zweidimensionale Chromato-
gramme in den FlieBgemischen A und C angefertigt. Zur Identifizierung der aufgetrennten
Lipide dienten Rp-Wert, Vergleiche mit Testsubstanzen?, ferner sog. Zusatzversuche mit
diesen Substanzen sowie folgende Férbungen: Bromthymolblau (JarzrEwrrz) und Phosphor-
ammoniummolybdat (KaurManN) zur Darstellung sdmtlicher Lipide, Ninhydrinfirbung
zum Nachweis von Phosphatiden mit priméren Aminogruppen, Molybdatophosphorsidure fiir
den Cholin- und fuchsinschweflige Saure fiir den Plasmalogen-Nachweis (s. THTELE u.
WoBER).

Zur quantitativen Auswertung der papierchromatographisch auftretenden Flecke wurden
diese im AnschluBl an die unbestindige Bromthymolblaufirbung sofort mit dem Bleistift
markiert, nach dem Trocknen ausgeschnitten und durch dreimaliges Auskochen mit methano-
lischer Sdure extrahiert. In den zur Trockne eingedampften Extrakten wurde nach der Ver-
aschung mit konz. Schwefelsiure der Lipoid-Phosphor nach der Methode von Fiskr und
SusBAROW spektrophotometrisch bestimmt. Aus den P-Werten wurde nach Umrechnung
mit den iiblichen Faktoren fiir jeden Fleck der entsprechende Phosphatidwert ermittelt. Zur
quantitativen Bestimmung der Phosphatide in den verschiedenen Gesamtlipidextrakten
wurden aliquote Mengen abpipettiert, nach dem Verdampfen des Losungsmittels gewogen
und nach der angegebenen Methode der Phosphor bestimmt. Zur Errechnung der Gesamt-
phosphatide wurden die Phosphor-Werte mit dem Faktor 25 multipliziert.

Ergebnisse

Lichimikroskopisch sind erwartungsgeméfl in den entnommenen Organteilen
nach Minuten bis zu etwa 6 Std, abgesehen von einer graduell verschiedenen Auf-
quellung, keine wesentlichen Strukturabwandlungen festzustellen. Erst nach
6 Std kann man eine gewisse Verdichtung des normal gleichmiBig granuldren
Cytoplasma der Zellen von Pankreas und Leber, eine zunehmende Kernwand-
hyperchromasie und eine geringe Verkleinerung der Zellen mit gleichzeitiger
Erweiterung des extracelluliren Raumes beobachten. Gleichzeitig treten ver-
mehrt feine sudanophile Granula in den Sternzellen der Leber und in den basalen
gefifinahen Abschnitten der Pankreaszellen auf. Nach 24 Std sind Zunahme
der Sudanophilie, Homogenisierung des Cytoplasmas, Kernwandhyperchromasie

L Herrn Prof. Dr. J. H. HermckE, Direktor des Instituts fiir Mikromorphologie der
Max-Planck-Gesellschaft, und Herrn Prof. Dr. W. Scawarz, Direktor der Forschungsabteilung
fiir Elektronenmikroskopie der Freien Universitit, Berlin-Dahlem, danken wir fiir ihre Unter-
stiitzung.

2 Fir die Uberlassung von Testsubstanzen sind wir Frau Prof. Dr. H. DEBUCH vom
Physiologisch-Chemischen Institut der Universitéit K6ln, Herrn Prof. Dr. L. HOREAMMER,
Direktor des Instituts fiir Pharmazeutische Arzneimittellehre der Universitit Miinchen, sowie
der Firma A. Nattermann & Cie., Kéln-Braunsfeld, sehr zu Dank verpflichtet.
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und Unschirfe der Zellgrenzen verstirkt. Nach dem 3. Tag 16sen sich allméhlich
die Parenchymzellen auf, bis schlieflich nur noch das bindegewebige Geriist und
eine nicht oder kaum anfirbbare amorphe Masse mit einzelnen sudanophilen
Tropfen iibrigbleiben.

