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Der Sauerstoffmangel und seine morphologischen Auswirkungen, insbesondere
in Beziehung auf das RES, beansprucht auch heute noch morphologisches Inter-
esse, da bisher systematische Untersuchungen iber die Funktionsfihigkeit des
RES oder bestimmter Teilgebiete unter den Bedingungen der Hypoxydose kaum
bekanntgeworden sind. Unsere Untersuchungen gelten daher der Frage, ob sich
an Hand des Modells der Speicherungsféhigkeit der Miuseleber fiir Trypanblau
eine objektivierbare Schadigung nachweisen 1a6t.

Material und Methode

Verwendet wurden 79 Albinoméiuse mit einem Durchschnittsgewicht von 18—20 g. Die
Fitterung bestand aus einer Standardkost. 44 Tiere (MTr) wurden mit Na-Malonat behandelt,
35 (Tr) dienten zum Vergleich. Die 44 Tiere (MTr) erhielten eine tigliche Na-Malonatdosis
von 120 mg/100 g Kérpergewicht in zweimaliger Injektion frth und abends subcutan ab-
wechselnd in beide Oberschenkel. Nach 14tdgiger Behandlung mit Na-Malonat wurden diesen
sowie den 35 Vergleichstieren (Tr) eine einmalige intraperitoneale Injektion von 1 ml 0,1 %iger
wiiBriger Trypanblau-Losung verabreicht. Die Totung der Tiere erfolgte 6, 12, 24, 48, 96 Std
sowie 7 Tage spiter durch Nackenschlag und Ausblutung. Die Na-Malonat-Behandlung wurde
auch nach der Trypanblau-Injektion bis zur Tétung in o.a. Dosierung fortgesetzt. Aus
Tabelle 1 ist die zeitliche Gruppierung der Tiere zu ersehen, wobei der Zeitpunkt der Tétung
von der Trypanblau-Injektion ab gerechnet wird.

Tabelle 1

Gruppe Zeitpunkt Anzahl der  Anzahl der
der Tétung Tiere (MTr) Tiere (Tr)

1 6 Std 9 6
2 12 Std 9 6
3 24 Std 11 8
4 48 Std 5 5
5 96 Std 5 5
6 7 Tage 5 5
Gesamtanzahl 44 35

Unmittelbar nach der Tétung wurde die Leber in Romeisscher Losung fixiert und nach
48 Std Fixationsdauer aufgearbeitet. Es wurden Gewebsstiickchen aus simtlichen Abschnitten
der Leber entnommen, in Paraffin eingebettet und mit Kernechtrot gefirbt. Bei den Tieren,
die nach 48 Std, 96 Std und 7 Tagen getétet worden waren, zéhlten wir pro Leber 8 Kern-
echirotschnitte aus, die sowohl periphere als auch zentrale Leberanteile umfafiten. Von jedem
Schnitt zéhlten wir insgesamt 300 Kupifersche Sternzellen aus, insgesamt also 2400 pro Tier.
1200 Sternzellen von 4 Schnitten zahlten wir pro Tier von denen aus, die nach 6, 12 und 24 Std
getotet worden sind. Der Anteil der gespeicherten und ungespeicherten Zellen pro Schnitt
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wurde jeweils tabellarisch erfaBit. Zur statistischen Auswertung der Ergebnisse diente der
¢-Test. Um moglichst genaue und objektive Zahlenangaben zu erhalten, wurden alle Priparate
voun allen 3 Untersuchern bis zum Wert von 24 Std und die spéteren Ergebnisse von 2 von
uns getrennt in beliebigen Gesichtsfeldern des gleichen Praparates ausgezéhlt und der Durch-
schnittswert als endgiiltizger Wert ermittelt. Die einzelnen Werte der Untersucher wurden
miteinander verglichen, bei Schwankungen von - 15 Zellen erfolgte eine nochmalige Aus-
zéhlung. Die Berechnung der Streuung fiir die gesamten Werte der 3 Untersucher bis 24 Std
ergab bei einem Mittelwert von 117 -3, die der 2 Untersucher von 48 Std bis 7 Tage bei
einem Mittelwert von 127 4-11. Zum Vergleich der Speicherungsintensitéit diente ein Speiche-
rungsindex (S.1.), der die prozentuale Héufigkeit der gespeicherten Zellen zu den tiberhaupt
ausgezihlten, also zu 2400 bzw. 1200 fiir jedes Tier, ausdriickt.

