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Electron Microscopic Studies of Mouse and Rat Hepatic
Cells after Acute Phalloidin Poisoning

Summary. The fine structure of liver cells was investigated (a) in mice at time points
between 10 and 90 mins after subcutaneous injection of 10 y phalloidin/g body weight, and
(b) in the isolated perfused livers of rats at time points between 10 and 100 mins after addition
of 20 mg phalloidin to the perfusate. The structural alterations were identical in both ex-
periments. The cisternae of the endoplasmic reticulum were dilated in the early stages of
intoxication and later turned into large vacuoles which were free of fat but contained fibrin;
in the later stages all cells became vacuolated. Autolytic vacuoles sequestering cytoplasmic
constituents appeared later than the changes of the reticulum. Foci of cytoplasmic necrosis,
partially surrounded by a membrane, were found in the vicinity of autolytic vacuoles. The
structure of nuclei and mitochondria remained unaltered. The structural changes were not
specific for phalloidin poisoning. Peribiliary lysosomes were not involved in the vacuolization
of the endoplasmic reticulum. Foci of cytoplasmic necrosis in the vicinity of autolytic vacuoles
could have been caused by leakage of hydrolases through the damaged membrane of the
autolytic vacuoles.

Zusammenfassung. Die Struktur der Leberzellen wurde an der Maus nach subcutaner
Injektion von 10y Phalloidin/g Korpergewicht und an der isolierten, durchstrémten Leber
von Ratten nach Zusatz von 20 mg Phalloidin zur Perfusionslésung zu Zeitpunkten zwischen
10 und 100 min nach der Vergiftung elektronenmikroskopisch untersucht.

Die Strukturverdnderungen sind in beiden Versuchsanordnungen gleich. Die Vergiftung
fithrt @ber eine zunehmende Erweiterung der Zisternen des endoplasmatischen Reticulums
zum Auftreten groBer, fettfreier, fibrinhaltiger Vacuolen, die schlieflich alle Leberzellen
durchsetzen. Etwas spéter finden sich autolytische Vacuolen, in denen Cytoplasmabestand-
teile eingeschlossen werden. In der Umgebung autolytischer Vacuolen treten herdférmige
Cytoplasmanekrosen auf, die teilweise durch eine Membran abgegrenzt werden. Die Kern-
und Mitochondrienstruktur bleibt intalkt.

Die Strukturverinderungen sind nicht spezifisch fiir die Phalloidinwirkung. Die peribi-
lifren Lysosomen sind an der Vacuolisierung des endoplasmatischen Reticulums nicht be-
teiligt; umschriebene Cytoplasmanekrosen in der Umgebung autolytischer Vacuolen kénnten
jedoch durch einen Austritt von Hydrolasen nach Schidigung der Membran der autolytischen
Vacuolen verursacht sein.

Trotz umfangreicher Bemiihungen ist der primire Wirkungsmechanismus der
hepatotropen Giftstoffe des Knollenblatterschwammes (Amanita phalloides)
noch immer nicht bekannt. Aus tierexperimentellen Untersuchungen mit dem
kristallisierten Cyclopeptid Phalloidin (T. WreLaxp und ScHON, 1955) ergaben
sich Hinweise, daB sich der Angriffspunkt des Toxins nicht so sehr gegen die
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Kerne und Mitochondrien, sondern vielmehr auf das Cytoplasma der Leberzelle
richtet (MaTscHINSKY et al., 1960). Versuche mit radioaktiv markiertem 358-
Phalloidin zeigten, daB} der Giftstoff von den Lebermicrosomen stirker als von
den tdbrigen Zellbestandteilen gebunden wird (REHBINDER et al., 1963). Diese
Beobachtung in Verbindung mit dem Nachweis einer Hemmung der Protein-
synthese isolierter Lebermicrosomen phalloidinvergifteter Tiere (v. . DECKEN et
al., 1960) lenkte die Aufmerksamkeit weiter in die Richtung des endoplasmatischen
Reticulums. Auf der anderen Seite wurde an die Moglichkeit einer Aktivierung
lysosomaler Enzyme als Prinzip der Giftwirkung gedacht, wofiir das Auftreten
von Autolyseprodukten des Purin- und EiweiBistoffwechsels im Serum phalloidin-
vergifteter Tiere einen experimentellen Anhaltspunkt zu liefern schien (MaT-
scaNsKY und WIBLAND, 1960). Die vorliegende Arbeit wurde mit dem Ziel
unternommen, unter Hinsatz der Elektronenmikroskopie weitere Aufschliisse
ither den primdren Ort der Giftwirkung zu gewinnen. Uber einen Teil der im
folgenden ausfithrlich beschriebenen Ergebnisse ist schon kurz in anderem Zu-
sammenhang berichtet worden (0. WiELAND, 1964). Inzwischen liegen auch
elektronenmikroskopische Untersuchungen anderer Autoren bei experimenteller
Phalloidin- und Amanitinvergiftung vor (Frome und Lascar, 1965).