Elektronenmikroskopischer Befund. Das Cytoplasma der lebensfrischen normalen Pankreas-
und Leberzellen enthilt besonders in Kernndhe reichlich lings- und quergetroffenes, nicht

Abb. 1. Exokrine Pankreaszelle nach 90 min. Zisternenartig erweitertes endoplasmatisches Reticulnm
(ER) besonders in Capillarndhe (Cap.). Mitochondrien unverandert (M). Vergr. 20 000fach

erweitertes endoplasmatisches Reticulum (ER) mit sehr viel RNS-Granula. Dazwischen liegen
in den Pankreaszellen durchschnittlich 0,5 p groBe, von einer zarten Membran umschlossene
Cymogengranula mit einer homogenen dichten Matrix. Mitochondrien langgestreckt oder oval
und mit typischen Cristae. Perinuclefirer Raum nicht erweitert. Im. feingranuliren Karyo-
plasma, der Leber- und Pankreaszellen haufiger ein oder zwei Kernkorperchen in der Néhe
der Kernwand.

Nach 60 min sind in den isolierten Zellverbéinden die ersten Veranderungen
am ER nachweisbar. Das ER ist zisternenartig erweitert, stellt ein durch eine
einfache Membran begrenztes System von Hohlrdumen dar und zeigt eine deut-
liche Verminderung der RNS-Granula. Um die Cymogengranula der Pankreas
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zellen hat sich ein schmaler optisch leerer Spalt eingestellt, die Masse der Granula
scheint abgenommen zu haben. Kerne und Mitochondrien sind unverindert.

Nach 90 min haben sich die genannten Verdnderungen besonders in den
in Capillarnahe gelegenen Zellen verstirkt (Abb. 1). In den blasigen Riumen des
ER liegen feinstgranuldre wenig dichte Partikel, der Schwund von RN'S-Granula

Abb. 2. Exokrine Pankreaszelle nach 120 min. Beginnende Verdichtung der Kernwandzone (N).
Verkleinerung der Cymogengranula (C) bei erhaltener Grenzmembran. Vergr. 38 550fach

hat zugenommen. Der perinucledre Raum ist manchmal etwas erweitert. Kerne
und Mitochondrien immer noch unauffallig.

Nach 2 Std treten in den nicht auffillig erweiterten Membranen des ER
gelegentlich feinstnetzige elektronendichte Substanzen auf. Die Membranen
haben ihre tibliche scharfe Zeichnung stellenweise verloren und erscheinen ver-
waschen. Kinzelne Mitochondrien haben Kugelform angenommen, ihre Cristae
sind nur noch in den Randzonen erhalten, die Matrix ist im {ibrigen mehr oder
weniger homogen. In den Pankreaszellen haben sich die Riume um die Cymogen-
Granula vergroBert, die Granula selbst sind eindeutig verkleinert, ihre Membran
ist aber noch leidlich erhalten (Abb. 2).
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Nach 3 Std ist in einigen Zellen das ER noch auffallend gut erhalten, in anderen
jedoch schon aufgeldst und in Bruchstiicke zerfallen. Nunmehr sind auch die
Kerne verindert, ihr Plasma ist aufgelockert, offenbar entmischt, die Kernwand
verbreitert, ihr sind Teile des entmischten Karyoplasma angelagert, die Zell-
begrenzung hat ihre urspriingliche Form weitgehend behalten.

p 3' Py

Abb. 3. Leberzelle nach 180 min. Verdichtung der Kernwandzone (N). Vacuolen in der Matrix der
Mitochondrien (M). Vereinzelte erhaltene Membranen des ER. Aufhellung des Cytoplasma.
Unregelm#Big grofe vacuolire osmiophile Xoérperchen (oK), Vergr., 17850fach

Nach 6 Std liegen die Mitochondrien anscheinend ungeordnet im Cytoplasma,
zeigen eine vacuolige Umwandlung der feingranuliren Matrix, ihre Membran
und Reste der Cristae sind noch darstellbar. Es erscheinen nunmehr im Cyto-
plasma verschieden groBe, von einer einfachen Membran begrenzte Blischen, die
offensichtlich aus dem ER stammen, und ferner einige unterschiedlich grofe, z.T.
vacuolige und stirker osmiophil sich verhaltende Teilchen (Abb. 3). Besonders
bemerkenswert ist die Tatsache, daB nach 6 Std neben stérker desintegrierten
Zellen solche anzutreffen sind, die noch weitgehend von der Autolyse verschont
und fast normal zu sein scheinen.



