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Development and Transformation of Functional Forms of Lysosomes
with Special Regard to the Smooth Endoplasmic Reticulum
Electron Microscopic Studies of the Proximal Renal Tubule after Phenacetin Loading

Swmmary. 24 female rats of the Wistar strain were fed with Altromin-R containing 2.56%
phenacetin. Animals of the first group were killed after one day up to 8 weeks of phenacetin-
feeding. The maximal phenacetin-uptake was 61 g/kg body weight. A second group was fed
for 8 weeks with a phenacetin-diet and thereafter with the standard diet (Altromin-R.).
These animals were killed after one to 8 weeks of standard diet feeding. The smooth endo-
plasmic reticulum increased focally in the proximal tubular cells of rats fed phenacetin briefly.
At the end of the first week homogenous pigment bodies could be seen which changed into
nonhomogenous pigment; they fused with cytolysosomes in later experimental stages. At the
same time myelin figures developed. After stopping the phenacetin-diet large condensed
bodies of pigments and cytolysosomes were formed that were eliminated into the lumen of
the tubules. The importance of the smooth endoplasmic reticulum under physiological and
pathological conditions is discussed. The role of the smooth endoplasmic reticulum in bio-
synthesis of membranes and in providing lysosomal enzymes, adaptations of the tubular cell
to injure, is reviewed.

Zusammenfassung. 24 weibliche, 240—340 g schwere Wistarratten erhalten wéhrend einer
achtwdchigen Versuchsperiode phenacetinhaltiges Futter (2,5%ig) bis zu einer Gesamt-
menge von maximal 61 g/kg Korpergewicht. Eine Gruppe der Versuchstiere wird in Inter-
vallen von einem Tag und bis zu 8 Wochen wihrend der Phenacetinfitterung getotet. Eine
weitere Gruppe wird nach Umstellung auf Normalfutter in wochentlichen Intervallen unter-
sucht. Zu Versuchsbeginn 148t sich in den Zellen des proximalen Tubulus ein vermehrtes
focales Auftreten von glattem endoplasmatischem Reticulum beobachten. Wenig spiiter er-
scheinende homogene Pigmentkorper wandeln sich zu inhomogenen Pigmentkorpern um und
verschmelzen mit Cytolysosomen. Dabei kann oft eine Entstehung von Myelinfiguren beob-
achtet werden. Nach Absetzen des Phenacetin entstehen Kondensationsformen, die ins Tubu-
luslumen ausgestoBen werden. Die Bedeutung des glatten endoplasmatischen Reticulum unter
physiologischen und pathologischen Bedingungen wird diskutiert. Die Moglichkeit einer
Mitbeteiligung des glatten endoplasmatischen Reticulum bei der Membranbiosynthese sowie
bei der Bereitstellung von lysosomalen Fermenten im Sinne einer aktiven Anpassung der
geschidigten Tubuluszellen wird in Betracht gezogen.

* Wesentliche Teile der vorliegenden Arbeit werden der Medizinischen Fakultit der
Universitit Freiburg von Friulein L. RicHTER als Doktorarbeit vorgelegt.
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Untersuchungen an der Rattenniere nach Phenacetinbelastung haben als
wesentlichen Befund eine ausgepragte Pigmentbildung bzw. Pigmentspeicherung
infolge der Hamolyse ergeben (TormoRrsT u. Mitarb. 1967). Es handelt sich bei
diesen sehr polymorphen Zelleinschliissen sehr wahrscheinlich um lysosomale
Funktionsformen. Ziel der vorliegenden Arbeit ist, die Entstehung und Umwand-
lung dieser lysosomalen Funktionsformen weiterhin zu kldren. Der Schwerpunkt
der Beobachtungen richtet sich dabei auf die Frithphasen der Entwicklung, wobei
regelmiflig eine fokale Vermehrung des glatten endoplasmatischen Reticulum
beobachtet werden kann. Deshalb soll im folgenden die funktionelle Bedeutung
der Vermehrung dieses Zellkompartimentes einer vergleichenden Diskussion unter-
zogen werden.