Material und Methoden

Die Versuche wurden an M#usen und an der isolierten, durchstréomten Leber von Ratten
vorgenommen.

TFianf weiBen Miusen wurden in Athernarkose kleine Stiicke aus dem rechten Leberlappen
10, 20, 30, 50 und 90 min nach Injektion von 10y Phalloidin! pro Gramm Kérpergewicht
entnommen; mehrere unbehandelte Tiere dienten als Kontrolle.

Die isolierte Leber von Ratten wurde im rezirkulierenden System von der Vena portae
aus mit einer Aufschwemmung gewaschener Rindererythrocyten in albuminhaltiger Tyrode-
lésung perfundiert. Die Préparation und experimentelle Anordnung ist an anderer Stelle
ausfithrlich beschrieben (MaTscHINSKY und WIELAND, 1960). Gewebsproben aus dem rechten
Leberlappen wurden 30 min nach Anlaufen der Durchstréomung, sowie 10, 30 und 60 min
nach der ersten Excision entnommen.

In einem weiteren Versuch wurden Gewebsproben aus dem rechten Leberlappen 30 min
nach Anlaufen der Durchstrémung sowie 10, 20, 30, 40, 60 und 100 min nach Zusatz von
20 mg Phalloidin in physiologischer Kochsalz-Lésung entnommen.

Die Gewebsproben wurden in eiskaltem 1% Osmiumtetroxyd in 0,1 M Natriumphosphat-
Puffer, pH 7,4, 2 Std fixiert, {iber Athanol entwissert und fiber Propylenoxyd in Epon 812
(LurT, 1961) eingebettet. 0,5 p dicke Schnitte fir lichtoptische Untersuchungen wurden mit
0,1% alkalischem Toluidinblau (TrRump etal.,, 1961) gefarbt. Dimnschnitte wurden auf
einem LKB-Ultrotom mit Diamantmessern geschnititen, auf befilmte (Kollodium und Kohle)
oder unbefilmte Kupfernetze aufgefangen, 10—30 min mit 2% wilrigem Uranylacetat und
anschlieBend 5—10 min mit Bleicitrat (REYNOLDSs, 1963 a) kontrastiert und in einem Siemens
Elmiskop I (80 KV, 50 u. Molybdin-Objektiv-Aperturblenden) untersucht.

Von jedem Versuch wurden 3—5 Blocke, insgesamt 46, geschnitten ; iber 2000 Aufnahmen
wurden ausgewertet.

Ergebnisse

1. Mausleber
In Ubereinstimmung mit fritheren Beobachtungen (MaATSCHINSKY et al., 1960)
tritt bei akuter Phalloidinvergiftung eine zunehmende Vacuolisierung des Cyto-

i Herrn Prof. Dr. THEODOR WIELAND, Frankfurt, danken wir fiir die Uberlassung von
kristallisiertem Phalloidin.
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plasmas der Leberzellen auf. Die Vacuolen erscheinen zuerst an der Lappchen-
peripherie in einzelnen Zellen und erfassen mit zunehmender Dauer der Gift-
wirkung unter Fortschreiten gegen das Léppchenzentrum alle Zellen des Lapp-
chens; schilieBlich kommt es zu einer weitgehenden Zerstérung des Zellgefiiges mit
Auftreten von umfangreichen Blutungen. Der Inhalt der Vacuolen ist fettirei
(MaTscHINSKY et al.,, 1960) und nicht oder nur schwach mit Toluidinblau
anférbbar.

