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Electron Microscopic Studies o/Moase and Rat Hepatic 
Cells after Acute PhaUoidin Poisoning 

Summary. The fine structure of liver cells was investigated (a) in mice at time points 
between 10 and 90 rains 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 rains 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 lysosomcs 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. 

Zusammen/assung. Die Struktnr der Leberzellen wurde an der Maus nach subcutaner 
Injektion yon 10 Y Phalloidin/g K6rpergewicht und an der isolierten, durchstrSmten Leber 
yon t~atten nach Zusatz yon 20 mg Phalloidin zur PerfusionslSsung zu Zeitpunkten zwischen 
10 und 100 rain nach der Vergiftung elektronenmikroskopisch untersucht. 

Die Strukturver~nderungen sind in beiden Versuchsanordnungen gleieh. Die Vergiftung 
ffihrt fiber eine zunehmende Erweiterung der Zisternen des endoplasmatischen Reticulums 
zum Auftreten groBer, fettfreier, fibrinhaltiger Vacuolen, die schliel~lieh alle Leberzellen 
durchsetzen. Etwas sp~ter finden sich autolytische Vacuolen, in denen Cytoplasmabestand- 
teile eingeschlossen werden. In der Umgebung autolytischer Vacuolen treten herdfSrmige 
Cytoplasmanekrosen auf, die teilweise durch eine Membran abgegrenzt werden. Die Kern- 
und Mitochondrienstruktur bleibt intakt. 

Die Strukturver~nderungen sind nicht spezifisch ffir die Phalloidinwirkung. Die peribi- 
li~ren Lysosomen sind an der Vacuolisierung des endoplasmatisehen Reticulums nicht be- 
teiligt; umschriebene Cytoplasmanekrosen in der Umgebung autolytischer Vacuolen kSnnten 
jedoch durch einen Austritt yon Hydrolasen nach Seh~digung der Membran der autolytischen 
Vacuolen verursacht sein. 

Trotz umfangreicher  Beraf ihungen ist der prim/~re Wirkungsmechanismus  der 
hepa to t ropen  Giftstoffe des Knol lenbl~t te rschwammes (Araanita phalloides) 
noch immer  nicht  bekann~. Aus t ierexper imentel len Unte r suchungen  mi t  dem 
kristal l isierten Cyclopeptid Phal loidin  (T. WIELA~D und  SCHS~', 1955) ergaben 
sich Hinweise, dab sich der Angr i f fspunkt  des Toxins nicht  so sehr gegen die 
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K e r n e  und  Mitoehondr ien ,  sondern  v ie lmehr  auf das  Cy top lasma  der  Leberzel le  
r ich ter  (MATsCRI~S~u et  al., 1960). Versuehe mi t  r a d i o a k t i v  m a r k i e r t e m  35S- 
Pha l lo id in  zeigten,  dab  der  Gif ts toff  yon  den Lebermie rosomen  s ta rker  als yon  
den fibrigen Ze l lbes tandte i len  gebunden  wird (I~EItBrNDER et  al., 1963). Diese 
Beobaeh tung  in Verb indung  mi t  dem Nachweis  einer H e m m u n g  der  Pro te in-  
synthese  isol ier ter  Lebermie rosomen  pha l lo id inverg i f te te r  Tiere (v. D. DECKE~ et 
al., 1960) lenkte  die A u f m e r k s a m k e i t  wei ter  in die R ieh tung  des endop lasmat i sehen  
l~eticulums. Auf der  anderen  Seite wurde  an  die MSgliehkeit  einer Ak t iv i e rung  
lysosomaler  E n z y m e  als Pr inz ip  der  Gi f twi rkung gedaeht ,  woffir das  Auf t re ten  
yon  A u t o l y s e p r o d u k t e n  des Pur in-  und  Eiweigstoffwechsels  im Serum phal lo id in-  
verg i f te te r  Tiere einen exper imente l l en  A n h a l t s p u n k t  zu liefern semen (MAT- 
SCHI~S~Y und  WIELaND, 1960). Die vor l iegende Arbe i t  wurde  mi t  dem Ziel 
un t e rnommen ,  un t e r  E insa tz  der  E lek t ronenmikroskop ie  weitere  Aufschlfisse 
fiber den  p r imgren  Ort  der  Gi f twi rkung zu gewinnen. ~ b e r  einen Teil der  im 
folgenden ausffihrl ich besehr iebenen Ergebnisse  is t  sehon kurz  in anderem Zu- 
s ammenhang  be r ieh te t  worden (0.  WIELAND, 1964). Inzwisehen  liegen aueh 
e lek t ronenmikroskopisehe  Un te r suehungen  andere r  A u to re n  bei exper imente l le r  
Phal lo id in-  und  Aman i t i nve rg i f t ung  vor  ( F I ~ E  und  LASCHI, 1965). 