Versuchsanordnung und Methode

24 weibliche, 3—5 Monate alte Ratten (Stamm 46 BR Wistar IT) mit einem Ausgangs-
gewicht zwischen 240 und 340 g erhalten ad libitum Altromin-R mit 2,5% Phenacetin und
Stufistoff, Fenchel und Anis als Geschmackskorrigentien sowie Wasser ad libitum. Das Phen-
acetin ist aus p-Aminophenol hergestellt und enthilt als Verunreinigung bis zu 5% Acetanilid.
Die Ratten werden nach 1, 2, 4 und 8 Tagen sowie nach 2—8 Wochen getitet. Acht Tiere
erhalten nach achtwéchiger Phenacetinfiitterung wieder Normalfutter ad libitum und werden
nach 1-—8 Wochen getdtet. Die thgliche Futtermenge betrigt 4—15 g phenacetinhaltiges
Futter (Kontrollratten fressen 20—30 g Normalfutter tédglich), entsprechend einer Phenacetin-
menge von 0,5—1,1 g/kg Kérpergewicht. Das Gewicht der Tiere nach Phenacetingabe liegt
zwischen 30 und 120 g niedriger als das Ausgangsgewicht. Die Tiere, die nach Phenacetin-
fiutterung wieder Normalfutter erhalten, erreichen nach 14 Tagen das Ausgangsgewicht.

Nach Tétung der Tiere werden Niere, Leber und Milz fir die lichtmikroskopische Unter-
suchung in Bouinscher Losung fixiert, in Paraffin eingebettet und folgenden Férbungen
unterzogen: HE, PAS, Turnbull, Berliner-Blau und Hédmoglobinfirbung nach Ericssox
(1965).

Elektronenmikroskopische Verarbeitung: 1 mm? grofle, osmiumfixierte Wiirfel werden in
aufsteigender Alkoholreihe und Propylenoxyd entwissert und in Epon eingebettet. Zur
Lokalisation des proximalen Tubulus werden semidiinne Schnitte angefertigt. Die entspre-
chenden Blocke werden ultradiinn geschnitten, auf Formvar-befilmte Kupfernetze aufgezogen
und mit Bleicitrat kontrastiert. Elektronenmikroskopische Untersuchung mit dem Zeiss EM 9.

Ergebnisse

Lichtmikroskopie. Die Glomerula erscheinen unverdndert und sind méBig
durchblutet. Die Tubuli lassen nur teilweise eine Lichtung erkennen. Zylinder
lassen sich nicht nachweisen. Das Interstitium ist nicht verbreitert. An der Mark-
Rindengrenze konnen kleine, herdférmige, lymphocytére Infiltrate beobachtet
werden. Die GefdBe sind unverdndert. Papillennekrosen sind nicht zu finden.

Im gewundenen Hauptstiick kann vom zweiten Tag an zunehmend fein- und
grobscholliges Pigment mit brauner Eigenfarbe nachgewiesen werden, welches
sich zundchst nur zum geringen Teil eisenpositiv farbt. Von der vierten Woche an
ist die Vermehrung des eisenpositiven Pigments augenfillig. Eisenpositives und
eisennegatives Pigment sind PAS-negativ. Ein grofler Teil des Pigments ist zu
Beginn des Versuches wie Hamoglobin anfirbbar.

Auch 8 Wochen nach Absetzen der Phenacetinfiitterung ist im gewundenen
Hauptstiick reichlich eisenpositives und eisennegatives Pigment nachweisbar.
Dabei scheint die grobschollige Form zu tiberwiegen, die auch im Tubuluslumen
nachgewiesen werden kann. Zu allen Versuchszeiten sind die gestreckten Haupt-
stiicke, insbesondere deren Biirstensaum unverdndert.