10 min nach Phalloidingabe ist die Feinstruktur der Leberzellen gegentiber
den Kontrollen nicht verdndert. Die ersten Abweichungen vom normalen Bau
betreffen das endoplasmatische Reticulum und sind 20-—30 min nach Phalloidin-
gabe, aber nicht synchron in allen Leberzellen, festzustellen. Die Cisternen des
rauhen und glatten endoplasmatischen Reticulum sind unregelmaBig erweitert,
so dab stellenweise kleine, bis 0,5 . groBBe Vacuolen entstehen (Abb. 1). Das Glyko-
gen ist zu diesem Zeitpunkt deutlich verringert. 30 min nach Phalloidingabe tre-
ten bereits 3—T7 u grofle, z.T. nahe aneinander liegende und durch eine schmale,
oft nur 30 my dicke Cytoplasmabriicke getrennte oder gekammerte Vacuolen
(Abb. 2) auf. Die begrenzende, im Mittel ~65 A dicke Membran ist nicht von
Ribosomen besetzt und zeigt stellenweise einen dreischichtigen Bau mit einer
mittleren hellen Schicht und zwei dufleren dunklen Schichten (Abb. 2, Einsatz).
Die Membran verlduft wellig und zeigt vielfache, fingerférmige, gegen das um-
gebende Cytoplasma gerichtete Ausstillpungen, in deren Nachbarschaft blaschen-
formige Anschnitte des rauhen oder glatten endoplasmatischen Reticulums
liegen (Abb. 2). Daraus entsteht der Eindruck, als ob die Vacuolenmembran durch
Einbeziehung von Teilen des endoplasmatischen Reticulums an Umfang zunidhme.

Der Inhalt der Vacuolen ist feinflockig, aber von wechselnder Dichte. Wenn
eine Vacuole mit dichterem Inhalt durch ein Cytoplasmaseptum von einer solchen
mit lockerem Inhalt getrennt wird, so ist die Trennwand immer konvex gegen die
Vacuole mit dem lockeren Inhalt vorgebuchtet (Abb.3). Daraus kann man
schlieBen, daB der Druck in Vacuolen mit dichterem Inhalt hoher ist als in
Vacuolen mit lockerem Inhalt. Nach Ruptur der Cytoplasmasepten entstehen
grolle, gekammerte Vacuolensysteme, die in den spéteren Stadien (50 und 90 min
nach Phalloidingabe) die meisten Leberzellen schwammartig durchsetzen.

In den spéteren Vergiftungsstadien, ab 30 min, treten im Vacuoleninhalt in
steigendem Male bandartige Ziige eines elektronendichten Materials auf, die bei
entsprechender Lage zur Schnittebene eine deutliche Hauptperiode von ~210A
zeigen (Abb. 4) und die daher Fibrin darstellen.

Eine bevorzugte Lage der Vacuolen innerhalb der Leberzelle 146t sich in den
Frithstadien der Vergiftung nicht feststellen. Es ergab sich kein Anhaltspunkt
fir eine Bildung der Vacuolenmembran aus der Zellmembran, wie dies bei
Hypoxie (Haxzow, 1960), Allylalkoholvergiftung (HUBNER, 1965) und experi-
menteller Stauungsleber (Davip et al., 1965) vermutet wurde. In den spéteren
Vergiftungsstadien liegen die Vacuolen sowohl perinukledr, als auch in der
Nihe der Zelloberflache; héufig sind sie vom Disséschen Raum nur durch eine
wenige my. breite Cytoplasmabriicke getrennt. Obwohl eine direkte Verbindung
zwischen Vacuolen und Disséschem Raum am untersuchten Material nicht
nachgewiesen werden konnte, mufl man eine solche annehmen, da das Auftreten

T
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Abb. 1. Leberzelle der Maus 20 min nach Phalloidininjektion. Erweiterung der Zisternen des

rauhen (reR) und glatten (geR) endoplasmatischen Reticulums mit Bildung kleiner Vacuolen

(V,—7V,). deren Wand (V,, V;) zum Teil mit Ribosomen besetzt ist. Mitochondrien (M) nicht

verandert. Rauhes endoplasmatisches Reticulum in der Umgebung des Mitochondriums (M)
nicht erweitert. Mb Microbody. (242/65). 31000:1
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Abb. 2. Leberzelle der Maus 30 min nach Phalloidininjektion. Drei groBe, durch diinne Septen

(S) getrennte Vacuolen (V,—V,) mit feinnetzigem Inhalt in einem Glykogenhaltigen (GV)

Abschnitt der Zelle. Fingerférmige Ausstillpungen der Vacuolenmembran (}) zum Teil in

enger Nachbarschaft zu Anschnitten des glatten Reticulums (geR), das stellenweise erweitert