Ergebnisse
Die Tabelle 2 gibt einen Uberblick iiber den S.I. der Mittelwerte der einzelnen
Tiergruppen (s. Tabelle 1), die Streuung (Standardabweichung) und die statisti-
sche Sicherung.
Die Werte der einzelnen Tiere und die statistische Rechnung sind tabellarisch
zusammengestellt und auf Antrag ersichtlich. Die in Tabelle 2 aufgefiihrten Zahlen

Tabelle 2
MTy S.I. Tr S.I.
Mittelwerte Mittelwerte
gespeicherte ungespeicherte gespeicherte ungespeicherte
Zellen Zellen Zellen Zellen
Gruppe 1 (6 Std)
284 916 23,7% 342 858 28,5%
o =+56,2 oc=-+44
Ergebnis: Unterschiede sind nicht gesichert
Gruppe 2 (12 Std)
451 749 39,56% 518 681 43,1%
o=-470,6 o=+30,8
Ergebnis: Unterschiede sind schwach gesichert
Gruppe 3 (24 Std
486 714 40,5% 726 475 60,4 %
o=-+375 o=-130,7
Ergebnis: Unterschiede sind stark gesichert
Gruppe 4 (48 Std)
1187 1213 49,5% 1093 1307 45,4 %
o=--19,0 o=-136,7
Ergebnis: Unterschiede sind gesichert
Gruppe 5 (96 Std)
1309 1091 54,5% 1160 1240 48,3 %
o=+473,9 o=--38,1
Ergebnis: Unterschiede sind gesichert
Gruppe 6 (7 Tage)
973 1427 40,5% 383 2017 15,9%
o=-1202,2 oc=+157,1

Ergebnis: Unterschiede sind gesichert

¢ = Streuung (Standardabweichung).
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zeigen bei den Kontrolltieren (Tr) einen relativ gleichférmigen Anstieg der spei-
chernden Zellen bis zum Zeitpunkt 24 Std nach der Injektion mit 60,4% gespei-
cherten Sternzellen. Einem leichten Abfall nach 48 Std (45,4%) und einem noch-
maligen Anstieg nach 96 Std auf 48,3 % folgt dann ein langsames Abklingen, wobei
nach 7 Tagen nur noch ein Wert von 15,9% ermittelt werden konnte.
Demgegeniiber wiesen die mit Malonat behandelten Tiere (MTr) ein stark
unterschiedliches Verhalten beziiglich ihrer Trypanblau-Speicherung auf. Der
Speicherungsanstieg war nach 6 und 12 Std gegeniiber den Kontrolltieren gering
verlangsamt, sehr deutlich aber nach 24 Std (40,5 gegeniiber 60,4%). Interessant
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Abb. 1, Intensitit und zeitlicher Verlauf der Sternzellen als lénghcl} geStrGthe oder
Trypanblauspeicherung u}alonatgeschﬁdigt&}r und abgerundete FOI'IIIGII, die das Trypanblau
il Koteomive, Soret 4% ungichst in feinkomniger Anordnung in
der Auszahlung nach der Trypanblauinjektion Kernndhe ablagerten, spéter aber groBe,

angegeben teilweise tropfenartige und zusammen-
gelagerte Farbstoffpartikel aufwiesen. In beiden Gruppen kamen vereinzelt groBe,
geschwollene Sternzellen vor, die eine homogen-blauliche Anfirbung erkennen
lieBen. Hier handelt es sich um eine diffuse Durchtrankung des Plasmas mit
Farbstoff. Die teilweise dicht beieinanderliegenden Prozentzahlen zwischen der
Malonat- und Kontrollgruppe machten eine Signifikanzberechnung nétig, die nach
dem ¢-Test (Student) erfolgte. Aus Tabelle 2 gehen die Ergebnisse der Berech-
nungen hervor. Die Unterschiede der ersten Gruppe (6 Std) sind nicht gesichert,
die der iibrigen sind gesichert.

Zusammenfassend reagieren also die Sternzellen der Leber nach lingerer
Malonatvorschidigung auf ein intraperitoneales Trypanblauangebot verzégert und
sind, gemessen an dem Wert der Kontrolltiere, nicht in der Lage, den gespeicherten
Farbstoff mit der gleichen Schnelligkeit wieder abzugeben. Die zahlenméBigen
Unterschiede in der Speicherungstihigkeit zwischen Malonat- und Kontrolltieren

sind signifikant.