5 Virchows Arch, path. Anat., Bd. 343
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Abb. 1. Rattenniere. Ausschnitt einer proximalen Tubulusepithelzelle nach 6 Tagen 2,5% iger
Phenacetindidt. Herde von glattem endoplasmatischem Reticulum (Pfeile). P homogen nicht
granulierter Pigmentkorper, C' Cytolysosom, BB Biirstensaum, M Mitochondrium, 12500:1

Elektronenmikroskopie. 1—8 Tage nach Phenacetinfitterung : Bereits am ersten
Tag fallt eine herdférmige Vermehrung des glatten endoplasmatischen Reticulum
auf (Abb. 1). Die Zonen des glatten endoplasmatischen Reticulum besitzen einen
labyrinthihnlichen Aufbau und liegen oft in der Nédhe von Autophagievacuolen
bzw. Cytolysosomen. Im Laufe der ersten Woche nimmt die Zahl der Felder von
glattem endoplasmatischem Reticulum stark zu. Am ¥nde der ersten Woche
treten homogene, nichi granulierte Pigmentkorper (Phagosomen bzw. Phagolyso-
somen) hinzu (Abb. 1). Die Zahl der hauptséchlich lamellir aufgebauten Golgi-
felder ist m#Big vermehrt. Das rauhe endoplasmatische Reticulum, der Kern
und das Grundeytoplasma sind unverdndert. Die Autophagievacuolen bzw. Cyto-
lysosomen enthalten degenerierte Mitochondrien, cytoplasmatische Membranen
und stellenweise mehr oder minder granulierte, elektronendichte Areale. Auto-
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Abb. 2. Rattenniere. Ausschnitt einer proximalen Tubulusepithelzelle nach 2 Wochen 2,5 % iger

Phenacetindidt. Herde von glattem endoplasmatischem Reticulum (Pfeile). C Cytolysosomen,

M Mitochondrium. 9300: 1. Inset : Cytolysosom, welches degenerierte Mitochondrien einschlief3t.
9300:1

phagievacuolen und Phagosomen werden durch die Aufnahme von hydrolytischen
Enzymen zu Cytolysosomen bzw. Phagolysosomen umgewandelt (Abb. 2). Die
Verdnderungen sind aunsgesprochen berdformig, ihr Ausmall schwankt von
Tubuluszelle zu Tubuluszelle.

Erste bis achte Woche nach Phenacetinfiitterung: Es ist eine kontinuierliche
Zunahme an homogenen, granulierten Pigmentkorpern zu beobachten, deren
Inhalt bei hoher Auflésung die typische Ferritinstruktur aufweist. Mit zuneh-
mender Versuchszeit werden die Pigmentkérper immer inhomogener, extrem
elektronendichte Bezirke wechseln mit ganz hellen ab. Innerhalb dieser wechselnd
dichten Phagolysosomen beobachtet man wesentlich hdufiger als in der ersten
Versuchswoche Myelinfiguren, die auch frei im Cytoplasma auftreten kénnen
(Abb. 3 u. 4). Thre Zahl nimmt bis zum Ende der achten Woche zu. Das bunte

5%
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Abb. 3. Rattenniere. Ausschnitt einer proximalen Tubulusepithelzelle nach 8 Wochen 2,5 % iger
Phenacetindiat. P Inhomogene, ferritinhaltige Pigmentkérper mit Myelinfiguren, M ¥ Myelin-
figuren im Grundcytoplasma, BB Biirstensaum, M Mitochondrium, GF Golgifeld. 10500:1

Nebeneinander der verschiedenartigen lysosomalen Funktionsformen istschon in
den frithen Versuchszeitpunkten vorhanden. Nach der ersten Woche werden mehr
und mehr inhomogene Pigmentkorper und Myelinfiguren beobachtet. Cytolyso-
somen sind zu jeder Versuchszeit etwa in gleicher Zahl vorhanden, jedoch im
Vergleich zu Kontrollratten vermehrt. Eine Zusammenlagerung dieser lysosomalen
Korper zu Gruppen und groBleren Konglomeraten ist typisch fiir die letzten beiden
Wochen.