(Vy) ist. (220/65). 27000:1. Einsatz: Die ~65 A dicke Membran (}) einer Vacuole (V)
erscheint stellenweise dreischichtig. (198/65). 200000: 1
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Abb. 3. Leberzelle der Maus 30 min nach Phalloidininjektion. Konvexe Vorbuchtung des
Cytoplasmaseptums (S) von der Vacuole mit dichterem Inhalt (V,) gegen die Vacuole mit
lockerem Inhalt (V,). (1531/64). 13000:1

Abb. 4. Leberzelle der Maus 90 min nach Phalloidininjektion. Ausschnitt aus bandartigem
Material im Vacuoleninhalt mit der fiir Fibrin typischen Hauptperiode von ~210 A. (442/65).
150000:1

von Fibrin in den Vacuolen ohne Verbindung zur Blutbahn nicht erklart werden
kénnte.

30 min nach Phalloidingabe treten autolytische Vacuolen (Abb. 5) [Cytolyso-
men (Novigorr, 1960); fokale Cytoplasmadegradation (Hrusax et al., 1963)]
auf, die in den Leberzellen der Kontrolltiere nicht gefunden wurden. Anfanglich
unverdnderte oder nur leicht verdichtete Organellen des Cytoplasmas, wie Mito-
chondrien und endoplasmatisches Reticulum, sind durch eine Membran allseitig
vom Rest des Cytoplasmas sequestriert. Die Bildung dieser Membran 148t sich
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Abb. 5. Ausschnitt aus zwei Leberzellen der Maus 30 min nach Phalloidininjektion. Zell-
membran (Z) in Bildmitte zum Teil tangential geschnitten. In der unteren Zelle eine auto-
lytische Vacuole (aV), in der ein Mitochondrium und rauhes endoplasmatisches Reticulum
sequestriert sind. Links davon ein Lysosom (). In der oberen Zelle ist ein kleiner Cytoplasma-
bereich (C) durch eine gepaarte Isolierungsmembran (||) vollstindig umfaBt (vgl. Aus-
schnitt rechts unten). Dariiber ein Areal mit Mitochondrium (M) und rauhem endoplasmati-
schem Reticulum, das durch eine Membran () zum Teil isoliert ist. Mb Microbody. (232/65).
29000:1; Ausschnitt 55000:1

am untersuchten Material nicht eindeutig klaren. Nach Lockr und Corrins (1965)
erfolgt die Sequestrierung durch zwei gepaarte ans den Golgi- (oder Reticulum %)
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Membranen gebildete ,Isolierungsmembranen®, von denen die innere spéter
zugrunde geht (Abb. 5, Ausschnitt).

In der Umgebung autolytischer Vacuolen finden sich im Cytoplasma verein-
zelt kleine Zerfallsherde, die morphologisch als Colliquationsnekrosen zu bezeich-
nen wiren. Blaschenférmige Fragmente des Reticulums und freie Ribosomen liegen
innerhalb eines aufgehellten, feinnetzigen Cytoplasmabereiches, der teils ohne
deutliche Grenze in normal strukturiertes Cytoplasma iibergeht, teils durch eine
Membran begrenzt wird (Abb. 6).

Die in normalen Lebern regelméflig vorkommenden peribilidren Korper, in
denen histochemisch saure Phosphatase (Hort und Hrcks, 1961) und eine saure,
gegen E 600 (Didthyl-p-nitro-phenylphosphat) resistente Esterase (MLLER, 1964)
nachgewiesen wurden und die daher als (sekundére) Lysosomen aufgefalt werden,
sind nach Phalloidinvergiftung morphologisch nicht verdndert oder vermehrt und
zeigen keine bevorzugte Lage in der Umgebung der Nekrosherde oder der auto-
lytischen Vacuolen. Es ergibt sich kein Hinweis, dal3 die Cytoplasmanekrosen
oder die Bildung autolytischer Vacuolen durch ein Freiwerden von Hydrolasen
aus peribiliiren Lysosomen eingeleitet werden. Die morphologisch und bioche-
misch von den Lysosmen zu unterscheidenden Microbodies (D DuvE und Baub-
HUIN, 1966) sind wihrend der Versuchsdauer nicht verdndert.

Die Zabl der Glykogenpartikel schwindet mit zunehmender Dauer der Ver-
giftung in denjenigen Zellen, in denen Vacuolen oder Nekrosen aufgetreten sind;
es finden sich aber noch 90 min nach Phalloidingabe Leberzellen mit kaum ge-
storter Feinstruktur, die reichlich Glykogen enthalten.

