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Seit  langem is t  es bekannt ,  dab  Kupfe rab lage rungen  in der  Leber,  ghnlieh wie 
andere  Schwermetal lspeicherungen,  Sehgdigungen verursachen  k6nnen,  die u .U.  
zu Leberzel lnekrosen u n d  zum eir rhot ischen U m b a u  ffihren (HEI~K~L; LA~OE; 
SCI;IAFFN]~, STERNLIEB, BAI~KA and P o p P ~ ) .  T ro tzdem besi tzen wir  fiber 
die F o r m  der  Ablagerung  des Kupfe rs  im Cytoplasma,  fiber die En t s t ehung  
der  regressiven Ver~nderungen  in den re t icu loendothel ia len  E lemen ten  und  der  
Parenehymze l len  sowie fiber den Ablauf  der  Nekrobiose  in den speichernden 
Zellen nnr  bruchs t f iekhaf te  Kenntnisse .  Aueh der  Meehanismus der  Aufnahme  und  
Abgabe  der  Sehwermeta l le  du t ch  die Zellen is t  in vielen P u n k t e n  noch umst r i t t en .  

U m  zur  wei teren Klg rung  dieser Prob leme beizut ragen,  in j iz ier ten  wir  eine 
organische Kupfe rve rb indung  yon  re la t iv  geringer Toxieiti~t (Kupfe r -ADTE)  
in t ravenSs  bei  Kaninehen .  Dabe i  in teress ier te  uns  zungehs t  die Frage ,  in weleher 
Fo rm das  K u p f e r  in re t ieuloendothel ia le  E lemente  und  Parenehymze l len  gelangt ,  
und  an welehen Stel len es dor t  gebunden  wird.  Wei t e rh in  soll ten die Ver~nderun-  
gen u n d  gegebenenfal ls  Sehgdigungen un te r sueh t  werden,  welehe diese Zellen 
bzw. deren Organel len bei  der  Speieherung und  Vera rbe i tung  des Kupfe r s  erleiden. 
Sehlieglieh wol l ten wir  im Laufe  der  Sehwermeta l lab lagerung  das  Gesamtvo lumen  
der  speiehernden Granu la  u n d  der  Mitoehondr ien  im Verhi~ltnis zum Cytoplasma-  
vo lumen  verfolgen, weft sieh hierbei  u .U.  Rfieksehliisse auf  die Stoffweehselsi tua-  
t ion  der  Zellen ergeben k6nnten.  

Versuehsanordnung and Methoden 
Sechs Kaninchen yon 3 ~  kg Gewicht, welche die fiblichc Standardkost erhielten, injizier- 

ten wir ein- bis zweimal w6chentlich 2,5 mg/kg Kupfer-ADTE intravenSs in die Ohrvenc. Die 
Versuchsdauer betrug insgesamt 49 Wochen. Ffir die elektronenmikroskopische Untersuehung 
wurden yon ~llen Tieren nach 2, 8, 14, 20, 26, 34, 42, 52 und 69 Injektionen durch Laparotomie 

gewonnene L@berstfickchcn 15 Minuten in gepufferter 2 %iger Osmiums~ure fixiert und dann 
tells in Methacrylat, tells in Vestopal eingebettet. Die B16cke schnitten wit mit einem Porter- 
Blum-Ultramikrotom und untersuchten die Schnitte mit einem Siemens Elmiskop I. Von 
jedem Block wurden unkontrastierte und mit Bleihydroxyd (lVIethode nach KAR~OFSI(u nach- 
kontrastierte Schnitte untersucht und verglichen, um die Metallablagerungen yon den mit 
Blei ,,fi~rbbaren ~ organischen Strukturen unterscheiden zu k6nnen. Zur Bestimmung des Volu- 
menanteils der kupferspeichernden Granula am Gesamtvolumen benutztcn wir die yon HEn- 
~I~ und MEYER-A~E~DT sowie WnrBEn angegebenen morphomctrischen Mcthoden. 

Aui~erdem wurde yon allen Tieren Material zur lichtmikroskopischen Untersuchung in der 
fiblichen Weise naeh der Fixierung in Formalin in Paraffin eingebcttet. Die Darstellung des 
Kupfers erfolgte mit Benzylidcnrhodanin und mit Rubeanwasserstoffs~ure. Dabei erwies sich 
die l%ubeanwasserstoffs~uremethode wcgcn dcr schwarzen Farbe und der guten Lokalisation 
ihres ~eaktionsproduktes als empfindlicher und zuverl~ssiger als das Benzylidenrhodanin. - -  
~ h c r e  methodische Angaben linden sich bei GEDIGK und ToTovIC. 
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Untersuchungsergebnisse 
A. Lichtmikroskopische Be/unde 

Bereits nach 2 In]ektionen (1 Woche) zeigte sich eine leichte Vermehrung und Schwel- 
lung der Kupfferschen Sternzellen und einiger Leberzellen. Die Diss6schen R~ume erschienen 
verschmi~lert. - -  Mit der P~ubeanwassers~offmethode lieBen sich in Stemzel]en und Leberzellen 
sowie in Bindegewebszellen der Glissonschen Felder vereinzelte kupferhMtige Granula nach- 
weisen. 

Nach 8 Injektionen (6 Wochen) trat eine geringe Verbreiterung und Verl~ngerung der 
periport~len Felder zut~ge, die mit lymphocyt~ren und histiocyt~ren Infiltraten sowie mit 
einer beginnenden Vermehrung der kollagenen Fasern einherging. Die Begrenzung der Acinus- 
peripherie war stellenweise etwas unscharf. Die Vermehrung und Schwellung der Sternzellen 
hatte welter zugenommen. - -  Das Cytoplasma der etwas vergrSBerten Leberzellen war mit- 
unter leieht vacuotisiert und enthielt vereinzelte kleine Fetttr5pfchen. - -  Mit der Rube~n- 
wasserstoffmethode stellten sich in den acinusperipheren Leberzellen, in den Sternzellen sowie 
in einigen mesenchymalen Elementen der portMen Felder brgunliche bis grausehwarze, kupfer- 
hMtige Grannla und kleinere Schollen dar. Die Berliner-Blau-Reaktion zeigte hier gelegentlich 
geringe Eisenablagerungen. Im Bereich der Kupferablagerungen lieB sich eine Diastase-resi- 
stente PAS-t~eaktion erzielen. 

Nach 3# In]ektionen (25 Wochen) waren die Verbreiterung und Verl~ngerung der peripor- 
tMen Felder fortgeschritten, die inzwischen verh~ltnism~l]ig viele kollagene Fasern und auch 
vereinzelte PseudogMlengangswucherungen enthielten. An der Acinusperipherie fielen Ab- 
banvorg~nge auf. Die lymphocyt~iren und histioeytiiren Infiltrate, welche mitunter auch in 
der Umgebung der kleinen Galleng~nge recht dicht gelagert waren, hatten stellenweise auf die 
peripheren Acinusabschnitte fibergegriffen. - -  Bemerkenswert waren herdfSrmige Ansgmm- 
lungen yon Reticulumzellen in den Acini, die mitunter bis zur Bildung kleiner KnStchen ffihr- 
ten. In den vergrSBerten Sternzellen und vor allem in den Parenchymzellen bestanden eine 
hydropisehe Quellung und Vacuolisierung des Cytoplasmas. Aueh Einzelzell- nnd kleinere 
Gruppennekrobiosen waren naehweisbar. Die Zahl der kupferhaltigen Granula und Schollen 
war in den mesenchymalen Elementen und in den Parenehymzellen erheblich vermehrt, wobei 
ihre Gr61]e vonder  Lgppchenperipherie zum Zentrum etwas abnahm. - -  Die PAS-Reaktion 
fie] im Bereich der kupferhaltigen Schollen unver~ndert positiv aus. Auch schwache feinkSr- 
nige und diffuse Eisenablagerungen lieBen sich hier in geringem ~al3e demonstrieren. 

Nach 69 In]ektionen (49 Wochen) hatte die Verbreiterung und Verlgngerung der peripor- 
talen Felder erheblich zugenommen. Ihre lymphocyt~re und histiocytgre Infiltration war etwas 
zurfickgeg~ngen, die Faserbildung dagegen deutlich vermehrt. Auch Pseudogallengangs- 
wucherungen waren gelegentlich vorhanden. An der Aeinusperipherie waren an zahlreichen 
Stellen Abbauvorg~nge erkennbar. Hier bestanden ferner lymphocyt~re und histioeyt~re Infil- 
trate, denen gelegentlieh polymorphkernige Leukocyten beigemengt waren. Die regressiven 
Ver~nderungen, nnd zwar besonders die hydropische Schwellung, hatten an den sich vielfach 
ablSsenden Sternzellen, ebenso wie an den Leberzellen, zugenommen. Gelegentlich traf man 
in den Aeini auf kleinere nekrobiotische Parenchymherde sowie ~uf knS~chenfSrmige An- 
sammlungen yon Reticulumzellen. - -  Die kupferhaltigen Granula erstreckten sich fiber das 
ganze Acinusgebiet; in don peripheren Anteilen lagen sie jedoch am dichtester~. Besonders 
reiehliche nnd grol~e Ansammlungen kupferspeichernder KSrnchen fanden sich in Mesenchym- 
zellen am t~ande der periportMen Felder. Die PAS-Reaktion war innerhalb und in der Um- 
gebung der Kupferablagerungen nnver~ndert stark positiv. Nach wie vet lie~ sich hier 
gelegentlich eine leicht positive Berliner-Blau-Reaktion erzielen. 

Hervorzuheben ist dis Tatsache, dai3 die beschriebenen Retothelkn6tchen in den Acini sich 
an der Speicherung des Kupfers nicht beteiligten. 