Erste bis achte Woche nach Absetzen der Phenacetinfiitterung : Die Tubulus-
zellen behalten sehr lange das in den letzten Wochen beobachtete Verteilungs-
muster der Verdnderungen bei. Es 148t sich lediglich eine Vermehrung der Myelin-
figuren beobachten. Die Tubuluszellen sind ausgefiillt mit groBen, polymorphen
Pigmentkérpern, riesigen Cytolysosomen und grofien Arealen von Myelinfiguren.
Die Konglomerate (residual bodies) werden spéter in der Nédhe der Biirstensdume
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Abb. 4. Rattenniere. Ausschnitt einer proximalen Tubulusepithelzelle nach 8 Wochen 2,5 % iger
Phenacetindiét. Inhomogener, ferritinhaltiger Pigmentkérper mit Myelinfiguren, M ¥ Myelin-
figuren im Grundeytoplasma. M Mitochondrium, BB Biirstensaum. 18200:1

und schliellich im Tubuluslumen beobachtet (Abb. 5). Daneben werden Zellen,
die durch Anhédufung von Phagolysosomen und Cytolysosomen geschidigt sind,
in das Tubuluslumen abgestolen.

Diskussion

Auffallend ist bei Versuchsbeginn das vermehrte fokale Auftreten von glattem
endoplasmatischem Reticulum in den Zellen des proximalen Tubulus. Bei den
Kontrollratten hingegen kénnen nur vereinzelt kleine Ansammlungen von glattem
endoplasmatischem Reticulum beobachtet werden. Die in den Frithphasen ent-
standenen homogenen Pigmentkérper wandeln sich in zunehmendem Mafle in
inhomogene Pigmentkorper um. Die Autophagievacuolen bzw. Cytolysosomen
sind gegeniiber der Norm deutlich vermehrt. Es entstehen mannigfache Misch-
formen mit spiterer Umwandlung zu Myelinfiguren. Nach Absetzen des Phenace-
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Abb. 5. Rattenniere. Ausschnitt einer proximalen Tubulusepithelzelle 1 Woche nach Absetzen
der Phenacetindiit. Myelinfiguren und Cytolysosomen im Tubuluslumen. BB Birstensaum.
18900:1

tins lagern sich Phagolysosomen und Cytolysosomen zu grofien Konglomeraten
zusammen, die zum Teil in das Tubuluslumen abgestolien werden.

Fir die Entstehung der beschriebenen Verdnderungen ist wahrscheinlich
neben der phenacetinbedingten Hamolyse die Acidose verantwortlich zu machen.
Die Acidose diirfte weitgehend auf die herabgesetzte Nahrungsaufnahme zuriick-
zufithren sein (TormorsT u. Mitarb., 1967). Eine direkte Einwirkung von Phen-
acetin oder seinen Abbauprodukten ist denkbar, jedoch nicht erwiesen.

Das elektronenoptische Bild der vorliegenden Versuche 146t folgende Zusam-
menhinge und Umwandlungen der Pigmentkorper vermuten: Das bei der Himo-
lyse frei werdende Hémoglobin wird glomeruldr filtriert, von der proximalen
Tubuluszelle resorbiert und zunichst in homogenen Pigmentkérpern, den Phago-
somen gespeichert (NEUSTEIN u. MAUNSBACH, 1966).
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Durch Einsetzen der lysosomalen Verdauung erscheinen diese Pigmentkorper
in zunehmendem MaBe inhomogen und granuliert. Dabei wird das Hémoglobin
zu Ferritin und schlieBlich zu Hamosiderin umgewandelt. Der Abbau der Triger-
eiweife von Hamoglobin und Ferritin sowie der mitaufgenommenen Plasmalipoide
fithrt zu einem Uberschufl an Phospholipiden. Aus diesen entstchen wahrschein-
lich die zahlreichen Myelinfiguren, die zur Hauptsache in den reifen Phagolyso-
somen beobachtet werden kénnen (MILLER u. PALaDE, 1964). Als Ausdruck einer
Anpassung an die oben aufgefiihrten Faktoren (Hamolyse, Acidose, Hunger,
1. U. Phenacetin und seine Abbauprodukte) oder als Ausdruck einer Schidigung
durch diese Faktoren miissen die zahlreichen Cytolysosomen aufgefalit werden.
Die beiden sekundéren lysosomalen Erscheinungsformen (RoaRr, 1966; pE Duve
u. Warmaux, 1966), Cyto- und Phagolysosomen, scheinen zu verschmelzen.
Reine Formen konnen in den spéteren Versuchszeitpunkten nicht mehr nach-
gewiesen werden. Die Tendenz der Zelle, diese konfluierenden Mischformen zu
sequestrieren, ist offensichtlich. Nach Absetzen des Phenacetins konnen reich-
lich ,,residual bodies** im Tubuluslumen gefunden werden.