Die Mitochondrien bleiben wihrend der ganzen Versuchsdauer morphologisch
unverdndert; auch in schwer vacuolisierten Leberzellen ist die Matrix von gleich-
méBiger Dichte und die Anordnung der Cristae regelrecht.

Die intercelluldren Gallenkapillaren sind in den frithen Vergiftungsstadien von
normaler Weite und weisen zahlreiche Microvilli auf; in den spéteren Stadien
sind sie unter Schwund der Microvilli zum Teil betrdchtlich erweitert. Einige
Vacuolen sind in erweiterte Gallenkapillaren eingebrochen. Die Zellverbindungen
(junctional complexes, FaArRQuHAR und Parapr, 1963) bleiben jedoch stets intakt
und der Intercellularspalt jenseits der Zonula occludens eng.

Die Zisternen des Golgi-Apparates bleiben im allgemeinen eng, auch in der
Nihe von Vacuolen, und enthalten, wie in den Kontrollen, z.T. dichteres, fein-
flockiges Material.

Der Dissésche Raum bleibt schmal; die in ihn hineinragenden Microvilli der
Leberzellen sind nur verstrichen, wenn eine Vacuole nahe der Zellmembran liegt.

Eine Vermehrung von Fettropfen wurde nicht beobachtet. Die Struktur des
Kernes und Nucleolus bleibt unverdndert.

2. Rattenleber
a) Durchstromung ohne Phalloidin
Die Feinstruktur der Leberzellen wird wihrend der Blinddurchstrémung nur
wenig verdndert. Die Zisternen des glatten und rauhen endoplasmatischen Re-
ticulums und die perinucledre Zisterne werden mit zunehmender Dauer der Durch-
stromung weiter (Abb. 7). Die Erweiterung betrifft zuerst das rauhwandige Re-
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Abb. 6. Leberzelle der Maus 30 min nach Phalloidininjektion. Eine autolytische Vacuole
(@V) mit sequestriertem Mitochondrium und rauhem endoplasmatischem Reticulum ist von
einem aufgelockerten Cytoplasmahof umgeben, der Ribosomen und Bldschen des Reticulums
enthilt und der nur stellenweise durch eine Membran (]) abgegrenzt ist. Rechts unten
Sequestrierung von rauhem endoplasmatischem Reticulum (reR). K Kern. (249/65). 31000:1

ticulum, wihrend das glattwandige im Bereich der glykogenbaltigen Bezirke
zundchst eng bleibt. Die Verdnderung ist anfinglich herdférmig und auf einzelne



92 F. Mizrer und O. WIELAND:

PR |

Abb. 7. Zelle der isolierten Rattenleber 30 min nach Beginn der Durchstromung (Blindver-

such ). Kern (K), Nucleolus (N), Mitochondrien (M) und Microbodies (Mb) nicht verdndert.

Perinucleéire Zisterne (pC) und Zisternen des rauhen (reR) und teilweise des glatten (geR)
Reticulums im Bereich Glykogen-haltiger (G7) Areale erweitert. (836/65). 22000:1

Zellen beschrinkt, hat aber 90 min nach Beginn der Durchstromung alle Leber-
zellen erfallt. Die Disséschen Réume und der Intercellularspalt bleiben eng, die
intercelluldren Gallenkapillaren sind nicht erweitert und ihre Microvilli erhalten.
Die peribilidren Lysosomen sind nicht verdndert. 30 min nach Anlaufen der Durch-
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Abb. 8. Ausschnitt aus zwei Zellen der isolierten Rattenleber 30 min nach Beginn der Durch-

stromung und 10 min nach Phalloidinzusatz. 4 p. grofe Vacuole (V) mit welliger Membran

und erweiterten Cisternen des Reticulums (}) in der Umgebung. Mitochondrien (M), Lyso-

somen (L), Microbody (Mb) und Kern (X) nicht verindert. Langs getroffene Gallencapillare
(G} mit deutlichen Microvilli. {733/65). 20000:1

stromung treten vereinzelt autolytische Vacuolen auf, die Mitochondrien und
Teile des endoplasmatischen Reticulums sequestrieren. Das Glykogen bleibt er-
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halten, die Lipoidtropfen sind nicht vermehrt. Die Mitochondrien sind kaum ver-
andert (Abb. 7); nach langerer Durchstromung finden sich vereinzelte fleckige Auf-
hellungen der Matrix und eine geringe Erweiterung des intracristalen Raumes. Die
Kernstruktur bleibt unverdndert. Es treten keine Vacuolen im Cytoplasma auf.