Untersuchungen zur Autolyse von Leber und Pankreas 345

Nach 24 Std wird die Desorganisation der Zellen evident. Die Mitochondrien
sind stark vacuolisiert, ihre Lamellen verwaschen und zum Teil aufgelost. Die
Membranen des ER sind weitgehend fragmentiert und unscharf, regellos gelagert.
Daneben erscheinen im Cytoplasma reichlich granulire Gebilde verschiedener
Grofie und unregelméafig gestaltete bis 1 4 grofie osmiophile Partikel. Die Kern-
wand ist verbreitert und unregelmaflig verdichtet, das Karyoplasma aufgequollen,
fast gleichméBig homogen wund hell ),
ohne darstellbare Einzelbestandteile. %
Die Cymogen-Granula sind aus den g
Pankreaszellen vollstindig geschwun- N
den. Die Begrenzung von Leber- und MR‘

Pankreaszellen 146t sich bis 24 Std
deutlich nachweisen; die Zellmem- % T
branen haben ihre Kontinuitit be- \\

halten, zeigen aber eine allmihlich ° ! T
zunehmende Auflockerung und Un- . f :
scharfe. 0 7 2 3 4 5 Toge 6

Ghemischer Betund. Im Pankreas Abb. 4. Phosphatide in Prozent der Gesamtlipide

: shrend der Autolyse von Pankrea

findet sich, wie aus Abb. 4 hervorgeht, TR T nd Leber e
innerhalb der ersten 8 Std ein Phos-

phatidabfall von anfinglich rund 70% auf 40%. Im Laufe von 6 Tagen sinkt

der Phosphatidgehalt (bezogen auf Gesamtlipide) weiter ab bis auf 12%. In der
p g g p

Leber ist der Phosphatidabfall in den ersten 8 Std von 63% auf 54% nicht

P

so stark.

Tabelle. a) Zusammensetzung der Phosphatide in Prozent wihrend der Autolyse des Pankreas

e I I T T R P P e
Colamin-Kephalin . . . 14,8 13,1 14,5 | 14,7 | 16,4 | 16,3 | 16,5 7,2 4,2
Lecithinfraktion. . . . | 66,9 | 67,9 | 66,5 | 64,8 | 65,3 | 64,2 | 62,7 14,4 | 11,0
Sphingomyelin . . . . 7,0 7,0 6,9 9,2 7,1 7,0 7,9 | 24,0 | 32,8
Lysophosphatide .. 2,6 3,3 2,5 2,1 2,6 2,3 4,1 | 47,2 | 44,5
Monophosphoinositid . . 8,7 8,7 9,6 9,2 8,6 | 10,2 8.8 72 7,5

b) Zusammensetzung der Phosphatide in Prozent wdhrend der
Awutolyse der Leber

Frisch| 00 1 120 |1 7ag 6 Tage
Colamin-Kephalin . . . | 24,9 | 23,0 | 23,9 | 21,8 | 19,6
Lecithinfraktion. . . . | 58,8 | 60,0 | 59,5 | 57,4 | 52,4
Sphingomyelin . . . . 7,8 8,3 8,0 8,56 | 10,5
Lysophosphatide . 14| 24| 2,6 4,1 8,7
Monophosphoinositid . . 7,1 6,3 6,0 8,2 8,8