Mater ial  und Methoden 
Die Versache wurden an M~usen and an der isolierten, durchstr6mten Leber yon Ratten 

vorgenommen. 
Ffinf weigen M~asen wurden in Athernarkose kleine Stficke aus dem rechten Leberlappen 

10, 20, 30, 50 and 90 min nach Injektion yon i0 y PMlloidin 1 pro Gramm K6rpergewieht 
entnommen; mehrere unbehandelte Tiere dienten Ms Kontrolle. 

Die isolierte Leber yon I~atten wurde im rezirkulierenden System yon der Vena portae 
aus mit einer Aufsehwemmung gewasebener gindererythrocyten in albuminhaltiger Tyrode- 
16sung perfundiert. Die Preparation und exioerimentelle Anordnung ist an anderer Stelle 
ausffihrlich besehrieben (MATseHI~SKY and WIELA~D, 1960). Gewebsproben aus dem reehten 
Leberlappen wurden 30 rain n&eh Anlaufen der Durehstr6mung, sowie I0, 30 und 60 rain 
naeh der ersten Excision entnommen. 

In einem weiteren Versueh wurden Gewebsproben aus dem reehten Leberlappen 30 rain 
naeh Anlaufen der Durehstr6mung sowie 10, 20, 30, 40, 60 und 100 min naeh Zusatz yon 
20 mg Phalloidin in physiologischer Koehsalz-L6sung entnommen. 

Die Gewebsproben wurden in eiskaltem 1% Osmiumtetroxyd in 0,1 M Natriumphosphat- 
Puffer, pH 7,4, 2 Std fixiert, fiber ~tMnol entw~ssert und fiber Proloylenoxyd in Epon 812 
(LuFT, 1961) eingebettet. 0,5 ~z dicke Sehnitte ffir liehtoptisehe Untersuehungen warden mit 
0,i% alkMischem Toluidinblau (TRvMP et al., 1961) gefgrbt. Dfinnsehnitte wurden auf 
einem LKB-Ultrotom mit Di~mantmessern gesehnitten, auf befilmte (Kollodium und Kohle) 
oder unbefilmte Kupfernetze aufgef~ngen, 10--30 rain mit 2 % w~grigem Uranylaeetat und 
ansehlie•end 5--10 rain mit Bleieitrat (REu 1963a) kontrastiert und in einem Siemens 
Elmiskop I (80 KV, 50 ~z Molybdgn-Objektiv-Aperturblenden) untersucht. 

Von jedem Versuch warden 3--5 B16cke, insgesamt 46, geschnitten; fiber 2000 Aufnahmen 
wurden ausgewertet. 

Ergebnisse 
7. Mausleber 

I n  ~ b e r e i n s t i m m u n g  mi t  frf iheren Beobach tungen  (MATSC~IINSKu et al., 1960) 
t r i t t  bei  aku t e r  Pha l lo id inverg i f tung  eine zunehmende  Vaeuol is ierung des Cyto-  

1 Herrn Prof. Dr. T~EODO~ WlELAND, Frankfurt, danken wir fiir die 17berlassung von 
kristallisiertem Phalloidin. 
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plasmas der Leberzellen auf. Die Vaeuolen erseheinen zuerst an der Lgppehen- 
peripherie in einzelnen Zellen und erfassen mit zunehmender Dauer der Gift- 
wirkung unter Fortsehreiten gegen das Lgppehenzentrum alle Zellen des Lgpp- 
ehens; sehlieglieh kommt es zu einer weitgehenden ZerstSrnng des Zellgefiiges mit 
Auftreten yon umfangreiehen Blutungen. Der Inhalt der Vaeuolen is~ fettfrei 
(MATsCRINSXY et al., 1960) und nieht oder nur sehwaeh mit Toluidinblau 
anfgrbbar. 

10 min naeh Phalloidingabe ist die Feinstruktur der Leberzellen gegeniiber 
den Kontrollen nieht ver/~ndert. Die ersten Abweiehnngen yore normalen Ban 
betreffen das endoplasmatisehe Retieulum und sind 20--30 rain naeh Phalloidin- 
gabe, aber nicht synehron in allen Leberzellen, festzustellen. Die Cisternen des 
ranhen nnd glatten endoplasmatisehen Retieulum sind unregelmgl3ig erweitert, 
so dab stellenweise kleine, bis 0,5 ~ groBe Vaeuolen entstehen (Abb. 1). Das Glyko- 
gen ist zu diesem Zeitpunkt deutlieh verringert. 30 rain naeh Phalloidingabe tre- 
ten bereits 3--7 ~ groBe, z.T. nahe aneinander liegende und dutch eine sehmale, 
oft nur 30 m~ dieke Cytoplasmabr/ieke getrennte oder gekammerte Vaeuolen 
(Abb. 2) auf. Die begrenzende, im Mittel ~ 6 5  A dieke Membran ist nieht yon 
Ribosomen besetzt und zeigt stellenweise einen dreisehiehtigen Ban mit einer 
mittleren hellen Sehieht und zwei gugeren dunklen Sehiehten (Abb. 2, Einsatz). 
Die Membran verl/iuft wellig und zeigt vielfaehe, fingerfSrmige, gegen das um- 
gebende Cy~oplasma geriehtete Anssttilpungen, in deren Naehbarsehaft bl/isehen- 
fSrmige Ansehnitte des rauhen oder glatten endoplasmatischen Retieulums 
liegen (Abb. 2). Daraus entsteht der Eindruek, als ob die Vaeuolenmembran dureh 
Einbeziehung yon Teilen des endoplasmatisehen Reticulums an Umfang zun/thme. 