B. Elektronenmikroskopische Be/unde 
Bei der e lekt ronenmikroskopischen Be t r ach tung  zeigten die re t iculoendothe-  

lialen E lemente  (yon Kupffersehe Sternzellen) und  die Parenchymzel len  entspre- 

chend ihrer  verschiedenen Funk t ion  aueh ein unterschiedliehes Verhal ten  bei der 

Aufnahme  und  Speieherung der Kupferpar t ike l ,  so dab die an ihnen ablaufenden 

Ver/ inderungen im folgenden jeweils ge t rennt  besehrieben werden. 
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I. A u f n a h m e  und  S p e i e h e r u n g  des K u p f e r s :  

1. Von KupJ/ersche Sternzellen. Sehon nach den er.sten beiden intravendsen 
Injektionen des organisch gebundenen Kupfers, also naeh einer Woche, fund sieh 
im retieu]oendothelialen System der Leber reiehlieh Kupfer. Die Sternzellen rea- 
gierten zun~ehst mit einer starken Cytoplasmaschwellung, wodureh die Sinusoide 
eingeengt und die Dissgschen g/~ume verkleinert wurden. 

Abb. 1. GcschwoIIene Sternzelle nach 8 Kupferinjektionen. GroBe Kupferschollen neben %ingranuliren Kupfer- 
ansammlungcn in einer grogen intracytoplasmatischen Vacuole (V; Phagosom). Dancben an zwei Stellen sehr 
dichte, offenbar nut aus Anteilen der injizierten Substanz bestehende, unregelmitgig begreilzte Schol]en (S) ohne 
deutliche ~{embran. Welter finder man Granula (gl), die ncben Kupfereinlagerungen an der Peripherie orga- 
nischc, offenbar v o n d e r  Zelle gebfldete Substanzcn enthalten (Phagolysosomen). Schliel~lich entNilt das Cyto- 
plasma yon einer l~Iembran begrenzte, feingranul~r strukturierte K6rpcr (/~), die nut gclegentlich kleine Ansamm- 
lungen yon Kupfer cnthalten und Lysosomen entsprechen dtirften. Augen an der Zellmembran rundliche, ca.0,1 
grofie Kupferansammlungen (-->). ihnliche Ansammlungen (/~) erkennt man auch im Cytoplasma, wo sic mitunter 

ringfSrmig erschcinen (R1). ~itochondrien (M) frei yon Kupfer. OsQ-fixiert, llicht naehkontrastiert. 
Vergr61~erung: 22 000fach 

Im Cytoplasma der Sternzellen zeigten sich nach den ersten Kupferinjektionen 
meist zahlreiche osmiolohfle Granula, die naeh Form und Struktur Lysosomen 
entspraehen und vielfach zun/~chst noch wenig Kupferteilchen einsch]ossen (Abb. 1 
u. 2). Daneben sah man besonders in diesen Anfangsstadien im Cytoplasma groBe 
Vacuo]en, die metalldiehte Schollen enthielten (Abb. 1). Bei diesen auf dem Blut- 
weg an die Sternzellen herangefiihrten metallhaltigen Substanzen handelte es sieh 
offenbar um grSBere Verklumpungen des injizierten Stoffes oder vielleicht um 
Coacervate des Kupfers mit Plasmaproteinen. Wie die elektronenoptisehen Be- 
funde zeigten, gelangten diese groben kupferhaltigen Seho]len durch Phagocytose 
in die Zellen, wo sic zun/~ehst in den besehriebenen groBen, offenbar dureh Mem- 
branvaeuolisation entstandenen Vaeuolen ]agen. Naeh der Aufl6sung der prim/~- 
ren Vaeuolen-Membran waren sie sparer als unregelm/~13ig begrenzte diehte Granula 
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Abb. 2. Cytoplasmaaussch~aitt zweier Sternzellen nach 14 Injektionen. Zahlreiche Lysosomen (L), von denen 
einige Kupfer enthalten (L~). Daneben unregelm/~gig begrenzte, zum grSBten Teil aus KaPferscholIen bestehende 

Granulg (Gx: Phagolysosomen). VergrSBerung :16 000fach 

im Cytoplasma erkennbar. Aus der Abb. 1 l~g~ sich welter ersehen, dag die ein- 
geschleusten Kupfersehollen sehr bald yon organischem, offenbar v o n d e r  Zelle 
gebildetem Material durehsetzt und sehlieglieh yon einer neuen einfaehen 
Membran begrenzt wurden. 

Unter  einer best immten GrSl~e (etwa 0,3 ~) vollzog sieh bei den S~ernzellen die 
Aufnahme des Kupfers nieht auf dem oben besehriebenen Weg dureh Phagocytose, 
sondern dureh Pinocytose. So sah man an der Zelloberflgehe stellenweise fund- 
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liche, metalldichte, kleine Bezirke, welche Anteilen der injizierten Subs~anz ent- 
spr~chen. Hier wies die Zelloberfl~che mitunter  kleine Buchten auf, yon deren 
Grund kleine Partikel in dus Cytopl~sma aufgenommen wurden. Die weitere Spei- 
cherung und Verarbeitung erfolgte auf zwei Wegen : Einerseits lagerten sich diese 
Kupferteilchen zu Gruppen zusammen und umgaben sich allmi~hlich mit  einer be- 
grenzenden Membran. Die so entst~ndenen Gr~nula unterschieden sich yon den 

Abb. 3. Sternzelle nach 67 Kupferinjektionen. Drei groBe, uniegr begrenzte Lysosomen rait herdfOrmig 
verdichteter ~atr ix  (Ma) und diffus eingelagerten ~etallparbikeln, welche grogenteils Ferritinstrukturen ent- 
sprechen. Das inkorporierte :Kupfer ist in den Lysosomen teilweise bereits abgebaut, w~hrend neue Kupferteilchen 

yon den in AuflOsung befindlichen Zellen nicht mehr aufgenommen werden. Nicht kontrastiert. 
VergrOl3erung: 55000lath 

Speichergranula, die sich aus den oben beschriebenen grol~en Kupferschollen bilde- 
ten, vor allem durch den inhomogenen, grob-granul~ren Bau (Abb. 1: u. 2). Neben 
dieser Kupferspeicherung in nicht prs Strukturen sah man andererseits 
auch eine Aufnahme der pinocytotisch eingeschleusten Partikel in pritformierte 
Lysosomen (Abb. 2). In  ihrem Inneren bildete sich im Laufe der folgenden Zeit 
eine allms an Kontras t  zunehmende Grundsubstanz. In  seltenen F/~llen ord- 
neten sich die kupferhaltigen Teilchen in diesen speichernden Granula zu kristall- 
artigen Einschl/issen mit  einem Abstand yon etwa 40 .~ an, die meist yon einer ein- 
fachen Membran begrenzt waren. - -  In  diesen ersten Versuchsstadien blieben die 
Parenchymzellen zun/ichst noch weitgehend frei yon kupferspeichernden Granula. 

Die verschiedenen kupferhaltigen Granula erfuhren im Laufe der weiteren 
Speicherung (nach etwa 21 Wochen) eine Umwandlung, die sich besonders bei 
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einem Vergleieh nur kurz in OsO 4 fixierter, nich~ nachkontrastierter mit den lange 
fixierten, bleikontrastierten Prgparaten darstellen lieB. Wghrend im ersten Fall 
nur die MetMlteilehen hervortraten und die/ibrigen Strukturen der Zellen schwaeh 
angedeutet waren, ,,fgrbte" sich bei der Bleikontrastierung in zunehmendem MaBe 
das die Kupferpartikel einhfillende organisehe Material, so dM3 die Granula dann 
homogen sehwarz ersehienen. 

Abb. 4. Anteile des sog. Diss6schen R a u m e s  mi t  5iikrovill i  der Parenchymzel len.  I n  den Ausbuch tungen  des Diss6- 
sehen l l aumes  kleinste Kupferpar t ike l  yon  e twa  100 ~ Durehmesser  (-+). Auch  intraeelluI~tr s ieht  m a n  an  meitre- 
ren Stellen einzelne Par t ike l  (P) ,  die migunter  zu kleinen Gruppen in Vaeuolen (V) eingesetllossen sind. An einer 
Stelle liegen drei offenbar  gerade  in das  Cytoplasma eingeschleuste Par t ike l  unmi~telbar  an  der Ze l lmembran  (-->--~). 