b) Durchstromung nach Zusatz von 20 mg Phalloidin zum Perfusat

Die Verdnderungen entsprechen denen an der Mausleber nach subcutaner
Injektion. 10 min nach Phalloidinzusatz treten vereinzelt 0,5—4 p. groBe, von

Abb. 9. Isolierte Rattenleber 30 min nach Beginn der Durchstrémung und 90 min nach
Phalloidinzusatz. Semidiinner Eponschnitt. Grobe Vacuolisierung der Leberzellen (25/63—4).
800:1

einer Membran allseits umschlossene Vacuolen auf, deren Entstehung aus kon-
fluierenden Blédschen des endoplasmatischen Reticulums wahrscheinlich ist
(Abb. 8). Aus der oft zipfelformigen Begrenzung und aus der engen Beziehung
der Vacuolenmembran zu Bldschen des endoplasmatischen Reticulums kann ver-
mutet werden, dall die Vacuolenmembran durch Einbeziehung von Membranen
des endoplasmatischen Retficulum wéchst. Der iiberwiegende Teil der Leberzellen
bleibt, bis auf die préparationsbedingte leichte Erweiterung der Zisternen des
endoplasmatischen Reticulum (s. 0.), unverdndert. Anzahl und Grofle der Va-
cuolen nehmen mit der Dauer der Vergiftung zu (Abb. 9); 100 min nach Giftzu-
satz erreichen sie Durchmesser bis 15 w, doch bleibt ihre Zahl geringer als in der
subcutan vergifteten Mausleber und mehrfach gekammerte Vacuolensysteme
treten nicht auf. Als Inhalt findet sich feinflockiges Material und in den Spat-
stadien feine Fasern von Fibrin. Kleinere Nekroseherde sieht man erstmalig
30 min nach Phalloidinzusatz. Autolytische Vacuolen sind ab diesem Zeitpunkt
im Vergleich zur blinddurchstrémten Leber ebenfalls héufiger und erreichen
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Durchmesser bis zu 3 y; einige enthalten bis zu 3 Mitochondrien neben endo-
plasmatischem Reticulum und Glykogenpartikeln (Abb. 10). Die Microbodies sind
nicht verdndert. Das Glykogen schwindet nur geringgradig. An den Mitochondrien
{Abb. 10) treten auch 100 min nach Phalloidinzusatz keine anderen morpholo-
gischen Verdnderungen auf, als sie bei der Blinddurchstrémung angetroffen wurden.

Abb. 10. Zelle der isolierten Rattenleber 30 min nach Beginn der Durchstromung und 100 min
nach Phalloidinzusatz. Eine groBe autolytische Vacuole enthilt drei Mitochondrien, rauhes und
glattes endoplasmatisches Reticulum und Glykogenpartikel. (794/65). 19000:1

Diskussion

Die experimentelle Phalloidinvergiftung setzt eine Kette von Symptomen in
Gang, die schlieBlich unter dem Zeichen der hdmorrhagischen Leberdystrophie
zum Tode fithrt. Beziiglich der Einzelheiten der vielfdltigen Vergiftungserschei-
nungen, die im Laufe der Jahre mit biochemischen Methoden, vor allem bei
Ratten und Méusen, aufgedeckt wurden, sei auf zusammenfassende Darstellungen
verwiesen (T. WiELAnD und O. Wigranp, 1959; O. WirLanp, 1965). Was den
primaren Angriffspunkt der Toxine betrifft, so deutet einiges darauf hin, daf sie
sich in erster Linie gegen Strukturen des endoplasmatischen Reticulums der
Leber richten. So fand man bei Versuchen mit radioaktiv markiertem Phalloidin
eine besonders starke Bindung des Giftstoffes an die Lebermicrosomen (REH-
BINDER et al. (1963). Versuche mit Lebermicrosomen phalloidinvergifteter Ratten
hatten eine Hemmung der Proteinsynthese erkennen lassen (v. . DECKEN et al.,
1960). Auch morphologisch waren schon mit dem Lichtmikroskop auffallende va-
cuoldre Verdnderungen des Lebercytoplasmas beobachtet worden (MaTSCHINSKY
et al., 1960).