Der Inhalt  der Vaeuolen ist feinfloekig, aber yon weehselnder Diehte. Wenn 
eine Vacuole mit diehterem Inhalt dureh ein Cytoplasmaseptum yon einer solehen 
mit loekerem Inhalt  getrennt wird, so ist die Trennwand immer konvex gegen die 
Vacuole mit dem loekeren Inhalt vorgebnehtet (Abb. 3). Daraus kann man 
sehlieBen, dag der Druek in Vaeuolen mit diehterem Inhalt  h6her ist als in 
Vaeuolen mit loekerem Inhalt. Naeh Ruptnr  der Cytoplasmasepten entstehen 
groBe, gekammerte Vaeuolensysteme, die in den spgteren Stadien (50 nnd 90 rain 
naeh Phalloidingabe) die meisten Leberzellen sehwammartig durehsetzen. 

In den spgteren Vergiftungsstadien, ab 30 rain, treten im Vaeuoleninhalt in 
steigendem Mage bandartige Ziige eines elektronendiehten Materials auf, die bei 
entsprechender Lage zur Sehnittebene eine deutliehe t tauptperiode yon ~-~210A 
zeigen (Abb. 4) und die daher Fibrin darstellen. 

Eine bevorzugte Lage der Vaeuolen innerhalb der Leberzelle lggt sieh in den 
Frfihstadien der Vergiftung nieht feststellen. Es ergab sieh kein Anhaltspunkt 
ffir eine Bildnng der Vaeuolenmembran aus der Zellmembran, wie dies bei 
tIypoxie (tIANzO~r 1960), Allylalkoholvergiftung (H~BNER, 1965) und experi- 
menteller Stauungsleber (DAVID et al., 1965) vermutet  wurde. In den spgteren 
Vergiftnngsstadien liegen die Vaeuolen sowohl perinuklegr, als aueh in der 
Nghe der Zelloberflgehe; h/iufig sind sie vom Diss6sehen Raum nut dutch eine 
wenige m~ breite Cytoplasmabriieke getrennt. Obwohl eine direkte Verbindung 
zwisehen Vaeuolen und Diss6sehem I~aum am untersuehten Material nieht 
nachgewiesen werden konnte, mug man eine solehe annehmen, da das Auftreten 

7* 
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Abb. 1. Leberzelle der Maus 20 min nach Phalloidininjektion. Erweiterung der Zisternen des 
rauhen (reR) nnd glatten (geR) endoplasmatisehen Retieulums mit Bfldung kleiner Vacuolen 
(V1--V3), deren Wand (V2, Vs) zum Teil mit l~ibosomen besetzt ist. Mitoehondrien (M) nieht 
ver~ndert, gauhes endopl~smatisehes P~etieulum in der Umgebung des Mitoehonch'iums (M) 

nicht erweitert. Mb Microbody. (2zt2/65). 31000:1 
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Abb. 2. Leberzelle der Maus 30 rain nach Phalloidininjektion. Drei groge, dutch diinne Septen 
(S) getrennte Vacuolen (Vj--Va) mit feinnetzigem Inhalt  in ehlem Glykogenhaltigen (Gl) 
Abschnitt der Zelle. Fingerf6rmige Aussttilpungen der Vacuolenmembran (J/) zum Tell in 
enger Nachbarsehaft zu Anschnit~en des glatten t~etieulums (geR), das stellenweise erweitert 
(Va) ist. (220/65). 27000:1. Einsatz: Die ~ 6 5  A dieke Melnbrom (~) einer Vacuole (V) 

erscheint stellenweise dreisehichtig. (198/65). 200000:1 
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Abb. 3. Leberzelle der Maus 30 rain nach Phalloidininjektion. Konvexe Vorbuchtung des 
Cytoplasmaseptums (S) yon der Vacuole mit dichterem Inhalt (V1) gegen die Vacuole mit 

lockerem Inhalt (V2). (1531/64). 13 000 : 1 

Abb. 4. Leberzelle der 1Kaus 90 min naeh Phalloidininjektion. Ausschnitt aus bandartigem 
Material im Vaeuoleninhalt mit der fiir Fibrin typisehen I-Iauptperiode yon ~210  A. (442/65). 