Bleikontras t ierung.  Verg r6ge rung  85000fach 

In spgteren Versuchsstadien (nach 40 Wochen bzw. 52 In]ektionen) hatten 
sich beide Typen der Speiehergranula zu gr6Beren, unregelm~Big gestalteten 
Scho]len zusammengeffigt und lagen in einem stark geschwollenen Cytoplasma. 
Diese grol~en Schollen enthielten elektronenoptisch relativ wenig Kupfer. Dabei 
lieBen die Sternzellen mitunter deutlich Aufl6sungserseheinungen erkennen, die 
auf den bevorstehenden Untergang der Zellen hinwiesen. Bei nur kurz in OsQ 
fixierten und nicht naehkontrastierten Sehnitten trat  noch deutlicher hervor, dab 
die durch Zusammenlagerung entstandenen grogen Sehollen kaum noch die harten 
MetMlkontraste gespeicherter Kupferteilchen, sondern groge Bezirke einer mit 
Osmium oder anderen Schwermetallen stark ,,fgrbbaren" organischen Grundsub- 
stanz enthielten (Abb. 3), welche dann meistens nicht mehr yon einer scharf 
konturierten Membran begrenzt wurde. In diesem Endstadium war eine Unter- 
seheidung der auf verschiedenen Wegen entstandenen Granula nieht mehr 
mSglieh. 
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2. Parenchymzellen. In den Leberzellen traten die Kupferablagerungen im 
allgemeinen etwas spgter zutage als in den Sternzellen. AuBerdem erfolgte die Auf- 
nahme der Kupferteilehen in den Parenchymzellen offenbar nut  dann, wenn diese 
in feinverteilter Form in den Diss6sehen R/~umen vor]agen (Abb. 4). Gr6bere Par- 
tikel gelangten im allgemeinen nieht in die Zelle. Zweifellos iiberwog hier als Ein- 

Abb. 5. Gro2e Kupferansammlungen, die yon einer Membran umschlossen werden, in einer Leberparenchym- 
zelle. Das Kupfer llegt hier in homogenen oder granul~r aufgebauten Schollen vor, Ergastoplasmar~ume (E) leicht 

cystisch erweiterk Vergr6Berung: 55000fach 

schleusungsmechanismus die Pinocytose. Vom Grunde tiefer Einbuchtungen der 
Zellmembran wurden die Kupferpartikel tefls einzeln, tells auch in kleinen Grup- 
pen aufgenommen (Abb. 4). W/~hrend um die einzeln im Cytoplasma ]iegenden 
Partikel manchmal keine Membran erkennbar war, waren die in Gruppen ~ufge- 
nommenen stets yon einer AuBenmembran umschlossen. Diese Membran war often- 
bar ein Rest der bei der Kupfereinsehleusung in das Cytoplasm~ gelangten Zell- 
membran (Membranvesikulation). 
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Abb. 6. Cytoplasmaanteile yon zwei Leberzellen 1nit Ga]lekapilIare (G) und kupferhaltigen Speichergranula (Lyso- 
somen), die dutch eine Bleikontrastierung im Gegensatz zu einem ,,Microbody" (M1) sehr kontrastreich und fast 

homogen erscheinen. :Bleikontrastierung. VergrSl~erung: 28000fach 

Wie in den Sternzellen waren auch hier zwei Wege der Speicherung mSglich. 
Einmal konnten die Kupferpart ikel  sich zu gro[3en Konglomeraten znsammen- 
lagern, die sparer yon einer Membran umgeben wurden (Abb. 5). Zum anderen 
fanden wir h~ufig einen Einbau der Kupferpart ikel  in pr~formierte Lysosomen. 
I m  Gegensatz zu den Sternzellen wurde hier der erste der beiden genannten Wege 
nur selten beschritten. Wahrscheinlich h i n g e s  v o n d e r  Menge des anflutenden 
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Abb. 7a--e.  a Tell einer Parenehymzelle mit einem ~,lteren SpeiehergranuIum (Lysosom), in dessen stark blei- 
bindender, homogen sehwarz erscheinender Matrix die gespeieherten Kupferpartikel verschwinden. Das daneben 
liegende Mitoehondrium (M) ist frei yon Kupfer. Das Glykogen (G) stellt sich gut dar. Bleikontrastierung. Ver- 
gr613erung: 40000fach. b Unkontrastiertes Speichergranulum (Lysosom) einer Parenchymzelle. An der Peripherie 
der in kleinen Kugeln angeordneten ~at r ix  erke~nt man abgelagerte Kupferteilehen. u 61000faeh. 
c Ein der Abb. 7b entspreehendes Speichergranuhlm, mit t~lei naehkontrastiert. Die in kleinen :Kugeln angeord- 
nete Matrix besitzt eine starke Bleibindung. In der stark ko~trastierten Natrix erkennt marl bin und wieder 
:Kupferpartikel. Vergr6gerung: 53 000fach. d $unges Speichergranulum (Lysosom) mit diffuser Einlagerung yon 
Kupferpartikeln in einer relativ dichten 3[atrix. Normale OsO~-Fixierung ohne Nachkontrastierung. Vergr6ge- 
rung: 68000faeh. e ~lteres Speichergranulum (Lysosom) mit herdfSrmigen Kupferablagerungen. Kurze Os04- 

Fixierung ohne Naehkontrastierung. Vergr613erung: 68000fach 

Kupfers ab, ob zun/~ehst die eine oder die andere Form der Speieherung bevorzugt 
wurde. Meist wurden die mit Kupfer reiehlieh beladenen Granula in die Nghe der 
Gallenkapillaren verlagert (Abb, 6), ~hnlieh wie man es vom H/~mosiderin kennt. 
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Dureh ihren metallharten Kontras t  untersehieden sieh die Granula deutlieh von 
den peribili/tren K6rpern der normalen Leberzellen. Die Speichergranula, die auf 
diese Weise teils aus einer Zusammenlagerung yon Kupferpart ikeln und teils 
dureh Einlagerung yon Kupferpartikeln in praeexistente Lysosomen entstanden 
waren, entwiekelten in den spateren Stadien im Laufe ihrer Alterung eine Grund- 
substanz (Matrix), die sieh bei unkontrastierten Sehnitten dutch einen relativ 
hohen Eigenkontrast  und bei kontrastierten Sehnitten dutch eine anffallend starke 
Bleibindung anszeiehnete. Mit der Zunahme der Diehte ging bei unseren parallel 
durehgefiihrten histoehemisehen Untersuehungen eine starker werdende PAS- 
l~eaktion einher. 

Ferner zeigte es sieh, dab gleiehzeitig mit  der diffusen Zunahme der elektronen- 
optiseh diehten Grundsubstanz die kontrastreiehen Kupferpart ikel  Mlmahlieh 
versehwanden. Dieser Umbau der Granula lieg sieh in naehkontrastierten Sehnit- 
ten nieht verfolgen, da die Kupferanteile in der stark mit  Blei behandelten Ma- 
trix versehwanden, wie es z. B. die Abb. 6 und 7 a demonstrieren. 

Zur Darstellung der Umbauvorgange mugten wit daher Material verwenden, 
das nut  wenige Minuten in Os04 fixiert und nieht naehkontrastiert  worden war. Die 
kurze Osmiumfixierung reiehte fiir einen sehattenhaft  angedeuteten Kontras t  
der Mitoehondrien und des Ergastoplasmas aus. Auf diese Weise traten die Kupfer- 
ablagernngen in den Speiehergranula (Lysosomen) deutlieh hervor. 

In  den Speiehergranula kamen versehiedene Verteilungsmuster des Kupfers 
vor, wie sie in Abb. 7 b - - e  wiedergegeben werden. Hier bat ten sieh die Kupfer- 
partikel an der Peripherie einer in Form zahlreieher Kugeln angeordneten Matrix 
niedergesehlagen (Abb. 7 b). Kontrastierte man derartige Speiehergranula mit  Blei, 
so entstanden Bilder, die der Abb. 7 e entspreehen. Mitunter wies das Kupfer  
unregelmal?ige, herdf6rmige Anordnungen auf, wobei die Herdbildungen meist 
peripher lagen (Abb. 7e). Derartige Bilder kennzeiehneten jedoeh vor allem die 
alteren Speieherstadien. Das Zentrum einiger Granula wurde yon einer leieht 
verwaschen erseheinenden Matrix gebildet (Abb. 8a). Die Knpferpartikel  
ordneten sieh dabei an der Peripherie b/isehelartig, beinahe kristallin an. 

Nach 42 lnjettionen (31 Wochen) fand man in den speiehernden Granula wei- 
tere Veranderungen: Bei den nieht kontrastierten Sehnitten lagen die weniger 
diehten Grundsubstanzen nieht mehr in Form kleiner Sehollen, sondern in gr6ge- 
ren, zusammenflieBenden Bezirken vor, die yon Lamellensystemen umsehlossen 
wurden und diehte Kupferansammlungen enthielten (Abb. 8b). Bei den konzen- 
trisehen Lamellen handelte es sieh anseheinend um Lipidanteile der Grundsub- 
stanz, wobei sieh die Lipid- bzw. Proteidmolek/ile sehiehtweise und kettenf6rmig 
angeordnet hatten. Stellenweise war die Grundsubstanz mit rein verteiltem Kupfer  
imbibiert. 

Nach 52--69 Injelctionen (40--~9 Wochen), wenn bereits sehwere regressive 
Veranderungen an den Organellen bestanden, bat ten sieh in der Regel mehrere 
speiehernde Granula zu grol3en Konglomeraten mit  einem grobseholligen Aufbau 
vereinigt (Abb. 8 e). Bei einem Vergleieh kontrastierter und nieht kontrastierter 
Speiehergranula zeigte es sieh, dab die Granula eine relativ helle Matrix besaBen, 
wahrend sieh in den diehteren Sehollen keine metall-harten Kupferteilehen mehr 
nachweisen liegen. Dagegen fielen zahlreiehe Ferritineinheiten auf. 
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Abb. 8a - -c .  a _~lteres Speichergranulum (Lysosom) mit  homogener, zentraler Matrix, deren Dichte evth auf einer 
molekularen VerteiluI~.g des Xupfers beruhen kSnnte. An der Peri!0herie feingranulare Kupferablagerungen mit  
kristaii~hnlichem Bau (-~). Kurze OsO ~-Fixierung ohne l~achkontras$ierung. YergrOl~erung: 70000fach. b Xlteres 
Speichergranulum (Lysosom) mi$ homogener, relativ dichter i~atrix ira Zentrura und  teils feingranul~ren, tells 
wolkigen homogenen Xupferablagerungen, die manchmal  fliel3end in die umgebende Matrix iibergehen (---~). 