Die fettfreien Vacuolen scheinen aus einer Erweiterung des endoplasmatischen
Reticulums hervorzugehen. Eine eindeutige Klirung des Ablaufes der Vacuolen-
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bildung war auch in den Frihstadien der Vergiftung nicht moglich, weil die Ver-
anderungen nicht in allen Zellen synchron auftreten und weil geringe Erweite-
rungen des endoplasmatischen Reticulums nicht mit Sicherheit als Vorstufen der
Vacuolisierung angesprochen werden diirfen; sie konnten auch durch é6rtlich
unterschiedliche Folgen der Fixierung bedingt sein.

Die Vacuolenmembran zeigt den dreischichtigen Bau einer Elementarmembran
und hat die gleiche Dicke (~65 A) wie die Membranen des endoplasmatischen
Reticulums (S10sTRAND, 1963; Yamamoro, 1963); dieser Befund und die ge-
schilderten zipfelférmigen Ausbuchtungen sprechen immerhin fiir eine Herkunft
und ein Wachstum der Vacuolenmembran aus den Membranen des endoplasma-
tischen Reticulums. Die feinflockige Beschaffenheit des Inhaltes weist auf das
Vorhandensein einer eiweilireichen Flissigkeit in den Vacuolen hin; fixiertes
Blutplasma zeigt den gleichen Aspekt. Das Auftreten von Fibrin in den spéteren
Vergiftungsstadien deutet auf eine sekundére Verbindung der Vacuolensysteme
mit der Blutbahn hin. Fibrin wurde in Vacuolen von Leberzellen auch nach
nekrogener Didt (SvoBopa et al., 1963), nach Allylformiat — (Harxwi, 1964)
und Allylalkoholvergiftung (HUBNER, 1965) und bei experimenteller Stauung
(Davip et al., 1965) gefunden.

Eine Erweiterung des endoplasmatischen Reticulums und eine Vacuolisierung des Cyto-
plasmas wurde nach experimentellen Schidigungen des Leberparenchyms beobachtet, z. B.
nach zeitweiliger (HOBNER und BERNHARD, 1961) oder vollstindiger (MERKER et al., 1964)
Unterbrechung des Kreislaufes, nach Drosselung der Lebervenen (Davip et al., 1865), nach
Tetrachlorkohlenstoffvergiftung (OBERLING und RouiLLEr, 1956; REvNoLps, 1963b; AsH-
WORTH et al., 1963), nach Vergiftung mit Diphtherietoxin (CAESAR und RaPaPorT, 1963) oder
mit Blausiure, Malonséiure und Dinitrophenol (Mé1LBERT, 1957), nach Sauerstoffmangel
(MéreERT und GUERRITORE, 1957; HaNzow, 1960), nach lingerdauernder Autolyse in vivo
(Camsar, 1961) nach Allylformiat- (HamwNI, 1964) und Allylalkoholvergiftung (HUBNER,
1965). Die Erweiterung des endoplasmatischen Reticulums und das Auftreten von Vacuolen
wird von vielen der genannten Autoren als erste morphologisch erfallbare Verinderung ge-
schildert; das endoplasmatische Reticulum reagiert demnach sehr empfindlich, doch morpho-
logisch monoton auf vielfiltige Schidigungen des Stoffwechsels.

Autolytische Vacuolen sind eine Sonderform der unter dem Lysosomenbegriff
zusammengefalten Zellorganellen (Mmrer und Pavapz, 1964; pe Duve und
WaTTiaUx, 1966); ihr Auftreten zeigt an, daBl umschriebene Cytoplasmabereiche
verdaut werden. Der Abbau der in diesen Vacuolen sequestrierten Cytoplasma-
bestandteile spiegelt sich morphologisch in einem Verlust ihrer Struktur, meist
unter zunehmender Verdichtung, und im Auftreten von Myelinfiguren; er scheint
im allgemeinen mit der Bildung vielgestaltiger, dichter Restkorper zu enden
(MizLER und ParaDE, 1964). Das Auftreten von Cytoplasmanekrosen in der Um-
gebung autolytischer Vacuolen kénnte darauf hindeuten, dal die Vacuolen-
membran den Austritt von Hydrolasen aus den autolytischen Vacuolen am Phal-
loidin-vergifteten Tier nicht immer verhindert. Auch das Auftreten autolytischer
Vacuolen ist als eine unspezifische Antwort der Zelle auf eine Vielzahl von Sché-
digungen zu werten.