1 5 0 0 0 0  : 1 

von F i b r i n  in den Vaeuolen ohne Verb indung  zur B l u t b a h n  n ieh t  erkl~r t  werden 
k6nnte .  

30 min  naeh  Pha l lo id ingabe  t r e ten  au to ly t i sche  Vacuolen (Abb. 5) [Cytolyso- 
men  (NovIKoFr ,  1960); fokale Cy top l a smadeg rada t i on  (tII~uBA~ et al., 1963)] 
auf, die in den Leberzel len  der  Kont ro l l t i e re  n ieh t  gefunden wurden.  Anf/~nglieh 
unvergnder t e  oder  nur  le ieht  ve rd ieh te te  Organel len des Cytoplasmas ,  wie Mito- 
ehondr ien  und  endoplasmat i sehes  Re t i eu lum,  s ind dureh  eine Membran  allseit ig 
vom Res t  des Cytop lasmas  sequestrier~. Die Bi ldung dieser Membran  1/tBt sieh 
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Abb. 5. Ausschnit~ aus zwei Leberzellen der Maus 30 rain nach Phalloidininjektion. Zell- 
membran (Z) in BildmiLte zum Teil ~ungentiul geschnitten. In der unteren Zelle eine auto- 
lytische Vacuole (aV), in der ein Mitochondrium und rauhes endoplusmatisches ]~eticulum 
sequestriert sind. Links davon ein Lysosom (L). In der oberen Zelle ist ein kleiner Cytoplasm~- 
bereich (C) durch eine gepaarte Isolierungsmembran (~) vollst~ndig umfaBt (vgl. Aus- 
schnitt rechts unten). Dar[iber ein Areal mit Mitochondrium (M) und rauhem endoplasmati- 
schem Retieulum, das durch eine Membran (~) zum Tell isoliert ist. Mb Miorobody. (232/65). 

29 000:1 ; Aussohnitt 55 000 : 1 

am un te r such ten  Material  n icht  eindentig klgren. Naeh LOCKE und  COLLINS (1965) 
erfolgt die Sequestr ierung durch zwei gepaarte aus den Golgi- (oder Ret icu lum ?) 
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Membranen gebildete ,,Isolierungsmembranen", von denen die innere spgter 
zugrunde geht (Abb. 5, Aussehnitt). 

In der Umgebung autolytischer Vacuolen finden sich im Cytoplasma verein- 
zelt kleine Zerfallsherde, die morphologisch als Colliquationsnekrosen zu bezeich- 
nen wgren. Bl~schenf6rmige Fragmente des l%eticulums und freie ]~ibosomen liegen 
innerhalb eines aufgehellten, feinnctzigen Cytoplasmabereiches, der tells ohne 
deutliche Grenze in normal strukturiertes Cytoplasma iibergeht, tells durch eine 
Membran begrenzt wird (Abb. 6). 

Die in normalen Lcbern regelmal~ig vorkommenden peribfli~ren K6rper, in 
denen histochemisch saure Phosphatase (HOLT und HICKS, 1961) und eine saure, 
gegen E 600 (Di~thyLp-nitro-phenylphosphat) resistente Esterase (MmL~,  1964) 
nachgewiesen wurden und die daher als (sekund~re) Lysosomen aufgefa~t werden, 
sind nach Phalloidinvergfftung morphologisch nicht ver~ndert oder vermehrt und 
zeigen keine bevorzugte Lage in der Umgebung der Nekrosherde oder der auto- 
lytischen Vaeuolen. Es ergibt sich kein Hinweis, dal~ die Cytoplasmanekrosen 
oder die Bildung autolytischer Vacuolen dureh ein Freiwerden yon Hydrolasen 
aus peribili&ren Lysosomen eingeleitet werden. Die morphologisch und bioche- 
misch von den Lysosmen zu unterscheidenden Microbodies (DE D~vE und BAUD- 
~vr~, 1966) sind w~hrend der Versuehsdauer nieht ver/indert. 

Die Zahl der Glykogenpartikel sehwindet mit zunehmendcr Dauer der Ver- 
gfftung in denjenigen Zellen, in denen Vacuolen oder Nekrosen aufgetreten sind; 
es finden sieh aber noch 90 rain nach Phalloidingabe Leberzellen mit kaum ge- 
st6rter Feinstruktur, die reichlich Glykogen enthalten. 

Die Mitochondrien bleiben w~hrend der ganzen Versuehsdauer morphologisch 
unver&ndert ; aueh in schwer vacuolisierten Leberzellen ist die Matrix yon gleich- 
m~Biger Diehte und die Anordnung der Cristae regelreeht. 