(Fortsetzung der Legende s. Seite 217) 
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II. C y t o p l a s m a v e r / i n d e r u n g e n  d u t c h  die  K u p f e r s p e i c h e r u n g  

Die kup~erspeichernden Zellen der Leber erlitten unter dem Einfluf3 des in 
re]ativ grol3en Mengen anflutenden Kupfers deutliche regressive Vers 

1. Sternzellen. Bei den Sternzellen stand - -  wie welter oben besehrieben - -  vor 
allem eine Cytoplasmaschwellung hn Vordergrund, der spi~ter der Untergang der 
Zellen und ihre Abl5sung yon der Wand der Sinusoide folgte. Dabei wurde das 
Bild vonder  hydropisehen Schwellung des Cytoplasmas, der Sehwellung der Mito- 
ehondrien sowie einer Verminderung bzw. einem Verlust des Ergastoplasmas be- 
herrseht. Aueh der Zellkern ging nach einer hydropisehen Sehwellung zugrunde. 

Abb. 9. Leberparenchynlzeile.  Begiunende AuflOsung der Glykogeneinhei ten (-->). Ribonucleoproteid-Granula  
s t a rk  verul indert .  Zunahme  des g la t ten  endoplasmat ischen :Reticulums (Eg). Bleikontras t ierung.  

VergrO~erung:  48000faeh 

2. Parenchymzellen. Durch den grSlteren Strukturreichtum war die Skala der 
Veri~nderungen bei den Parenchymzellen wesentlich grSl~er. Wenige Woehen nach 
Versuehsbeginn fanden wir eine deutliehe Vermehrung der Mitochondrien,~ deren 
Gesamtvolumen yon 5,5 % auf einen Anteil yon ca. 15 % am Cytop]asmavolumen 
anstieg, wie unsere morphometrisehen Messungen zeigten. Gleichzeitig traten ver- 
mehrt Lysosomen auf. Naeh 10 Woehen (14 Injektionen) ]ieten die Parenehym- 
zellen eine geringe Auflockerung ihres Cytoplasmas mit leiehter Verminderung des 
Ergastoplasmas bei gleiehzeitiger Vermehrung glatter endoplasmatischer Mem- 
branstrukture~l erkennen (Abb, 9). Ab und an fand man Riesenmitoehondrien mit 
zahlreiehen unregelm~$ig verlaufenden Cristae. Das Glykogen, das sieh mit tier 
Bleikonstrastierung sehr gut darstellte, nahm ebenfa]ls ab. 

Stcllenweise ordnen sieh die Lipide und  Protc ide  der lVfatrix zu parallel ver laufenden Kc t t en  an  (K). Xurze  OsOa- 
F ix ie rung  ohne Nachkons t ras t i e rung .  VergrSBerung:  70000fach. e Speichergranutum (Lysosom) einer in  AuflS- 
sung  befindlichen Parenchymzel le  naeh  40 Versuchswochen.  I n  deln Speichergranulum c rkenn t  m a n  mehrere  
kleinere Schollen, welche die meta l lha r ten  Kon t r a s t e  des X:upfers vermissen  lassen. Bei den in der henen .~'~atrix 
ver te i l ten  feinen Granula  handel t  es sich gr6B~enteils ura  Ferr i t ineinhei ten.  Kurze  Os0a-Fix ie rung  ohne Nach-  

kont ras t ie rung.  VergrOfierung: 72000faeh 

Virchows Arch.  path .  Anat . ,  Bd.  340 158~ 
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Abb. 10. Leberzelle nach 52 Kupferinjektionen. Weitgehender Schwund des Glykogens. Vakuolige Umwandlung 
und Verminderung des F~rgastoplasmas bei gleiehzeitiger starker Vermehrung des glatten endoplasmatisehen 

l%etieulums (Eg). Kupferhaltiges Lysosom (L). Zellkern (K). Bleikoni~rastierung. VergrS~erung: 20000fach 

l~ach 42 Kupferinjektionen (31 Woehen) zeiehneten sieh weitere regressive 
Veri~nderungen ab, die nach 52 Injektionen (40 Woehen) noch starker ausgepr~igt 
waren. Im Vordergrund stand dabei eine hydropisehe Schwellung der Zellen, und 
zwar des Kernes und des Cytoplasmas. Im Cytoplasma war die Sehwellung an drei 
Stellen besonders ausgeprs : u m  den Kern a]s sog. ,,perinuelei~res 0dem",  um die 
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Galleneapillaren als sog. ,,peribilii~res 0dem"  und als ,,intraeytoplasmatisches 
0dem"  entlang der Sinusoide. Die , ,0demzonen" fielen dutch ihren elektronen- 
optiseh geringen Kontrast  und dutch den Mangel an Cytoplasmaorganellen auf. 
Um die Galleneapillaren untersehied sieh die Odemzone deutlieh yon dem iibliehen, 
sehmalen, an Organellen armen ,,peribili~ren" Streifen, der normalerweise einer 
Verdiehtungszone des Grundplasmas entspraeh. Das intraeytoplasmatisehe 
,,Odem" entlang der Sinusoide k6nnte auf den ersten Bliek vielleieht liehtmikro- 
skopiseh zur Annahme eines erweiterten Diss6sehen I~aumes Itihren, der hier je- 
doeh in Wirkliehkeit eingeengt war. 

Das Ergastoplasma war stellenweise vakuolig umgewandelt. Die Mitoehondrien 
ersehienen bei gleiehzeitigem weitgehenden Sehwund der Cristae vermindert. 
Bei East v611igem Verlust der Ribosomen und des rauhen endoplasmatisehen Reti- 
eulums war das glatte endoplasmatisehe Retieulum stark vermehrt (Abb. 10), ~hn- 
lieh wie R ~ M ~ R  und MERKER es naeh Gaben einiger Pharmaka, wit z.B. Tolbut- 
amid und Barbitursgurederivaten, fanden. Sehlie61ieh liegen die Leberzellen oft 
eine Dissoziation mit  Sprengung der Sehlugleisten und Erweiterung der Gallen- 
eapillaren erkennen. 

Diskussion 

A. Au/nahme und Schidcsal des Kup/ers in den Zellen 

In der Abb. 11 haben wir die M6glichkeit der Kupferaufnahme in die Zelle und 
die an den Speichergranula ablaufenden Ver/~nderungen schematisch dargestellt. 
Nach unseren Befunden hing die Art der Aufnahme yon der TeilchengrSl~e der an- 
flutenden Substanz ab. Im Blutstrom, d.h. in den Capillaren, lag die injizierte 
Substanz in gr56eren Coaeervaten (Ia), in grob disperser Form (IIa) oder in mole- 
kularer Form (IIIa) vor. 

Der mit ,,I" bezeichnete Weg, n/~mlich die Phagocytose yon grSBeren Kupfer- 
coacervaten, kam bei unseren Experimenten vor Mlem bei den Sternzellen vor. Er 
entsprach/~hnlichen fr/iheren Beobachtungen bei anderen Organen, wie z.B. bei 
der Fremdstoffaufnahme in Alveolarzellen (Sc]~uLz; GI]~SEKING ; KAn~E~, u. a.) 
oder bei der Verarbeitung yon Eisenhydroxyd in Makrophagen (W]~ssET, u. Gn- 
Dm~:). Bei der Phagocytose gelangten die grSBeren Kupferpartikel durch Mem- 
branvakuolisation (I) in die Zelle und lagen zungehst in groBen Vacuolen. In An- 
lehnung an die Terminologie yon STRAYS m6chten wir diese Cytoplasmavacuolen 
mit noeh unver/~nderten Fremdstoffen als ,,Phagosomen" bezeichnen (I e). Im 
weiteren Verlauf wurden meist die in Phagosomen enthaltenen groBen Schollen 
von einer Membran umgeben. Die Schollen selbst wurden in kleinere Einheiten 
zerteilt und bildeten kleinere selbst~ndige Granula, deren Grundsubstanz langsam 
an elektronenmikroskopischem Eigenkontrast, aber auch an Bindungsf/ihigkeit 
der Schwermetalle bei der Nachkontrastieruug elektronenmikroskopischer Schnitte 
zunahm. Die Speichergranula dieses Stadiums (Id) m6ehten wir in Anlehnung an 
STRAYS als ,,Phagolysosomen" bezeichnen, da sie einerseits noch unver~nderte 
Kupferteilchen, andererseits aber bereits eine yon der Zelle gebildete Grundsub- 
stanz enthalten. 

Bei vollst/indiger Umwandlung oder weitgehendem Abbau des urspr/inglieh 
eingesehleusten Kupfers war dann die Umbildung der Speichergranula zu Lyso- 
somen vollzogen (Ie). Diese enthielten mitunter noeh geste  yon Kupfer in Form 

15" 
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kleiner B/ischel und k6nnen sich zu der mit ,,If" bezeichneten Form wetter ent- 
wickeln. Die unregelm/i6ige Begrenzung dieser Lysosomen lie6 racist erkennen, 
dag sic aus Phagosomen durch Umwandlung und Verarbeitung der Fremd- 
substanz en~standen waren. 