Abb. 5 gibt ein eindimensionales Papierchromatogramm der Gesamtlipide
des Pankreas und der Leber wieder und zeigt das Verhalten der Lipidfraktionen,
soweit diese durch Bromthylmolblau darstellbar sind. Aus der Tabelle a u. b ist
die prozentuale Verschiebung in der Phosphatidzusammensetzung ersichtlich. Die
Lecithin-Fraktion besteht zum iiberwiegenden Teil aus dem cholinpositiven
Lecithin, zum kleineren Teil aus einer ninhydrin- und Schiff-positiven Substanz.
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Bei dieser zweiten Komponente diirfte es sich um Colamin-Plasmalogen handeln
(s. spater). Die Lysophosphatide bilden im mit Bromthymolblau gefirbten
Chromatogramm einen einzigen gelben Fleck. Dieser setzt sich jedoch aus dem
cholinpositiven Lysolecithin und dem ninhydrinpositiven Lysokephalin zusammen.
Weiterhin findet sich bei Ry-Werten um 0,20—0,23 ein P-haltiger, ninhydrin-,
cholin- und Schiff-negativer Fleck, der sich wie Monophosphoinositid verhélt.
Es kann z.Z. noch nicht entschieden werden, ob dieser Fleck nicht auch Diphos-
phoinositide einschlieBt. Aus der Tabelle ersieht man ferner, dafl nach 24 Std im
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Abb. 5. Eindimensionales Papierchromatogramm der Gesamtlipide des Pankreas (I—9) und der
Leber (10—18) unmittelbar nach der Toétung (Auftragstelle I bzw. 10) und nach Autolyse (15, 30, 90,
120 min, 6, 24, 72 und 144 Std, Auftragstellen 2—9 bzw. 17—18). Testsubstanzen: Lecithin mit Spur
Lysolecithin (Lec.), Lysokephalin mit wenig Sphingomyelin (Lys.), Sphingomyelin (Sphk.). Kieselgel-
papier Schleicher & Schiill 289. Losungsmittelgemisceh A. 6%/, Std bei 0° C aufsteigend. Bromthymol-
blaufdrbung. Auftragsmenge jeweils mit gleichem Gehalt an Gesamtlipiden. Testsubstanz Lyso-
kephalin etwas weiter gewandert als die gleiche Substanz in den Lipidgemischen. Bei den aufgetrennten
Gesamtlipidextrakten handelt es sich bei dem unmittelbar vor dem Lecithin auftretenden Fleck um
Colamin-Kephalin. 8§ Start; # Front

Pankreas sehr stark und in der Leber weniger stark sowohl das Colamin-Kephalin
als auch die Lecithinfraktion abnehmen, wéhrend die Lysophosphatide zu-
nehmen. Die Zunahme des papierchromatographisch einheitlichen Sphingo-
myelin ist nur relativ. Sie wird dadurch vorgetduscht, dall mit der Abnahme von
Lecithin und Kephalin die Lysophosphatide nicht genau reziprok, sondern weniger
stark zunehmen, weil ein Teil der Lysophosphatide weiter zu nichtlipoiden
Produkten abgebaut wird.

Das Chromatogramm der Gesamtlipide nach der Ninhydrinfirbung gibt die
Abb. 6 wieder. Nach 6 Std (Auftragstelle 6 bzw. 15) sind noch keine lipoiden
Abbauprodukte nachweisbar. Nach 3 und 6 Tagen (Auftragstellen 8 und 9 bzw.
17 und 18) treten mehrere Flecke auf, die erwartungsgemal im Pankreas am inten-
sivsten sind. Abb. 7 zeigt dieselben ninhydrinpositiven Flecke, zweidimensional
getrennt nach 6tigiger Autolyse. Wihrend im frischen Pankreaslipidextrakst
stets nur 3 Flecke (Colamin-Kephalin, Colamin-Plasmalogen und ein Fleck an der
Auftragstelle) erscheinen, stellen sich nach 6tdgiger Autolyse neun klar voneinander
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getrennte Flecke dar, von denen
bisher als ninhydrin-positiver Fleck
nur ein einziger identifiziert wer-
den konnte, ndmlich Lysokephalin.
Auf die Wiedergabe des auf
Plasmalogen gefarbten eindimen-
sionalen Chromatogrammes soll
verzichtet werden. HEs findet sich
hierbei ein sehr intensiver Fleck
im Lecithinbereich, der nach ein-
tégiger Autolyse vollstindig ver-
schwindet. Da dieser auch mit
Ninhydrin eine positive Reaktion
gibt, besteht kaum ein Zweifel,
daBl es sich um Colamin-Plagma-
logen handelt. Lysophosphatide
und andere Phosphatidabbaupro-
dukte stellen sich bei der Plasma-
logenfarbung nicht dar.