In der Frithphase der vorliegenden Versuchsreibe erscheint uns das fokale
Auftreten von labyrinthahnlichem, glattem endoplasmatischem Reticulum von
besonderer Bedeutung zu sein. Schon vor dem Erscheinen der Pigmentkorper
werden viele herdférmige Ansammlungen von glattem endoplasmatischem Reti-
culum gefunden. Ahnliche Verinderungen finden sich an der Niere nach einseitiger
Nephrektomie (ANDERsON u. Mitarb., 1966) sowie nach Kombination der Ne-
phrektomie mit nachfolgender Rontgenganzkérperbestrahlung (LEak u. Rosen,
1966), bei der Dioxannephrose (Davip, 1964) sowie besonders ausgeprédgt nach
subtoxischen Salyrgandosen und bereits wenige Minuten nach Injektion von
Malonséure (Roxr u. Mitarb., 1967). In der Leber tritt das glatte endoplasmatische
Reticulum vermehrt auf nach Phenobarbital (REMMER u. MERKER, 1963; JoNES
u. Fawcert, 1966; ORRENTUS u. Ericsson, 1966), in der Frihphase nach Ein-
wirkung von Tetrachlorkohlenstoff (REYNoLDS, 1965) sowie nach Gabe von carci-
nogenen Substanzen (MixaTa u. Luse, 1964).

Grundsétzlich wird man bei den beobachteten Veridnderungen zwei Ent-
stehungsmechanismen diskutieren miissen: ndmlich eine Bildung dieser labyrinth-
abnlichen Strukturen im Sinne eines degenerativen Zellprozesses (REYNOLDS,
1965), sowie eine Entstehung der tubuldr angeordneten Membranen als Ausdruck
einer aktiven, adaptiven Zelleistung.