Bet den Parenchymzellen der Leber iiberwog dagegen der mit , ,II" bezeichnete 
Weg der Stoffaufnahme, die Pinocytose. Hier gelangten etwa 200--300 ~ grol3e 
Kupferanteile durch Membranvesikulation in das Cytoplasma. Die Tatsache, da6 

Capillare Cytoplasma 

. . . .  b 7  
- - ,  :::'.:,!::.. / 

Abb. 11. Schema der Einschleusung und Speicherung yon Kupfer in Stern- und Parenehymzellen der Leber. Die 
Art  tier Aufnahme h~ngt offenbar yon der TeilchengrSl3e des anflutenden Kupfers ab. Auf der linken Seite sind die 
im strSmenden Blut (Capillaren) auftretenden GrSl~enordnungen des injizierten Kupfers dargestellt: I a  gro6e Co- 
acervate; I I a  grob-disperse Form; I I I a  molekulare Verteilung. Der mit  I bezeichnete Weg betrifft nur die Stern- 
zellen: Durch Phagoeytose der Kupfereoacervate bilden sich Speiehervaeuolen Ic  (Fhagosom). Daraus entstehen 
nach AuflOsung der Vacuolenmembran Phagolysosomen Id,  welche neben noeh nicht abgebautcm Kupfer bereits 
organisehe, Yon der Zelle gebiIdete Substanzen enthalten. Naeh weitgehendem Vmbau des Kupfers bilden sich 

Lysosomen Ie,  die sieh wieder zu grOBeren :Einheiten I f  zusammenlagern kSnnen. 
Der zweite Weg (II)  trifft ffir Stern- und Farenchymzellen zu: Die grob-dispersen Kupferteilchen 1In  gelangen 

racist dutch ?r ins Cytoplasma und lagern sich entweder zu grOBeren Gruppen zusammen (II,1), 
die sparer yon einer Nembran umsehlossen werden und iiber Phagolysosomen zu Lysosomen werden. Die grob- 
dispersen Kupferteilehen k6nnen aber auch direkt in bereits bestehende Lysosomen (II,2c) ohne Zwischenschal- 
tung yon :Phagolysosomen eingelagert und abgebaut werden. Gelegentlich fliel3en mehrere Lysosomen (II,2e) zu 
gr6geren Schollen (I f) zusammen. Der Weg I I ,  I wird yon den Sternzellen h~ufig, yon den Farenchymzellen aber 

nut selten beschritten. Bet den Parenchymzellen fiberwiegt der Weg 1I, 2. 
Die Einschleusung molekular verteilten Kupfers ( I l l )  ist hypothetisch und l~13t sich e]cktronemnikro- 

skopiseh nicht nachweisen. Wir haben deshalb diese MOglichkeit mit  einem Fragezeichen versehen 

die Leberzellen im allgemeinen nur kleinste Partikel aufnahmen, mag seinen Grund 
darin haben, da6 in die Diss6schen R~ume, aus denen die Zellen Fremdstoffe auf- 
nahmen, in der Regel nur kleine Partikel gelangten. Nach unseren Erfahrungen 
k6nnen sieh die eingesehleusten Teilchen im Cytoplasma zu gr6Beren Bezirken zu- 
sammenlagern (II, 1 c), um dann nach Abgrenzung dureh eine Membran und Ein- 
lagerung ether Grundsubstanz in ein Phagolysosom umgewandelt zu werden (1 d) 
und sp/~ter in ein Lysosom iiberzugehen (1 e). 

Auf dem h/~ufiger besehrittenen Weg (II, 2) erfolgte die Einlagerung der einge- 
sehleus~en Teilchen in bereits in der Zelle vorhandenen Lysosomen, d.h. im Gegen- 
sa~z zu ,,I" und ,,II, 1", in prs Strukturen. In den Lysosomen lagerten 
sieh die Kupferteilehen oft zu untersehiedlich grogen Klumpen zusammen (2 d), 
die dann allm~hlieh, unter Zunahme der elektronenoptischen Diehte der Grund- 
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substanz, abgebaut werden. Diescr Weg (II, 2) unterseheidet sieh yon ,,II,  1" 
dureh den Fortfall des Stadiums der Phagolysosomen und yon , , I "  zus/~tzlieh 
noch durch das Fehlen des , , P h a g o s o m " - S t a d i u m s .  - -  Mitunter lagerten sich die 
kupferspeiehernden Lysosomen, und zwar sowohl die prims vorhandenen (II, 2) 
als aueh die sekund~r gebideten (II, 1), bei I/~ngerer Versuehsdauer und bei dem 
Auftreten regressiver Cytoplasmaver/~ndemngen sehliel31ich zu gr613eren Kon- 
glomeraten zusammen, die weitgehend den in den Endstadien der Phagoeytose 
beobaehteten grogen Speiehergranula (I, f) entspraehen. 

Als drifter Weg der Inkorporat ion w~re die im Schema mit  , , I I I "  bezeichnete 
Di / /u s ion  yon fein verteiltem, etwa in molekularer Form vorliegendem Kupfer  
dureh die Zellmembran mSglieh, wie es yon GIESEKI~G f/Jr Alveolarmakrophagen 
angenommen warde. Dabei warden die Teilehen wahrseheinlich in Lysosomen ein- 
gelagert. Wghrend die im Schema der Abb. 1 unter , ,I" und , , I I"  aufgezeiehneten 
Wege der Phagoeytose und Membranvesikulation elektronenoptiseh darstellbar 
sind, bleibt die Inkorporat ion dureh Diffusion z.Z. noeh hypothetisch. 

Die Einlagerung des Kupfers in pr/~formierte Strukturen (Lysosomen) vollzog 
sich also vor allem in Parenehymzellen; doeh konnten wit den gleiehen Vorgang 
aueh in den Sternzellen beobaehten, bei denen an sieh die gesehilderte Ablagerung 
des Kupfers in nicht pr/iformierten Strukturen fiberwog. 

Eine Speieherung yon Kupferpart ikeln in Mitoehondrien, Golgi-Stmkturen 
oder Ergastoplasmateflen beobaehteten wir nieht. Einige Speiehergranula er- 
innerten zwar dureh die sekundgre Ausbildung Cristae-ahnlieher Membranstruk- 
turen manehmal  an Mitoehondrien. Bei starker Vergr6Berung und genauerer 
Untersuchung erwiesen sieh diese , ,Membranstrukturen" abet als kettenartig 
aufgereihte Verdiehtungen der Grundsubstanz, die wahrseheinlieh Lipoproteide 
enthielten. 

Die hier aufgezeiehneten Wege der Aufnahme und weiteren Verarbeitung des 
Kupfers in Stem- und Leberparenehymzellen untersehieden sieh vor allem in ihrem 
ersten Absehnitt. Sp/~ter konvergierten sie mehr und mehr, so dag man die End- 
produkte des Speiehervorganges, und zwar vor allem die speiehemden Granula, 
immer weniger und sehlieglieh kaum noch unterseheiden konnte. Bei einem Ver- 
gleich unserer Ergebnisse mit  der Literatur  m6ehten wit annehmen, dab dieses 
Verhalten der Stern- und Parenehymzellen nicht fiir die Speiehemng von 
Kupfer  spezifiseh ist, sondern aueh far  andere Fremdstoffe gilt. 

Entsprechende Beobachtungen maehte HAOE~ an Ganglienzellen nach Injektion yon Tel- 
lur. Auch hier wurde das fein verteilte Tellur in Lysosomen gespeieher~, die nach der Injektion 
in groBer Zahl entstanden waren und anfangs noch kein elektronenmikroskopisch sichtbares 
Tellur enthielten. --- In den Tubulusepithelien der Niere erfolgte im Gegensatz zu don Paren- 
chymzellen der Leber die Speieherung und Verarbeitung der Farbstoffe meist nicht in pr~- 
formierten Strukturen (MILLER U. PALAD~.). Hier wurden yon der Zelle vielmehr organisehe 
Substanzen, an denen hydrolytische Fermente beteiligt waren, in die eingesehleusten Fremd- 
s~off-Granula eingel~gert, ghnlich wie wir es bei den Phagolysosomen fanden. Nur selten nah- 
men in der Niere/~ltere, pr/iexistente Lysosomen friseh eingeschleustes Fremdmaterial auf. In 
ihrem wichtigen ]~eitrag zu dem Problem der Fremdstoffspeieherung in der Niere konnten 
MrLLE~ U. 1)ALADE elektronenmikroskopiseh zeigen, dab in den einzelnen Zelltypen bei der 
Injektion verschiedener Substanzen stets der gleiehe Vorgang der Enzymbildung an den in das 
Cytoplasma aufgenommenen Fremdstof{en ablief. 

Fiir die Ansicht, d~B die speichernden Granula neu en~stehen und nieh~ pr~formierte 
Strukturen darstellen, sprachen sich vor allem GIES~KI~G sowie K ~ E ~  bei Untersuchun- 
gen an speiehernden Alveolarmakrophagen aus. Am gleichen Objekt kamen aber Se~vLz sowie 

Virchows Arch. path.  Anat. ,  Bd. 840 155 
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LINDNER ZU der Oberzeugung, dal] die Speicherung in praformierten Cytosomen erfolgte. 
l~ie~fTmr trat fiir eine Ablagerung yon Eisen in Mitoehondrien yon Leberparenchymzellen, 
Retieulumzellen der Milz und Tubulusepithelien der Nieren ein. 

Eine besondere Art der Stoffaufnahme in Leberzellen wurde yon HiYBNER sowie Hi~BSrER 
und BERNHARD beschrieben, die nach temporarer Durchblutungssperre, intralienaler Allyl- 
Alkohol-Injektion und Tetrachlorkohlenstoff groBe Cytoplasmavacuolen in der N/~he der 
Diss6schen Raume fanden. Unter unseren ~Versuchsbedingungen ergaben sieh keine Hinweise 
dafiir, dal3 auch das Kupfer auf diesem Weg in das Cytoplasma eingeschleust wurde. 

Die Versuche zeigten, dab die Kupfer-Partikel, entspreehend ihrer versehie- 
denen Form und GrSl3e im extraeellul/iren Raum, aueh in den Zellen versehieden 
umgeformt wurden: Die grSl3eren homogenen TrSpfchen 15sten sieh im Laufe der 
Speicherung in immer kleinere aber auch diehtere Teilchen versehiedener GrSl3e 
auf. Die Zunahme der Dichte k6nnte darauf hinweisen, dal3 der urspriingliche 
Kupfer-Komplex mat dem ADTE aufgebrochen und das Metall in den Partikeln 
st/~rker konzentriert wurde. 