Diskussion
Wir wahlten fiir unsere Untersuchungen die Form der Hypoxydose durch
toxische Fermenthemmung (BtioHNER, 1957), um einen kontinuierlichen und von
zusitzlichen Einfliissen moglichst unabhéingigen, iiber lingere Zeit anwendbaren
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Schiadigungsmodus zu gewéhrleisten. Wir wissen aus den Untersuchungen von
ParpEr und Porrer (1948), daB neben der Blockierung der Succinatdehydro-
genase bei hoheren Malonatkonzentrationen eine Verminderung der Oxalacetat-
konzentration eintritt, so daf} zusdtzlich die Einfiihrung der C,-Fragmente, die
in der Glykolysekette, beim Fettsidureabbau und im Aminosiurestoffwechsel ent-
stehen, in den Citronenséurecyclus gehemmt wird. Das morphologische Aquivalent
der Atmungshemmung durch Malonat ist aus zahlreichen Untersuchungen bekannt
(DoErr und BECKER, 1952). Ein besonders eindrucksvolles Bild miifiten demnach
die Sternzellen der Leber mit ihrer charakteristischen Speicherungsfihigkeit itber
das Ausmaf einer hypoxydotischen Schidigung vermitteln. Unsere Befunde mit
einer deutlich verzégerten Trypanblauaufnahme nach 24 Std unter Malonatein-
wirkung (40,5 gegeniiber 60,4 %) sprechen fiir eine erhebliche Funlktionsschidi-
gung, wenn wir voraussetzen, daf3 die Farbstoffaufnahme fiir die Sternzelle mit
einem Knergieaufwand verbunden ist. Jedenfalls handelt es sich bei der Aufnahme
von Trypanblau in die Zelle um eine aktive Permeation, wozu cine besondere
Transportenergie bendtigt wird (Hirscn, 1955).

Auch WEIssmManN und GireeN (1956) fanden bei der Fluorochromierung leben-
der Ehrlich-Ascites-Tumorzellen mit Acridinorange eine deutliche Abhingigkeit
des Firbeergebnisses von energieliefernden Prozessen, insbesondere von der Glyko-
lyse. Aus unseren eigenen Befunden, die eine vereinzelt anzutreffende diffuse
Durchtrinkung des Plasmas der Sternzellen sowohl bei den Kontrolltieren als
auch bei den Malonattieren aufwiesen, lassen sich keine Schliisse auf eine patho-
genetische Bedeutung dieses Vorganges ziehen.

Befunde von ScamipT (1962) an den Epithelien der Mauseniere sprechen dafiir,
daB das Trypanblau an der Zelloberfliche wieder ausgestoBen wird. Unsere Unter-
suchungen haben ergeben, daf nach Malonatvorbehandlung das Trypanblau linger
in der Sternzelle festgehalten wird, also eine signifikante Ausscheidungsschwiche
gegeniiber den Kontrolltieren besteht (40,5 gegeniiber 15,9 % nach 7 Tagen). Damit
werden durch Malonat tiefergreifende Schidigungen am energieliefernden Fer-
mentsystem der Endothelzelle gesetazt, die eine zeitgerechte Wiederabgabe des
Farbstoffs verhindern. In diesem Zusammenhange verdiente besonders die Frage
Interesse, ob die Phagocytosefahigkeit der Sternzellen gegeniiber Bakterien in
gleicher Weise gehemmt und der Bakterienabbau verzdgert ist. Diese Frage soll
Gegenstand weiterer Untersuchungen sein.

Zusammenfassung

Die Funktion des RES der Leber unter den Bedingungen der Hypoxydose
wurde tierexperimentell an der Speicherungsfahigkeit der Miuseleber fiir Trypan-
blau nach 14tdgiger Malonatvorbehandlung gepriift. Als Vergleichswert diente
der Speicherungsindex von 44 malonatvorbehandelten und 35 Kontrolltieren nach
6, 12, 24, 48, 96 Std und 7 Tagen. Dabei ergab sich innerhalb der ersten 24 Std
eine signifikante Verzogerung der Trypanblauaufnahme bei den malonatvorbehan-
delten Tieren; nach 48 Std waren beide Speicherungsindices etwa gleich; die
malonatbehandelten Tiere zeigten eine signifikante Verzégerung der Trypanblau-
abgabe nach 7 Tagen.
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Experimental Studies of the Storage Indices of the Liver
After Prolonged Hypoxydosis
Summary
The function of the hepatic reticulo-endothelial system during hypoxydosis
was studied experimentally by measuring the ability of the mouse liver to store
trypan blue after fourteen days of pretreatment with malonate. Forty-four animals
pretreated with malonate and 35 control animals gave the indices of storage after
6, 12, 24, 48, 96 hours and seven days. A significantly retarded uptake of trypan
blue was observed within the first 24 hours. After 48 hours the storage-indices of
both groups were similar. The animals pretreated with malonate showed a signi-
ficant retardation in the elimination of the trypan blue after 7 days’ treatment.
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