Eine Membranentstehung bei degenerativen Zellveranderungen wire z.B.
durch eine Desorganisation der cytoplasmatischen Membranen oder durch eine
Ablosung von Ribosomen denkbar (THOENES u. BANNAScH, 1962; STEINER u.
Bagrro, 1963). Andererseits ist es erwiesen, dal Membransysteme unter physio-
logischen und pathologischen Bedingungen aus dem Grundcytoplasma hervor-
gehen koénnen (WoHLFARTH-BOTTERMANYN, 1960, 1963). Die Annahme einer Des-
organisation darf in den vorliegenden Experimenten aller Wahrscheinlichkeit nach
ausgeschlossen werden, zumal in den Tubuluszellen verhaltnismédBig wenig rauhes
endoplasmatisches Reticulum und Golgifelder vorhanden sind. Entmischungs-
vorgénge lassen sich jedoch nicht sicher ausschliefen. Sie kénnten u.U. auch im
Sinne einer adaptiven Umwandlung der Tubuluszelle aufzufassen sein. Im Gegen-
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satz dazu kann fiir die frei im Grundcytoplasma auftretenden Myelinfiguren die
Entstehung durch degenerative Entmischungsvorgéinge angenommen werden.
Tatsédchlich werden in autolytischen Zellen gleichfalls freie Myelinfiguren beob-
achtet (LaTTA u. Mitarb., 1965; TroMP u. Mitarb., 1965). Eine Umwandlung des
glatten endoplasmatischen Reticulum in Myelinfiguren kénnen wir jedoch nicht
ausschlieBen. Uber die Funktionen des glatten endoplasmatischen Reticulum ist
wenig bekannt. Beim gegenwirtigen Stand unserer Kenntnisse muf} dieses Zell-
kompartiment in erster Linie als deskriptiver Oberbegriff aufgefalt werden. Mit
Sicherheit stellt es keine in sich geschlossene Funktionseinheit dar wie etwa die
Mitochondrien. Als gesichert darf bisher lediglich eine Mitbeteiligung des glatten
endoplasmatischen Reticulum bei der Steroidsynthese gelten; auBlerdem spielt es
eine wesentliche Rolle bei der Reizleitung im Muskel, bei der Salzbildung in den
Salzdriisen der Seemove sowie beim Fetttransport in den Darmepithelien (Faw-
OETT, 1966). Unter pathologischen Bedingungen soll diesem Zellkompartiment eine
entscheidende Bedeutung bei Entgiftungsvorgingen zukommen (CHIESARA u.
Mitarb., 1967). Noch nicht restlos geklért ist die funktionelle Beziehung des glatten
endoplasmatischen Reticulum zum Glykogenstoffwechsel: Sowohl eine Mit-
beteiligung beim Glykogenaufbau als auch beim Glykogenabbau wird diskutiert
(ComBrRA u. LEBLOND, 1966). In jingster Zeit wird dieses Zellkompartiment
tir eine Beteiligung bei der Biosynthese von Membranen verantwortlich gemacht
(DarLNer u. Mitarb., 1966). Dabei soll die Eiweilkomponente der neu auftreten-
den Membranen im Ergastoplasma entstehen und mit den dort vorliegenden
Phospholipiden gekoppelt werden.

Unter Beriicksichtigung dieser Resultate mochten wir unsere eigenen Befunde
im folgenden Sinne deuten:

Das vermehrte herdférmige Auftreten von glattem endoplasmatischem Reti-
culum fassen wir als eine aktive Leistung der Zelle auf. Im gleichen Sinne deuten
wir auch die analogen Verdnderungen der Tubuluszelle nach Injektion von Salyr-
gan, wobei gleichzeitig eine enorme Vergroferung der Birstenséume nachzuweisen
ist. Dieser Befund legt die Annahme nahe, daf durch das glatte endoplasmatische
Reticulum Biirstensaummembranen bereitgestellt werden.

Das glatte endoplasmatische Reticulum ist auffallender Weise immer dann
vermehrt, wenn in der Niere mehr oder minder ausgedehnte Umbauvorginge
einsetzen. Dies trifft sowohl fiir die Tubuluszelle nach Salyrgan, nach Malon-
sdure, nach einseitiger Nephrektomie und Bestrahlung (Leax u. RosEN, 1966)
als auch fir die vorliegenden Untersuchungen zu. Denkbar wére in diesem
Zusammenhang eine Bereitstellung von Membranen zur Abgrenzung geschédigter
Zellbezirke (Autophagievacuolen, Cytolysosomen), sowie Phagolysosomen. In
dieses Phagolysosomen wird das von der vorgeschiadigten Tubuluszelle aufgenom-
mene Hamoglobin zu Ferritin und Hamosiderin umgewandelt. Moglicherweise
konnen gleichzeitig mit der Bereitstellung von Membranen lysosomale Fermente
durch Vermittlung des glatten endoplasmatischen Reticulum eingeschleust wer-
den. Dabei sind Wechselbeziehungen zu den Golgilamellen, die gleichfalls in ver-
mehrtem Ausmafl beobachtet werden kénnen, denkbar, da diese Lamellen als
Stapelort von Membranen und saurer Phosphatase aufgefaft werden (REVEL u.
Hay, 1965; MiLLER u. Pavaps, 1964). Ziel weiterer Untersuchungen wird es
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unter anderem sein, eine Mitbeteiligung des glatten endoplasmatischen Reticulum
bei Synthesevorgingen mit Hilfe von geeigneten radioaktiv markierten Bau-
steinen zu erfassen.
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