Bei dem in feinsten Tr6pfchen yon den Parenchymzellen aufgenommenen 
Kupfer kam es mitunter zur Zusammenlagerung und Bildung grSl3erer (ca. 800 A) 
homogener Konglomerate in den Speichergranula. Sp/tter wurden die Konglo- 
merate dann wieder zu kleineren Einheiten (ca. 400 A) abgebaut. 

In  den Endstadien besagen die Kupfer-Partikel oft eine 1/ingliche Struktur 
mit einer L~nge von 200 A. Daneben sah man auch btisehelartige, kristall/~hnliehe 
Formationen. Im Gegensatz zum Eisen bildete das Kupfer allerdings keine 
eharakteristischen Einheiten wie etwa die im Ferritin vorliegenden Oktaeder. 

Zur Frage, in welcher Form das Kupfer von den Leberzellen in die Galle aus- 
gesehieden wird, kSnnen wir nur Vermutungen anstellen. Wfirde die Ausscheidung 
des Kupfers in grSBeren Partikeln erfolgen, so h~tten diese h~ufiger in Gallen- 
capfllaren sichtbar sein mfissen. Das Fehlen grSberer Partikel weist also darauf 
hin, dab auch unter unseren Versuehsbedingungen das Kupfer in den Lysosomen 
bis etwa zur molekularen GrSBenordnung abgebaut und in feinster Verteilung, 
evtl. gekuppelt an Coeruloplasmin, an die Galle abgegeben wird. 

B. Die organischen Strukturen (Matrix) der Speichergranula 
STRAUS konnte bereits ]ichtmikroskopisch bei seinen Versuchen zeigen, daI3 

sich innerhalb weniger Stunden bis zu etwa 2 Tagen die Umwandlung der Phago- 
somen zu Lysosomen vollzieht. Es ist allerdings anzunehmen, dal3 der Umbau der 
kupferhaltigen Phagosomen in etwas grSl3eren Zeitr/iumen abl/iuft als der Abbau 
der leichter ,,verdaulichen" Proteine der yon STRAYS injizierten Peroxydase. Im- 
merhin diirfte die auch bei unseren Experimenten Iestgestellte doeh relativ sehnelle 
Verarbeitung daffir verantwortlich sein, dal3 wir frisch phagocytierte, noch nieht 
yon Zellprodukten durchsetzte Kupferteilchen nur selten fanden. 

Elektronenoptisch lief3 sieh an der in die Speichergranula eingelagerten or- 
ganisehen Grundsubstanz (Matrix) eine Reihe von Ver/~nderungen naehweisen, 
und zwar eine allm/ihliehe Zunahme des Eigenkontrastes, eine zunehmende Affini- 
t~t ffir Schwermetalle und eine Anordnung yon Molekiilgruppen der organischen 
Substanz zu konzentrischen, membranartigen Figuren. 

Anfangs besaB die Matrix nur einen geringen Eigenkontrast. Im weiteren Ver- 
lauf nahm die Matrix dann an elektronenoptiseher Dichte zu. Entspreehend den 
Versuchen yon ST~AtrS diirfte dies den Ubergang von Phagolysosomen zu Lyso- 
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somen kennzeiehnen. Dureh liehtmikroskopisehe und histoehemische Untersuehun- 
gen ist es bekannt, dag in intraeytoplasmatisehen speiehernden Grannla eine or- 
ganisehe Trs auftritt, die neben Proteinen stark PAS-positive Mneo- 
polysaeeharide (oder Glykoproteide) sowie in geringem Umfang Lipide enth/~lt 
(G]~DmK; GSSSNEn). Ihrer Bildung liegt offenbar eine unspezifisehe l~eaktion der 
Zelle auf die intraeytoplasmatisehe Ablagerung yon FremdmateriM zugrunde. 

Da bei unseren Versuchen das Auftreten und die Verstgrkung der PAS-Reak- 
tion im Bereieh der Kupferablagerungen synehron mit der Zunahme des elektro- 
nenmikroskopisehen Eigenkontrastes der Grundsubstanz der speiehernden Gra- 
nula erfolgte, d/irften diese weitgehend oder sogar ganz aus der Tr/~gersubstanz 
bestehen. 

Mit zunehmender Versuehsdauer trat bei der Naehkontrastierung der Prg. 
parate eine steigende A//initiit der Grundsubstanz der speichernden Granula /iir 
Schwermetalle auf und ffihrte bei den Sp/~tstadien zu einer homogenen ,,schwarzen 
Anfgrbung" mit Blei- und Uranylsalzen. Damit wurde nunmehr auch im submikro- 
skopischen Bereich der Befund bestgtigt, daB die Trggersubstanzen der speichern- 
den Granula eine Affinit~t ftir SchwermetMle besitzen und Kationen im histo- 
logischen Prgparat adsorbieren nnd binden k6nnen (GEDIGK und ST~AVSS sowie 
GEDIG~: und PIocI~). 

Bemerkenswert war in Anbetracht dieser in vitro stets reproduzierbaren 
SchwermetMlaffinit/it der Trggersubstanz, dab das frisch injizierte Kupfer in vivo 
nicht immer sofort yon der bereits vorhandenen Grundsubstanz der speichernden 
Granula gebunden wurde. Entweder kam das frisch in die Zelle aufgenommene 
Kupfer nicht gleich mit der reaktionsfghigen organischen Substanz in Ber/ihrung 
oder aber die vorhandene Tr/tgersubstanz war an diesen Stellen doch schon mit 
einer molekularen Schicht des vorher verabfolgten Kupfers durehsetzt. Daneben 
ist in t~echnung zu stellen, dag unter unseren Versuchsbedingungen eine relativ 
groge Bleimenge an die Schnitte herangebracht wurde, so dab die schon intravitM 
nachweisbare Bindef/thigkeit fiir Schwermetalle in diesen Pr/~paraten besonders 
dentlich zutage trat. 

Dab die Affinitgt der Tr/~gersubstanzen f/Jr Schwermetalle erst dutch die 
Denaturierungsvorg/inge bei der Fixierung gesteigert oder gar hervorgerufen 
wurde, kann nicht angenommen werden, weil in ihrem Bereich auch intravital 
Eisenablagerungen stattfanden, die sich sowohl lichtmikroskopisch wie elektronen- 
mikroskopisch leicht demonstrieren lieBen. Ihre Eisenbindef/~higkeit bestand 
also bereits im lebenden Gewebe. AnBerdem war die Bindefi~higkeit der Trgger- 
substanz f/it anorganische Substanzen yon der Art der vorausgegangenen Fixierung 
weitgehend unabh/tngig. 

Die mitunter zu beobachtenden lamellenartigen Formationen der Tr/igersub- 
stanz waren bei oberfl/~chlicher Betrachtung mit Myelinfiguren zu verwechseln. 
Bei st~rkerer VergrSBerung sah man jedoch oft, dab bier nicht wie beim Myelin 
scharfe Membranen vorlagen, sondern kugelige, kettenf6rmig aneinandergereihte 
Strnkturen yon etwa 100 A Durchmesser, wie wir sie auch im Vitamin-E-Mangel- 
pigment beobachten konnten (GEDIGK und WESSEL). DaB diese membranartigen 
Gebilde nichts mit Cristae mitochondriMes zu tun hatten, wurde bereits erw~hnt. 
Die konzentrischen Formationen waren allerdings nur in den schwaeh kontra- 
stierten Pr~parationen erkennbar, wghrend sie bei der fiblichen Nachkonstra- 
stierung oft in der dichten Blei-,,Anf/~rbung" untergingen. AuBerdem sah man Ms 
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besondere Anordnung die Tr~gersubstanz mitunter  in Form kleiner Kugeln, 
deren Peripherie mit  Kupferteilchen besetzt war. 

Bei den Endstadien der Versuche fiel gelegentlich in den Speichergranula ein 
groBer, relativ dichter Bezirk auf, ohne den harten Kontras t  yon Metallpartikeln. 
Es w~re mSglich, dab diese relativ hohe Diehte auf einer moleku]aren Ablagerung 
kleinerer Kupfermengen an diesen Stellen der Matrix beruhte. 

Yon [BAI~KA u. Mitarb. wurde nach Injektion yon Kupfersulfat eine Vermeh- 
rung yon Pigmentgranula in den Leberzellen besehrieben, deren histochemische 
Eigensehaften (positive PAS-l~eaktion, S~urefestigkeit und Sudanophilie) mit  
Ausnahme der fehlenden Eigenfluoreszenz dem Lipofuscin entsprachen. In  wech- 
selnder Menge enthielten diese Granula auch Kupfer.  Die Autoren halten es ftir 
mSglich, dab Kupfer  vielleicht zu den Substanzen gehSrt, welehe die Entstehung 
yon Lipofusein verursaehen. 

Dem Lipofuscin und den kupferhaltigen Granula ist nun - -  ebenso wie dem 
H~mosiderin - -  gemeinsam, dab die Speieherung und Verarbeitung der abge- 
lagerten Stoffe, also der ungesgttigten Lipide bzw. der Sehwermetalle, in pr~for- 
mierten und nieht pr~formierten Lysosomen oder in lysosomartigen Granula er- 
folgt. Somit ist aueh zu erwarten, dad Parallelen in der formalen Genese und u.U. 
aueh gewisse histochemische und morphologisehe J, hnlichkeiten zwisehen diesen 
Speichergranula bestehen. Das ~ul~ert sich u. a. darin, dab in den sehwermetall- 
haltigen Granula bzw. in ihrer organischen Tr~gersubstanz mitunter  in geringem 
Umfang histochemiseh (GEDIGK und STRAUSS (1); GEDIGK und PIOCH) und elek- 
tronenmikroskopiseh (Ws~sSEL und GEDIGK) naehweisbare unlSsliehe, offenbar 
oxydierte Lipide vorkommen, welche als wesentliehe Bausteine quanti tat iv und 
qualitativ das Lipofuscin charakterisieren. Trotzdem sollten diese Organellen, d.h. 
das Lipofuscin, die kupferspeiehernden Granula und das H~mosiderin, im Sinne 
klarer morphologiseher Definitionen und Begriffe voneinander untersehieden wer- 
den. Nach unseren Beobaehtungen ist die Abgrenzung der kupferspeiehernden und 
eisenspeichernden Lysosomen yon den Lipofuseinen nieht zuletzt durch die Art 
der abgelagerten Stoffe aueh ohne weiteres mSglich, selbst wenn in glteren Spei- 
chergranula mit  fortschreitender Abgabe der Sehwermetalle ein deutlicheres Zu- 
tagetreten bzw. eine gewisse Zunahme der dort mengenms an sieh stets im Hin- 
tergrund bleibenden Lipide erfolgt. 