Die intercellul~ren Gallenkapillaren sind in den frfihen Vergiftungsstadien yon 
normaler Weite und weisen zahlreJehc Microvilli auf; in den sp&teren Stadien 
sind sie unter Schwund der Microvi]li zum Teil betr~chtlich erweitert. Einige 
Vacuolen sind in erweiterte Gallenkapillaren eingebroehen. Die Zellverbindungcn 
(junctional complexes, FAEQU~AR und PALADE, 1963) blciben jedoch stets intakt 
und der Intcrcellularspalt jenseits der Zonula occludens eng. 

Die Zisternen des Golgi-Apparates bleiben ha allgemeinen eng, auch in der 
N/ihe yon Vacuolen, und enthalten, wie in den Kontrol]en, z.T. dichteres, fein- 
flockiges Material. 

Der Diss6sche l~aum bleibt schmal; die in ihn hineinragenden Microvilli der 
Leberzellen sind nur verstrichen, wenn eine Vacuole nahe der Zellmembran liegt. 

Eine Vermehrung yon Fettropfen wurde nicht beobachtet. Die Struktur des 
Kernes und 5~ucleolus bleibt unver/indert. 

2. Rattenleber 

a) Durchstr6mung ohne Phalloidin 

Die Feinstruktur der Leberzellen wird w~hrend der BlinddurchstrSmung nur 
wenig ver~ndert. Die Zisternen des glatten und rauhen endoplasmatischen Re- 
tieulums und die perinucles Zisterne werden mit zunehmender Dauer der Durch- 
str6mung welter (Abb. 7). Die Erweiterung betrifft zuerst das rauhwandige Re- 
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Abb. 6. Leberzelle der Maus 30 rain nach Phalloidininiektion. Eine aufolyfische Vacuole 
(aV) mit scquestriertem 5~itochondrium und rauhem endoplasmatischem Reticu]um ist yon 
eincm aufgelockerten Cytoplasmahof umgeben, der Ribosomen und Bl&tschen des Reticulums 
enfh~lt und d e r n u r  stellenweise durch einc 1VJ[embran ({) ~bgegrcnzf ist. t~echts unten 
Sequestrierung yon rauhem endoplasmatischem ~et.iculum (reJ~). K Kern. (249/65). 31000:1 

t iculum,  w~thrend das gla t twandige im Bereich der glykogenhMtigen Bezirke 
zun/~chst eng bleibt.  Die Ver~nderung is~ anfi~nglich herdfSrmig und  auf einzelne 
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Abb. 7. Zelle der isolierten Rattenleber 30 rain n~ch Beginn der Durchstr6mung (Blindver- 
such ). Kern (K), Nucleolus (N), Mitochondrien (M) und Microbodies (Mb) nieht ver~ndert. 
Perinuclegre Zisterne (pC) and Zisternen des rauhen (reR) und teilweise des glatten (geR) 

Reticulums im Bereich Glykogen-haltiger (Gl) Areale erweitert. (836/65). 22000:1 

Zellen besehr/ inkt ,  h a t  aber  90 rain nach Beginn der  Durchs t r6mung  alle Leber-  
zellen erfagt .  Die Dissgschen I~/s und  der  In te ree l lu l a r spa l t  b le iben eng, die 
intereellul/~ren Gal lenkapi l la ren  sind n ieh t  erwei ter t  und  ihre Mierovil l i  erhal ten.  
Die per ibi l i~ren Lysosomen  sind n icht  ver/~ndert. 30 min  nach  Anlaufen  der  Dutch-  
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Abb. 8. Aussehnitt aus zwei Zellen der isolierten Ratten~eber 30 rain naeh Beginn der Durch- 
strSmung und 10 rain naeh PhMloidinzusatz. 4 B groge Vacuole (V) mit welliger ~Iembmn 
und erweiterten Cisternen des Retieulums (vF) in der Umgebung. Mitoehondrien (21//), Lyso- 
somen (L), Mierobody (Mb) und Kern (K) nieht ver~indert. LSmgs getroffene Galleneapillare 

(G) mit deutliehen gIierovilti. (733/65), 20000:1 

s t rSmung t re ten  vereinzel t  au to ly t i sehe  Vacuolen auf, die Mi tochondr ien  und 
Teile des endop lasmat i sehen  Re t i cu lums  sequestr ieren.  Das Glykogen  ble ib t  er- 
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halten, die Lipoidtropfen sind nicht vermehrt. Die Mitochondrien sind kaum ver- 
gndert (Abb. 7); nach ]/~ngerer DurchstrSmung linden sich vereinzelte fleckige Auf- 
he]lungen der Matrix und eine geringe Erweiterung des intracristalen Raumes. Die 
Kernstruktur bleibt unver/indert. Es treten keine Vacuolen im Cytoplasma auI. 

b) Durchstr5mung nach Zusatz von 20 mg Phalloidin zum Perfusat 

Die Veri~nderungen entsprechen denen an der Maus]eber nach subcutaner 
Injektion. 10 rain nach Phalloidinzusatz treten vereinzelt 0,5--4 ~ groi3e, yon 

Abb. 9. Isolierte Rattenleber 30 rain nach Beginn der DurchstrSmung und 90 min nach 
Phalloidinzusatz. Semidfinner Eponschnitt. Grobe Vacuolisierung der Leberzellen (25/63--4). 