Besprechung
Die Deutung der licht- und elek-
tronenmikroskopischen ~ Befunde
an autolysierenden Zellen ist
ohne biochemische Daten und
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Abb. 6. Eindimensionales Papierchromatogramm der

Gesamtlipide des Pankreas (links) und der Leber

(rechts). Ninhydrinfirbung. Verfahren und Numerie-

rung entsprechend Abb. 5. Testsubstanzen: Lyso-

kephalin (Lys.) und Colamin-Kephalin mit wenig
Lysokephalin (Keph.)

entsprechende Korrelierung mit der Morphologie unvollkommen und hypo-

thetisch.
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Abb. 7. Zweidimensionales Papierchromatogramm (FlieBgemische 4 und C) der Gesamtlipide des
Pankreas nach 6tigiger Autolyse. Ninhydrinfirbung. (Erlduterung s. Text)
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Nach unseren Befunden erleiden die isolierten Leber- und Pankreaszellen in
einer dem intermedidren Leben entsprechenden Phase Verdnderungen, die sich
zundchst an den Membranen des ER &uBern und in einer blasigen Auftreibung
sowie einem Verlust an RNS-Granula bestehen. Unter der Intermedifrphase
verstehen wir den zwischen Individualtod einerseits und dem tatséchlichen
Zelltod andererseits liegenden Zeitraum. In Parallele zur Intermedidrphase bei
der Leiche sprechen wir bezogen auf Zellen des lebenden Organismus von einer
perimortalen Phase, wie kiirzlich fiir die besonderen Gegebenheiten bei den
Zusténden von ,,Vita reducta* dargelegt wurde (MASSHOFF).

Das ER erweist sich damit als ein sehr empfindliches Strukturgebilde, was auch
fur die lebende Zelle von Bedeutung sein diirfte. Dies ist in der Tat der Fall und
auch nach eigenen bioptischen Untersuchungen an der Leber bei deren voller
Funktionstiichtigkeit erwiesen (REMMER und MERKER; MASSHOFF; MASSHOFF
und SToLPMANN. Nach diesen Befunden haben gewisse Strukturstérungen an den
Membranen des ER als reversibel zu gelten.

Die sich Schritt fiir Schritt danach einstellenden Verdnderungen an den
anderen Zellorganellen miinden schlieBlich in die vollige Auflosung der zelligen
Struktur ein, wie schon CAMERON gezeigt hat. Ein wichtiges Merkmal fiir die
Trreversibilitét der Strukturbeeintrichtigung scheint das Auftreten von bestimm-
ten osmiophilen Produkten zu sein.

Alg auffilliges und allgemein-pathologisch interessantes Phénomen verdient
der Befund Beachtung, daB sich die Autolyse an gleichartigen Zellen, in unserem
Falle exokrinen Pankreaszellen, nicht gleichméBig und gleichzeitig einstellt. Dies
kénnte in dem Sinne zu deuten sein, dall der jeweilige Zustand im Funktions-
cyclus der hochspezialisierten Zellen den Start der Autolyse beeinflult. Fir die
Katabiose von Zellen in vivo werden vergleichbare Voraussetzungen wohl auch
eine Rolle spielen.