Die Struktur des Kernes und der Mitochondrien bleibt wihrend der unter-

suchten Stadien der akuten Vergiftung morphologisch unverindert. Frume und
Lascrr (1965) beschrieben 15 min nach intraperitonealer Injektion von 500 vy
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Phalloidin bei der Ratte neben einer Erweiterung der Zisternen des endoplasma-
tischen Reticulums auch eine Schwellung der Mitochondrien ; letzteres kann weder
fiir die Maus noch fiir die Ratte bestdtigt werden. Hingegen fihrt «-Amanitin, die
langsam wirkende Komponente des Knollenblétterschwammes, zu priméren Ver-
dnderungen der Leberzellkerne mit Zerfall des Nucleolus (Frumr und LascHI,
1965).

Durch die vorliegenden Untersuchungen erfihrt die Vorstellung tber den vor-
wiegend mikrosomalen Angriffspunkt des Phalloidins eine morphologische Be-
statigung. Der kausale Mechanismus der Phalloidinwirkung bleibt jedoch weiter-
hin ungeklirt; die aufgedeckten Veranderungen sind unspezifisch. Angesichts der
tiefgreifenden Zerstorungen im QGefiige des endoplasmatischen Reticulums er-
scheint es bemerkenswert, dafl die Struktur der Mitochondrien bis in das fort-
geschrittene Vergiftungsstadium hinein unverdndert erhalten bleibt.

Das bisher am frithesten falbare Symptom der Phalloidin-Wirkung stellt das
Versiegen der Galleproduktion schon wenige Minuten nach Giftverabreichung dar
(MaTscHINSKY et al., 1960). Zum Verstdndnis dieses Effektes, der bei Perfusions-
versuchen an der isolierten Rattenleber entdeckt wurde, liefern die vorliegenden
Studien keine zusétzlichen Gesichtspunkte. In fritheren Arbeiten war die Moglich-
keit einer Entfesselung hydrolytischer Enzyme durch Phalloidin als Ursache der
Zerstorung der Leberstruktur diskutiert worden (MATSCHINSKY et al., 1960). Frim-
MER (1966) beobachtete neuerdings einen auffallenden Anstieg des Cathepsins und
der sauren Phosphatase, also lysosomaler Enzyme, im Perfusionsmedium bei
Durchstromung der isolierten Rattenleber mit Phalloidin. Die Vorstellung einer
allgemeinen Aktivierung der Liysosomen erfahrt durch die vorliegenden morpho-
logischen Untersuchungen keine Unterstiitzung. Die Vacuolisierung des Cyto-
plasmas erfolgt ohne erkennbare Beteiligung der Lysosomen. Das Auftreten von
Nekroseherden in der Umgebung autolytischer Vacuolen kénnte jedoch auf ein
Freiwerden von Hydrolasen aus den autolytischen Vacuolen nach Schidigung der
Vacuolenmembran hindeuten. Dieser Frage muBl durch histochemische Unter-
suchungen weiter nachgegangen werden.

Von besonderem Interesse erscheint die Beobachtung Fromz’s (1965), daB
neugeborene Ratten weniger stark gegen Phalloidin empfindlich sind, als aus-
gewachsene Tiere. In eigenen Versuchen konnten wir dies bestétigen und zeigen,
dafl 1—2 Wochen alte Ratten bis zum 80fachen der Phalloidinmenge, die beim
erwachsenen Tier zum Tode fithrt, tolerieren (O. WikLAND und Szarapos, 1966).
Die Phalloidintoleranz neugeborener Tiere wurde von Frovmg (1965) dahingehend
diskutiert, daf in diesem Entwicklungsstadium noch bestimmte mikrosomale
Enzyme fehlen, die das Phalloidin erst in den wirksamen Giftstoff umwandeln.
Damit stiinden auch Befunde in Einklang, wonach die Vorbehandlung erwachsener
Ratten mit Substanzen, die mikrosomale Enzyme schidigen, wie Alloxan (MaT-
SCHINSKY, 1959; VERNE et al., 1950), Thicacetamid (0. WIELAND und SzABADOS,
1966) und Na-Cinchophen (FLoersHEIM, 1966) zu einer Steigerung der Phalloidin-
vertraglichkeit fithrt. Umgekehrt haben Versuche, bei neugeborenen Ratten
durch Vorbehandlung mit Barbituraten mikrosomale Enzyme zu induzieren und
damit die Giftempfindlichkeit zu erhoéhen, bisher nicht zum Erfolg gefithrt
(SzABADOS, 1967).
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