800:1 

einer Membran allseits umschlossene Vacuolen auf, deren Entstehung aus kon- 
fluierenden Bls des endoplasmatischen Reticu]ums wahrscheinlich ist 
(Abb. 8). Aus der oft zipfelfSrmigen Begrenzung und aus der engen Beziehung 
der Vacuolenmembran zu Bli~schen des endoplasmatischen Reticulums kann ver- 
mutet werden, dab die Vacuolenmembran durch Einbeziehung yon Membranen 
des endoplasmatischen Reticulum w/tchst. Der/iberwiegende Teil der Leberze]len 
bleibt, bis auI die pr~parationsbedingte leichte Erweiterung der Zisternen des 
endoplasmatischen Reticulum (s. o.), unvergndert. Anzahl und GrSBe der Va- 
cuolen nehmen mit der Daner der Vergiftung zu (Abb. 9); 100 rain nach Giftzu- 
satz erreichen sie Durchmesser bis 15 ~, doch b]eibt ihre Zahl geringer als in der 
subcutan vergifteten Mausleber und mehrfach gekammerte Vacuolensysteme 
treten nicht auf. Als Inha]t finder sich feinflockiges Material und in den Sp/tt- 
stadien feine Fasern yon Fibrin. Kleinere Nekroseherde sieht man erstmalig 
30 min nach Phalloidinzusatz. Autolytische Vacuolen sind ab diesem Zeitpunkt 
im Vergleich zur blinddurchstrSmten Leber ebenfalls h/~ufiger und erreichen 
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Durehmesser bJs zu 3 ix; einige enthalten bis zu 3 Mitoehondrien neben endo- 
plasmatisehem Retieulum und Glykogenpartikeln (Abb. 10). Die Mierobodies sind 
nieht ver~ndert. Das Glykogen sehwindet nut  geringgradig. An den Mitochondrien 
(Abb. 10) treten auch 100 min nach Phalloidinzusatz keine anderen morpkolo- 
gisehen Vergnderungen auf, als sie bei der BlinddurehstrSmung angetroffen wurden. 

Abb. 10. Zelle der isolierten Ra~tenleber 30 min naeh Beginn der DurehstrSmung und 100 rain 
naeh Phalloidinzus~tz. Eine groge autolytische Vacuole enthglt drei Mitoehondrien, rauhes und 

glattes endoplasmatisehes Rel~ieulum und Glykogenpartikel. (794/65). 19000:1 

Diskussion 

Die experimentelle Phalloidinvergiftung setzt eine Ket te  von Symptomen in 
Gang, die sehlieglieh nnter dem Zeichen der hgmorrhagisehen Leberdystrophie 
zum Tode ffihrt. Bezfiglieh der Einzelheiten der vielfgltigen Vergiftungsersehei- 
nungen, die im Laufe der Jahre mit  bioehemisehen Methoden, vor allem bei 
l~atten und Mgusen, aufgedeckt wurden, sei auf znsammenfassende Darstellungen 
verwiesen (T. WIELAND und O. WIELA~D, 1959; O. WIELA~-D, 1965). Was den 
prim/~ren Angriffspunkt der Toxine betrifft, so deutet einiges darauf hin, dab sie 
sieh in erster Linie gegen Strukturen des endoplasmatisehen Retieulums der 
Leber riehgen. So fand man bei Versuehen mit  radioaktiv markiertem Phalloidin 
eine besonders starke Bindung des Giftstoffes an die Lebermierosomen (RE~I- 
BI~DER et al. (1963). Versuche mit Lebermierosomen phalloidinvergifteter g a t t e n  
bat ten eine Hemmung der Proteinsynthese erkennen lassen (v. D. DECKEN et al., 
I960). Aueh morphologiseh waren sehon mit dem Liehtmikroskop auffallende va- 
euol/~re Ver/~nderungen des Lebereytoplasmas beobaehtet  worden (MAssCHINSKY 
et al., 1960). 