Die Erweiterung des ER als initiale Strukturbeeinflussung diirfte auf eine
Verdnderung des intracelluldren osmotischen Druckes zuriickzufiibren sein. Die
Aufrechterhaltung dieses Druckes ist an Energie gebunden, die im wesentlichen
von O,-abhéingigen, an den Cristae intermitochondriales lokalisierten Ferment-
systemen aufgebracht wird. Aus der akuten Erndhrungsnot der Zelle resultiert
offenbar als erstes eine Storung im Wasserhaushalt, wie auch aus anderen
elektronenmikroskopischen Untersuchungen hervorgeht. Dabei kénnte es sich
einmal um eine Verschiebung von intracellulirem Wasser oder aber um eine Auf-
nahme von Wasser aus dem extracelluliren Raum handeln, im letztgenannten
Fall wiirde sich eine Vergréfierung der Zelle ergeben. Der Einstrom extracelluldrer
Fliissigkeit bei gestorter Permeabilitit der Zellmembran ist wahrscheinlicher, da
die Erweiterung des ER in der Zellperipherie und besonders in der Néhe von
Capillaren eintritt, auch wenn eine merkliche VergroBerung der Zelle nicht nach-
weisbar ist. Auf jeden Fall wird mit einer Anderung des Fliissigkeitsgehaltes der
Zellen eine Jonenverschiebung und damit auch eine Anderung des p# verbunden sein.

Der danach allméahlich in Gang kommende fermentative Abbau geht gewisser-
mafen gestuft vor sich; nach Beeintrichtigung des ER folgt etwa gleichzeitig
jene der mitochondrialen Cristae und des Kernes, die wie das ER zunéchst eben-
falls eine Storung der Wasserverteilung aufweisen. Mit der Stérung der Membran-
strukturen und ihrer Schritt fir Schritt erfolgenden Auflosung geht eine Art
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von Entmischung im Cytoplasma und im Kern mit dem Auftreten nicht definier-
barer Partikel einher. Nach der 6. Std schreitet die fermentative Desorganisation
der Zelle rasch fort, allerdings bleibt die Zellmembran verhiltnismaBig lange
erhalten. Ahnliche Befunde wurden von Davip und Caesar erhoben. Der
elektronenoptische Nachweis von osmiophilen Teilchen im Cytoplasma schon
nach 6 Std verdient im Hinblick auf den chemischen Befund Beachtung. Diese
osmiophilen Substanzen, offensichtlich hervorgegangen aus der Desintegration
der lipidhaltigen Membranen, sind sicher die Grundlage fiir die lichtmikroskopisch
erst spater nachweisbaren sudanophilen Bestandteile. Uber die Art und Weise
der fermentativen Zerstorung der Zellstrukturen 14Bt sich selbstverstindlich
elektronenmikroskopisch im einzelnen nichts aussagen.

Nach biochemischen Untersuchungen von Masxo steigen die extrahierbaren
Peptide, d.h. aus Proteinen stammende Bestandteile, bis zur 6. Std post mortem
an, um dann abzunehmen, was der Freigetzung von Strukturproteinen aus den
zerstérten Membranen entsprechen kénnte. In anndhernd entsprechender Weise
fallen auch die Phosphatide als strukturgebundene und strukturbildende Lipide
in den ersten 6—8 Std ab, wie wir durch quantitative Bestimmung des Lipoid-
Phosphors aus Extrakten der Gesamtlipide bewiesen haben. Auffallend ist aber
die zeitliche Diskrepanz zwischen dem starken Abfall der Phosphatide in den ersten
6—8 Std und dem papierchromatographisch nicht vor 12—24 Std zu fithrenden
Nachweis nennenswerter Mengen von Abbauprodukten der Phosphatide. Dieses
auffillige Verhalten konnte sich biochemisch so erkliren lassen, daB in den ersten
Stunden post mortem Phosphatidabbauprodukte, z.B. Lysophosphatide, einen
weiteren Abbau zu nichtlipoiden Stoffen erfahren und sich deshalb dem papier-
chromatographischen Nachweis entzichen. Nach 12-—24 Std sind die betreffenden
Enzyme offenbar erschopft. Es bleiben deshalb wahrscheinlich lipoide Abbau-
produkte liegen und werden nunmehr im Lipidchromatogramm nachweisbar.
Diese Deutung findet elektronenoptisch eine gewisse Stiitze; solange es namlich
noch Membranen des ER mit den entsprechenden an ihnen lokalisierten Ferment-
systemen gibt, geht der Phosphatidabbau weiter bis zu nichtlipoiden Stoffen.
Die Phosphatidabbauprodukte werden erst chemisch nachweisbar, wenn die
Membransysteme vor allem des ER zerstort sind, was nach 12 und mehr Stunden
der Fall ist.