Allerdings w~re es int~ressant zu prfifen, ob es bei einer lgngeren Versuchsd~uer oder bei 
der Verwendung anderGr kupferhaltiger Substanzen zu Liner der~rtigen Sch~digung der spei- 
chernden Lysosomen durch die abgelagerten Schwermetalle kommt, da~ sie - -  auch nach der 
teilweisen oder g~nzlichen Abgabe der MGt~lle - -  night mehr zu Giner regGlrechten Verarbei- 
tung yon Fettstoffen imst~nde sind, we]che sich d~nn in ihnen anh~ufen und schlieBlich durch 
Oxydation und Polymerisation zu LipopigmGnten umgeformt werdGn. Des weiteren w~re es 
denkbar, dab such andere Cytopl~smabezirke odGr Org~nellen durch das Kupfer so geschgdigt 
werden, da~ in ihrem Bereich Lipopigmentgr~nula entstGhen. Unter unserGn Versuchsbedin- 
gungen h~ben wir die Bildung yon Lipofuseinen aus SpeichGrgr~nula oder an anderen Stellen 
des Cytoplasmas selbst bei ~lteren TierGn nicht beob~chtet und kSnnen daher anhand der vor- 
liegenden Experimente zur Kl~rung dieser Fragen night beitragen. 

C. Regressive Veriinderungen der Zellen bei Kup]erspeicherung 

Dureh Kupferintoxikationen ausgelSste Zellsch~digungen an der Leber sind 
seit ]angem bekannt  und lichtmikroskopiseh wiederholt untersucht worden (HALL 
U. BUTT; WOLSF). Vergleicht man unsere liehtmikroskopischen Beobaehtungen 
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mit glteren Arbeiten und vor allem mit den von BARKA U. Mitarb. durchgefiihrten 
Experimenten, so ergeben sieh in dem AusmM3 der regressiven und nekrobiotischen 
Ver/inderungen, der eirrhotischen Umbauvorg/~nge und der Knpferablagerungen 
zwar Abweiehungen; die Art dieser Ver~nderungen blieb jedoeh im wesentlichen 
gleieh. Die Unterschiede zwischen fr/iheren Arbeiten und neueren Beobaehtungen 
diirften wohl Folge der versehiedenen Versuchsbedingungen sein, wie der Art und 
Menge sowie der Applikationsweise der verwendeten Kupferverbindungen und der 
Versuehsdauer. So m6ehten wir die bei unseren Versuchstieren vor Mlem in sp/~te- 
ren Stadien recht ausgepr/~gten regressiven Ver~nderungen und beginnenden cir- 
rhotischen Umbauvorg~nge in.der Leber haupts/~chlich Ms Folgen der verhgltnis- 
mgl]ig umfangreiehen Kupferinjektionen nnd der relativ langen Versuehsdauer 
ansehen. 

Entsprechend diesen ]ichtmikroskopischen Befunden war es zu erwarten, dab 
auch im submikroskopischen Bereieh neben eigentlicherl Speichervorggngen re- 
gressive Vergnderungen in der Zelle zutage traten. Tats/~chlich fanden wir in l~ber- 
einstimmung mit ]~AI~KA U. Mitarb., dab die Kupffersehen Sternzellen und die 
Parenehymzellen auch elektronenmikroskopisehe Ver/~nderungen erleiden, wie sie 
yon Zellsch/~digungen aus anderen Ursachen bekannt sind : 

Die Sternzellen reagierten haupts/~chlich mit einer Cytoplasmasehwellnng und 
einer Vermehrung der Lysosomen. Nennenswerte Vergnderungen in der Gestalt, 
GrSge und Zahl der Mitoehondrien traten zun/iehst nieht in Erscheinung. Mit zu- 
nehmender Versuchsdauer sah man dann auch Sternzellen, die zugrunde gingen 
und sich yon der Wand der Sinusoide ab]Ssten. Dabei kam es zu einer Schwellung 
der Mitochondrien und einem Verlust des Ergastoplasmas. Die Kerne wiesen 
eine starke Sehwel]ung und stellenweise bereits Zeiehen der Chromatolyse auf. 

Bei den Parenchymzellen stand zun/~ehst die Zunahme des Gesamtvolumens der 
Mitochondrien im Vordergrund. Dabei ist zu betonen, dab diese Volumenzunahme 
anfangs nieht auf eine Schwellung zur/ickging, wie sieh durch Quersehnittsmes- 
sungen der Mitoehondrien beweisen ]ieB. Es fand sich vielmehr bereits bei den 
~bersiehtsvergr6Berungen etwa vier Woehen naeh Versuchsbeginn in den elektro- 
nenmikroskopisehen Bildern eine Vermehrung der Mitoehondrien. Da das Mito- 
ehondrienvolumen Ms ungefghres Mag f~r die Gr6l~e des oxyd~tiven Stoffweehsels 
angesehen wird (KH~c~BERC), ist die Annahme naheliegend, dag der oxydative 
Stoffweehsel der Leberzellen naeh der Injektion yon Kupfer zumindest vor~ber- 
gehend gesteigert wird. Dem entsprieht unter ~hnliehen Versuehsbedingungen 
eine Zunahme der oxydativen Fermente (Po~FEU). 

Demgegenfiber zeigten die yon uns untersuchten Endstadien an den Mito- 
ehondrien eine Schwellung bei gleichzeitiger Abnahme des Gesamtvolumens. Da trotz 
der Sehwellnng der einzelnen Mitoehondrien eine Abnahme des Gesamtvolumens 
zu beobaehten war, mul3te mit einem Verlust an Mitoehondrien gereehnet werden. 

Wegen der besonderen Bedeutung der Mitoehondrien f/ir das Stoffweehsel- 
gesehehen der Zelle versuehten wir fiir diese Ver~nderungen objektive Werte zu 
erhMten und bestimmten den prozentualen Anteil des Mitoehondrienvolumens 
am Cytoplasmavolumen mit morphometrisehen Methoden. Auf diese Weise lieB sieh 
der naeh wenigen Woehen erfolgte Anstieg und AbIM1 des Mitoehondrienvolumens 
quantitativ siehern. Das Resultat dieser Messungen ist in der Abb. 12 wieder- 
gegeben. Sie zeigt drei Kurven, yon denen eine die intravenSse Kupferzufuhr in rag, 
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die zweite den Volumenanteil der Mitochondrien am Gesamtvolumen des Cyto- 
plasmas und die dritte den Volumenanteil der speichernden 0rganellen (Lysoso- 
men) angibt. Die in dem Diagramm Ifir Mitoehondrien bzw. Speichergranula ein- 
getragenen Mel~werte entspreehen dem Quotienten Vm/Vc bzw. Vs/Vc, wobei 
Vm das Gesamtvolumen der Mitoehondrien, Vs das Volumen der Speichergranula 
und Vc das Gesamtvolumen des Cytoplasmas darstellt. 

Das Diagramm zeigt, dab nach 8 Injektionen (6--7 Wochen) ein Anstieg des 
Mitoehondrienvolumens im Verh~ltnis zum Cytoplasmavolumen um mehr als das 
Doppelte effolgte. Da es sich bei dem Me6wert um einen Quotienten, d.h. um 
einen relativen Wert handelt, sind mehrere Deutungen mSglich. Der Anstieg der 
Kurve k&nn bedeuten: 

1. das absolute Mitochondrienvolumen hat zugenommen 
a) durch eehte Vermehrung der Mitochondrien, 
b) durch Schwellung, 
2. das Cytoplasmavolumen ist gesehrumpft. 
Um den Aussagewert der Kurve zu erhShen, haben wir zwei Unbekannte in 

unserer ,,Gleichung" bestimmt, ni~mlich den durchschnittliehen Mitochondrien- 
durchmesser als Kriterium ffir eine etwaige Sehwellung und lichtmikroskopisch 
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Abb. 12. Verhai ten  der Gesamtvo lumina  yon Mitoehondrien und  Speichergranula  m i t  for tschrei tender  Kupfer-  
zufuhr.  Kupfe rmenge  rechts  auf  der  Ordinate .  L inks  auf  der  Ordinate  der Volumenantei l  der Mitochondrien 
( V m / V c )  bzw. der Speichergranula ( V s / V c )  a m  Cytoplasmavolumen.  Auf  der  Abszisse is t  die Zahl  der  Kupfer-  

In jek t ionen  aufget ragen.  ~ Mitochondrien,  ~ Cu-Granula ,  �9 . . . . .  m g  Cu 

das durchschnittliche Volumen der einzelnen Leberzelle. Unsere Messungen er- 
gaben, dal~ der durchschnittliche Mitochondriendurchmesser z.Z. des erstcn Gip- 
fels (8 Injektionen, 6--7 Wochen) nicht signifikant von dem Ausgangswert abwich. 
Eine Mitoehondrienschwellung lie6 sich somit als Ursache der Volumenzunahme 
ausschlie6en. Ebenso ergab die lichtmikroskopische Kontrollc der durchschnitt- 
lichen Cytoplasmavolumina pro Zclle keine signifikante Verkleinerung gegeniiber 
dem Ausgangswert. Der Anstieg der Kurve beruhte somit auf einer echtcn Ver- 
mehrung der Mitochondrien, die als Antwort auf die Kupferspeicherung an- 
zusehen ist. 