Die fettfreien Vacuolen seheinen aus einer Erweiterung des endoplasmatisehen 
Retieulums hervorzugehen. Eine eindeutige Klgrung des Ablanfes der Vaeuolen- 
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bildung war auch in den Frtihstadien der Vergiftung nicht m6glieh, weil die Ver- 
~nderungen nieht in allen Zellen synehron auftreten und weil geringe Erweite- 
rungen des endoplasmatisehen Retieulums nieht mit  Sieherheit als Vorstufen der 
Vaeuolisierung angesproehen werden dfirfen; sie k6nnten aueh dutch 6rtlieh 
untersehiedliehe Folgen der Fixierung bedingt sein. 

Die Vaeuolenmembran zeigt den dreisehiehtigen Bau einer Elementarmembran 
und hat die gleiche Dieke ( ~ 6 5  A) wie die Membranen des endoplasmatisehen 
get ieulums (SJSsT~AND, 1963; u 1963); dieser  Befund und die ge- 
sehilderten zipfelf6rmigen Ausbuehtungen spreehen immerhin ffir eine Herkunft  
und ein Waehstnm der Vaeuolenmembran aus den Membranen des endoplasma- 
tisehen l~etieulums. Die feinfloekige Besehaffenheit des Inhaltes weist auf das 
Vorhandensein einer eiweil3reiehen F1/issigkeit in den Vaeuolen hin; fixiertes 
Blutplasma zeigt den gleiehen Aspekt. Das Auftreten yon Fibrin in den sp~teren 
Vergiftungsstadien deutet auf eine sekundgre Verbindung der Vaeuolensysteme 
mit der Blutbahn bin. Fibrin wurde in Vaeuolen yon Leberzellen aueh naeh 
nekrogener Di~t (SvoBODA et al., 1963), naeh Allylformiat - -  (ttAEX~I, 1964) 
und Allylalkoholvergiftnng (It~B~Eg, 1965) und bei experimenteller Stauung 
(DAVID et al., I965) gefunden. 

Eine Erweiterung des endoplasmatisehen Retieulums und eine Vacuolisierung des Cyto- 
plasmas wurde naeh experimentellen Sehgdigungen des Leberparenehyms beobaehtet, z.B. 
naeh zeitweiliger (I-Iti:a~ER und BER~gAgD, 1961) oder vollstgndiger (MER~ER et. al., 1964) 
UnterbreShung des Kreislaufes, naeh Drosselung der Lebervenen (DAVID et al., 1965), naeh 
Tetraehlorkohlenstoffvergiftung (OBE~LING und ROUILL~t~, 1956; REYNOLDS, 1963b; Asm 
WO~TI~ et al., 1963), naeh Vergiftung mit Diphtherietoxin (CA~sA~ und t~At"AfO~T, 1963) oder 
mit Blaus~ure, Malons~ture und Dinitrophenol (M6LBER% 1957), naeh Sauerstoffmangel 
(M6LB~RT und G u ~ I T o ~ ,  1957; I-IAszos, 1960), naeh l~ngerdauernder Autolyse in vivo 
(CAEsAr, 1961) naeh Allylformiat- (I-IA~NSCI, 19640 und AllylMkoholvergiftung (I-It~s.~, 
1965). Die Erweiterung des endoplasmatisehen I~etieulums and das Auftreten yon Vaeuolen 
wird yon vielen der genannten Autoren als erste morphologiseh erfal3bare Vergnderung ge- 
sehildert; das endoplasmatisehe Retieulum reagiert demnaeh sehr empfindlieh, doeh morpho- 
logiseh monoton auf vielfgJ~ige Sehgdigungen des Stoffweehsels. 

Autolytisehe Vaeuolen sind eine Sonderform der unter dem Lysosomenbegriff 
zusammengefaBten Zellorganellen (MILL~ und PA5ADS, 1964; D~ DVVE und 
WATT~AUX, 1966); ihr Auftreten zeigt an, dab umschriebene Cytoplasmabereiehe 
verdaut  werden. Der Abbau der in diesen Vaeuolen sequestrierten Cytoplasma- 
bestandteile spiegelt sieh morphologisch in einem Verlust ihrer Struk~ur, meist 
unter zunehmender Verdiehtung, und im Auftre~en yon Myelinfiguren ; er seheint 
im allgemeinen mit der Bildung vielgestaltiger, dichter t~estkSrper zu enden 
(M~LL~ und PASAD~, 1964). Das Auftreten von Cytoplasmanekrosen in der Um- 
gebung autolytiseher Vaeuolen k6nnte daranf hindeuten, dab die Vaeuolen- 
membran  den Austri t t  yon Hydrolasen aus den autolytisehen Vaeuolen am Phal- 
loidin-vergifteten Tier nieht immer verhindert. Aueh das Auftreten autolytiseher 
Vaeuolen ist als eine unspezifisehe Antwort der Zelle auf eine Vielzahl yon Sehii- 
digungen zu werten. 