Nach biochemischen Untersuchungen anderer Autoren bestehen 30% des
Trockengewichtes der Mikrosomen aus Phosphatiden, was etwa 65% der Gesamt-
phosphatide des Cytoplasma entspricht. Fiir den Anfall von Phosphatidabbau-
produkten nach den ersten 6 Std ist in Rechnung zu stellen, daB die Mitochon-
drienmembranen hauptsichlich aus Phosphatiden bestehen und diese erst um
diese Zeit der Zerstérung anheimfallen.

Die von uns biochemisch erwiesene Abhingigkeit der enzymatischen Aktivitit von der
Dauer der Autolyse ist mit enzymhistochemischen Befunden von GossNER gut in Einklang
zu bringen. Gdsswer fand erst 12 Std nach der Totung der Tiere eine einwandfreie Anderung
der Aktivitit und auch der Lokalisation von Phosphatasen und Esterasen und bringt dies mit

den zu diesem Zeitpunkt histologisch nachweisbaren Strukturzerstérungen in Zusammenhang.
Der Abbau der Neutralfette wurde von uns nicht niher untersucht.

Nach dem reichlichen Auftreten von Zwischenprodukten erscheint ein
komplexer Mechanismus der Phosphatidspaltung (vgl. Abb. 7) als ziemlich sicher.
Bei diesem Mechanismus diirfte die Phospholipase A (Lecithinase A), die fir die
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Abspaltung des ersten Fettsduremolekiils aus Esterphosphatiden verantwortlich
ist (s. bei PEzOLD), eine Rolle spielen. Dadurch entstehen aus Lecithinen und
Kephalinen Lysolecithin bzw. Lysokephalin. Die Phospholipase A kommt in
zahlreichen tierischen Geweben vor, ihre stérkere Anreicherung im Pankreas
des Menschen wurde kiirzlich von MAGEE nachgewiesen. Augenscheinlich ist
deswegen auch nach unseren Befunden der Phosphatidabbau im Pankreas viel
intensiver als in der Leber. Ein weiterer Punkt beim Phosphatidabbau betritft
die Abspaltung von Aldehyd aus Plasmalogen. Nach dem Ergebnis der Papier-
chromatographie gewinnt man den Eindruck, daf mehr Lysokephalin als Lyso-
lecithin entsteht (s. auch KLENK), obwohl urspriinglich das Organ wesentlich
mehr Lecithin als Kephalin enthélt und mehr Lecithin als Kephalin abgebaut
wird (vgl. Tabelle a). Danach kann nicht Lysokephalin ausschlieflich durch Wir-
kung der Phospholipage A auf Kephalin (besonders Colamin-Kephalin) entstanden
sein, vielmehr mul} eine weitere Quelle fiir die Entstehung von Lysokephalin
gefordert werden. THIELE hat in reaktionskinetischen Untersuchungen zur
Plasmalogenspaltung gezeigt, dall neben der enzymatischen sowohl eine spontane
als auch eine sdurekatalytische Abspaltung des Aldehyd aus Plasmalogen bei
pH 3,5 und weniger in Betracht zu ziehen ist. Bei der wihrend der Autolyse auf-
tretenden Acidose diirfte deshalb auch diese Form fiir die Umwandlung von
Plasmalogen in Lysophosphatide, insbesondere von dem am weitesten verbreiteten
Colamin-Plasmalogen in Lysokephalin verantwortlich sein. Nur durch die Be-
teiligung dieses Mechanismus wird die starke Zunahme von Lysokephalin nach
ein- und mehrtigiger Autolyse von Pankreas und Leber versténdlich.