Etwa 2--4 Wochen hiclt die Vcrmehrung der Mitochondrien an, um bei fort- 
gesetzter Kupferbclastung wicder abzufallen. Dabei wurde der Ab~all der Kurve 
verstiirkt dutch eine ]eichte Cytoplasmaschwe]lung, die sich auch in der Kurvc 
der Speichergranula ausdriickte. Das zweite, nach 52 Injektionen (40 Wochen) 
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erreichte Maximum hingegen war auf eine allm/thlich zunehmende Schwellung der 
Mitochondrien zuriickzuffihren. Gegen Ende der Versuche bestand die Schwellung 
zwar welter, aber die Zahl der Mitochondrienanschnitte verringerte sich in den 
Zellen erheblich, so dab die Kurve nach 52 Injektionen (40 Wochen) steil abfiel. 
Trotz dieser Schwellung, die ja die Volumenrelation Mitochondrien--Cygoplasma 
zugunsten der Mitochondrien verschob, kam es nach etwa 25 Injektionen (20 Wo- 
then) morphometrisch zu einer relativen Verminderung des Mitochondrienvolu- 
mens. Es ist somit anzunehmen, dab die Abnahme der Zahl der Mitochondrien 
noch st/~rker ist, als es aus der Kurve der Abb. 12 hervorgeht. Mit diesem Abfall, 
der also einen Verlust der Mitochondrien wiedergibt, vollzog sich nach den elektro- 
nenmikroskopischen Bildern ein Untergang zahlreicher Leberzellen. 

Betrachte~ man die Kurve der Speichergranula, so finder man bereits normaler- 
weise derartige Granula (Lysosomen) mit einer Beteiligung yon 1% am Cytoplas- 
mavolumen. Ihr  Anteil stieg bereits nach den ersten Kupferinjektionen auf 4,2 %. 
Ihr relativer Anstieg ist also noch steiler als bei den Mitochondrien, wenn sie such 
nicht das gleiche Gesamtvolumen am Cytoplasma erreichen. 

Das weitere morphome~rische Verhalten der Speichergranula zur Geraden der 
Kupferzufuhr 1/~Bt in Verbindung mit den lichtmikroskopischen Befunden interes- 
sante Schl/isse zu. Obwohl im elektronenmikroskopischen Bild bereits nach 8 In- 
jektionen das Gesamtvolumen der Granula auf das 4fache in den Leberzellen an- 
gestiegen war, lieBen sich lichtmikroskopisch mit der Rubeanwasserstoff-Kern- 
echtrot-F~trbung nur verh~ltnism/~Big wenig kupferpositive Granula nachweisen. 
W~hrend das Gesamtvolumen der Granula yon der 8. bis zur 20. Injektion nicht 
wesentlich anstieg, nahmen die kupferpositiven Granula im gleichen Zeitraum 
lichtmikroskopisch stark zu. Daraus ist zu schlieBen, dab dureh den Reiz des mit 
den ersten Inj ektionen anflutenden Kupfers yon den Zellen nicht nut  vermehrt Mito- 
chondrien, sondern auch iiberschieBend zur Speieherung f/~hige Granula gebildet 
werden, die zun/ichst nur wenig Kupfer enthielten, so dab sie im Lichtmikroskop 
mit der Rubeanwasserstoff-Methode nur zu einem kleinen Teil dargestellt werden 
konnten. W/~hrend anschliel]end das Gesamtvolumen der Granula nicht mehr 
wesentlich anstieg, erfolgte eine Konzentration des weiter zugeffihrten Kupfers 
zum gr6Bten Tell in den bereits gebildeten Granula, wodurch diese sich dann mit 
Rubeanwasserstoff gut anf/~rben lieBen. 

Die welter einsetzende Cytoplasmaschwellung ging mit einer verlangsamten 
Vennehrung der Speichergranula der Leberzellen einher. Der Effekt der Cyto- 
plasmaschwellung t ra t  bei der Volumenbestimmung der Lysosomen demnach 
nicht so deutlich hervor wie bei den Mitochondrienvolumina, da das Kupfer wei- 
terhin kontinuierlich zugef/ihrt wurde und die Ausgangswerte niedriger waren 
(Wildersches Ausgangslagen-Gesetz). Bis zur 52. Injektion (40 Wochen) wurde 
stKndig Kupfer yon den Leberzellen aufgenommen. Das dann folgende Endstadium 
entsprach elektronenoptisch den stark gesch/~digten, an Organellen verarmten 
Parenchymzellen, die offenbar kein Kupfer mehr aufnahmen, sondern nur noch 
in rein verteilter Form abgaben. 

Itinsichtlich des Gesamtvolumens der Kupfer-speichernden Organellen 1/~Bt sich 
in den intakgen Zellen morphome~risch bei unseren Versuchen also eine schnelle 
Zunahme erkennen, die nach etwa 8 Wochen ein erstes Maximum erreicht 
und anschlieBend absinkt. Die starken regressiven Zellvergnderungen gehen dann 
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mit einer relativcn Verminderung der Kupfer-Aufnahme einher. Daraus ist zu 
schliel~en, da[~ die Kupferspeicherung der Leber bei experimentell zugefiihrtem 
Kupfer intakte oder zumindest nur gering geschi~digte Zellcn voraussetzt. 

Als wichtiges Ergebnis dieser Messungen ist hervorzuheben, daft der synchrone 
Anstieg der Mitochondrienzahl und der Speichergranula am Versuchsbeginn und der 
last gleichzeitige Ab/all beider Organellen am Versuchsende al8 Hinweis da]iir ange- 
sehen werden kann, daft zwischen dem Mitochondriengehalt und der Speicher/iihig- 
keit ]iir Kup/er Zusammenhiinge bestehen. 

An wciteren regressiven Veri~nderungen ist vor allem ein Abbau des Glykogens 
bei gleichzeitiger Vermehrung des glatten endoplasmatischen Reticulums zu nen- 
nen. Das ribosomentragende endoplasmatische Reticulum reagiert mit einer 
Schwellung und Abbauvorg~ngen, etwa entsprechend den Beobachtungen yon 
MSLB]]RT U. Mitarb. sowie von E~]~LOT u. Mitarb. Als weitere Seh~digungsfolge 
wiesen die Parenchymzellen eigentiimliche, yon Organetlen freie , ,0demzonen" 
auf, die perinuele~r, peribilii~r und entlang der Sinusoide lokalisiert waren. Die 
Golgi-Zonen wurden im Laufe der Sch/~digung deutlich kleiner. Die Zellkernc 
wiesen eine Schwellung mit Abnahme der elektronenoptischen Diehte auf. A]s 
Zeichen der irreversiblcn, sparer zum Zelltod fiihrenden Seh~digung mSchten 
wit vor allem das Aufbrechen der Zell- und Kernmembranen ansehen. 

Znsammenfassung 
Bei seehs Kaninchen wurde 11 Monate lang wSchentlieh ein- bis zweimal Kupfer- 

ADTE intravenSs injiziert und die Lebern elektronenmikroskopisch untersueht. 
Die reticuldr-endothelialen Elemente (Sternzellen) nahmen das Kupfer meist in 
Form grol~er Schollen durch Phagoeytose auf und lagerten es in Phagolysosomen 
ein, die sich zu Lysosomen umwandelten. Die Parenchymzellen hingegen schleusten 
das Kupfer in rein verteilter Form ein. Speieherung und Abbau erfolgten vor- 
wiegend in pr~formierten Lysosomen, die bei den ersten Kupferinjektionen in 
grol~er Zahl entstanden waren. Stern- und Parenehymzellen gaben an die speichcrn- 
den Granula eine organisehe Substanz ab, die sich dureh eine im Laufe der 
Speicherung zunehmende Affinit~t f/ir Schwermetalle in vitro auszeichnete. 

Morphometrische Messungen an elektronenmikroskopisehen Diinnschnitten 
ergabcn bei Versuchsbeginn eine Zunahme des Gesamtvolumens dcr Mitoehon- 
dricn. Am Ende der Versuehe wiesen die stark gesch~digten Zellen cine deutliehe 
Schwellung und Abnahme des Mitochondrienvolumcns auf. Es wird angenommen, 
da$ zwisehen Mitochondriengehalt und Speicherfi~higkeit der Leberzellen Zusam- 
menh~nge bestehen. 

Elektron Microscopic and Morphometric Studies of the Rabbit Liver 
after Injecting Organic Copper Intravenously 

Summary 
Six rabbits were injected intravenously with eopper-EDTA (total dose 650 mg) 

once or twice a week for 11 months; biopsies of their livers were studied electron- 
microscopically every four weeks. The von Kup/]er cells phagocytized the copper 
particles mostly in large aggregates and stored them in phago-lysosomes which 
later became lysosomes. In contrast, the parenchymal cells took up the copper in a 
finely dispersed form. Storage and digestion took place in preformed lysosomes 
which were produced in large numbers after the first injections of copper. 
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The yon Kupffer  cells and  parenchymM cells released an organic substance to 
the accumula ted  copper particles;  dur ing their  storage this substance showed an 
increasing affinity for heavy  metals  in  vitro. 

Morphometric measurements  in electron microscopic sections revealed an in- 
creased tota l  volume of the mitochondr ia  at  the onset of the experiment.  At  the 
end, the severely damaged cells disclosed a dis t inct  swelling and  a decrease in 
mitoehondriM volume. 
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