Die Struktur des Kernes und der Mitoehondrien bleibt w/ihrend der unter- 
suehten Stadien der akuten Vergiftung morphologiseh unver/~ndert. F~s~t~ und 
LASC~ (1965) besehrieben 15 min naeh intraperi~onealer Injektion yon 500 
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Phalloidin bei der I{atte neben einer Erweiterung der Zisternen des endoplasma- 
tisehen t~etieulums aueh eine Sehwellung der Mitoehondrien ; letzteres kann weder 
ffir die Maus noeh ffir die Batte bests werden. Itingegen ffihrt a-Amanitin, die 
langsam wirkende Komponente des Knollenblgttersehwammes, zu prim~ren Ver- 
gnderungen der Leberzellkerne mit Zerfall des Nueleolus (FIuM~ und LASCHL 
1965). 

Dureh die vorliegenden Untersuehungen erf/~hrt die Vorstellung fiber den vor- 
wiegend mikrosomalen Angriffspunkt des Phalloidins eine morphologisehe Be- 
stgtigung. Der kausale Meehanismus der Phalloidinwirkung bleibt jedoeh weiter- 
hin ungekl~rt ; die aufgedeekten Ver~nderungen sind unspezifiseh. Angesiehts der 
tiefgreifenden ZerstSrungen im Geffige des endoplasmatisehen getieulums er- 
seheint es bemerkenswert, dab die Struktur der Mitoehondrien bis in das fort- 
gesehrittene Vergiftungsstadium hinein unver/~ndert erhalten bleibt. 

Das bisher am frfihesten faBbare Symptom der Phalloidin-Wirkung stellt das 
Versiegen der Galleproduktion sehon wenige Minuten naeh Giftverabreiehnng dar 
(MATsCmNSKY et al., 1960). Zum Verst/~ndnis dieses Effektes, der bei Perfusions- 
versuehen an der isolierten gattenleber entdeekt wurde, liefern die vorliegenden 
Studien keine zus/~tzliehen Gesiehtspunkte. In frfiheren Arbeiten war die M6glieh- 
keit einer Entfesselung hydrolytiseher Enzyme dutch Phalloidin als Ursaehe der 
Zerst6rnng der Leberstruktur diskutiert worden (MATsCm~SKY et al., 1960). FUlM- 
5I~ (1966) beobaehtete neuerdings einen auffallenden Anstieg des Cathepsins und 
der sauren Phosphatase, also lysosomaler Enzyme, im Perfusionsmedium bei 
Durehstr6mung der isolierten Rattenleber mit Phalloidin. Die Vorstellung einer 
allgemeinen Aktivierung der Lysosomen erf/~hrt dureh die vorliegenden morpho- 
logisehen Untersuehungen keine Unterstfitzung. Die Vaeuolisierung des Cyto- 
plasm.as erfolgt ohne erkennbare Beteiligung der Lysosomen. Das Auftreten von 
Nekroseherden in der Umgebung autolytiseher Vaeuolen k6nnte jedoeh auf ein 
Freiwerden yon Hydrolasen aus den autolytisehen Vaeuolen naeh Seh/~digung der 
Vaeuolenmembran hindeuten. Dieser Frage mug dureh histoehemisehe Unter- 
suehungen weiter naehgegangen werden. 

Von besonderem Interesse erseheint die Beobaehtung FIUME's (1965), dab 
neugeborene Batten weniger stark gegen Phalloidin empfindlieh sind, als aus- 
gewaehsene Tiere. In eigenen Versuehen konnten wit dies best/~tigen und zeigen, 
dab 1--2 Woehen alte Batten bis zum 80faehen der PhMloidinmenge, die beim 
erwaehsenen Tier zum Tode ffihrt, tolerieren (0. WIELA~D und SZABADOS, 1966). 
Die Phal]oidintoleranz neugeborener Tiere wurde yon FIUM~ (1965) dahingehend 
diskutiert, dab in diesem Entwieklungsstadium noeh bestimmte mikrosomale 
Enzyme fehlen, die das PhMloidin erst in den wirksamen Giftstoff umwandeln. 
Damit stfinden aueh Befunde in Einklang, wonaeh die Vorbehandlung erwaehsener 
Batten mit Substanzen, die mikrosomale Enzyme seh/~digen, wie Alloxan (MAT- 
SCHI~SXY, 1959; V]SUS~E et M., 1950), Thioaeetamid (O. WI~LA~D und SZABADOS, 
1966) und Na-Cinehophen (FLo~RS~EIM, 1966) ZU einer Steigernng der Phalloidin- 
vertr~gliehkeit fiihrt. Umgekehrt haben Versuehe, bei neugeborenen Batten 
dureh Vorbehandlung mit Barbituraten mikrosomale Enzyme zu induzieren und 
damit die Giftempfindliehkeit zu erh6hen, bisher nieht zum Erfolg geffihrt 
(SzABADOS, 1967). 
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