Stabilere Lipide von der Art des Sphingomyelin oder der Inosit-Phosphatide
gcheinen vom Abbau wenigstens in den ersten 6 Tagen der Autolyse nicht in
nennenswertem Umfang betroffen zu sein. Auch das Cholesterin und seine Ester
verdndern sich nach eigenen orientierenden Untersuchungen am Pankreas ebenso
wie nach den Befunden von KLEXK an der Leber des Menschen nicht wesentlich.

Unsere auf das Verhalten der Lipide ausgerichteten Untersuchungen zeigen
erwartungsgeméf, dafl mit der aus zahlreichen morphologischen und chemischen
Analysen bekannten Desintegration des Eiweiles der Zelle wihrend der Autolyse
auch eine solche der Zellipide einhergeht, ergeben dartiber hinaus, dafl der Lipid-
abbau an die Auflosung bestimmter lamellirer Strukturen gebunden ist. An
diesen spielen sich offenbar die fiir das Leben von Zellen entscheidenden Vorgidnge
ab, was — auf die Verhaltnisse in vivo ibertragen — fiir die Frage der Reversibili-
tét oder Irreversibilitit katabiotischer Zellprozesse nicht ohne Bedeutung sein
diirfte.

Zusammenfassung

Autolysierende Zellen aus Pankreas und Leber vom Hund wurden licht-,
elektronenmikroskopisch und lipidchemisch untersucht, um die strukturelien
Storungen mit dem Verhalten der Zellipide zu korrelieren.

Submikroskopisch treten als erstes Anderungen in der Flissigkeitsverteilung
der Zelle auf, nach etwa 6 Std beginnt die am endoplasmatischen Reticulum ein-
setzende, dann langsam fortschreitende Desintegration der lamelldren Zell-
strukturen.

Mit der Beeintrichtigung der fermenttragenden Membransysteme kommt es
nach lipidchemischen Analysen zu einem Phosphatidsturz. Erst nach etwa 12 Std
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werden papierchromatographisch Phosphatidabbauprodukte nachweisbar und
zwar besonders reichlich Lysolecithin und Lysokephalin. Die zeitliche In-
kongruenz wird mit dem Abbau von Phosphatiden bis zu nichtlipoiden Produkten
durch bis dahin erhalten gebliebene fermenthaltige Zellorganellen erklart.

Die beim Abbau von Phosphatid und Neutralfett in groBeren Mengen frei-
gesetzten hoheren ungesittigten Fettsiuren sind fir die zunehmende Sudano-
philie wihrend der Autolyse mitverantwortlich. Osmiophile Substanzen als gestalt-
liches Substrat der Sudanophilie treten elektronenoptisch nach etwa 6 Std auf.

Autolysis of liver and pancreas. Morphology and Chemistry of Lipids

Summary

Autolyzing pancreatic and liver cells from a dog were examined by light- and
electron microscopy and tested for their lipid contents. The first changes observed
by electron microscopy concern the distribution of fluid within the cell. After
six hours a disintegration of the endoplasmic reticulum begins, which then slowly
spreads to involve the lamellar structures of the cell.

Analyses for lipid contents show a drop in phosphatides after the enzyme
bearing lamellar systems have become affected. After approximately 12 hours
products of the degradation of phosphatides can be demonstrated by paper
chromatography. Among these, lysolecithine and lysocephaline are especially
abundant. This time difference may be explained by the activity of preserved
enzyme bearing cell particles which promote the breakdown of phosphatides
into non-lipoid degradation products.

The increase in sudanophilia accompanying autolysis is due to the liberation
of long chain unsaturated fatty acids which result from the breakdown of phos-
phatides and neutral fat. Osmiophilic substances, representing morphologically
the sudanophilia, appear electron-microscopically after about six hours.
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