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(Eingegangen am 30. April 1962)

Der Tetrachlorkohlenstoff (CCl,) ist eine der stirksten lebertoxisch wirkenden
Substanzen. Die vielfaltige technische Verwendong des CCl, hat schon frith-
zeitig das Interesse auf den Mechanismus dieser Vergiftung gelenkt. Heute wird
diese Substanz geradezu routinemifliig zur Erzeugung experimenteller Leber-
schiden bis zur Entstehung einer Cirrhose angewandt. Trotz zahlreicher ent-
sprechender Verdffentlichungen kann aber die Pathogenese der CCly-Vergiftung
noch nicht als geklirt gelten. Vor allem ist dies wohl darauf zurickzufithren,
daB die bisherigen Untersucher allzn nnterschiedliche Versuchsbedingnngen wéhl-
ten — vor allem hinsichtlich der Applikationsart und der Dosis — und auch sehr
verschiedene Untersuchungsmethoden anwandten — besonders hinsichtlich des
Zeitpunktes der Untersuchung nach der Applikation.

Smmox und BENExE haben kiirzlich an unserem Institut neuartige histo-
morphologische und histochemische Befunde beim akuten CCl,-Sehaden der
Rattenleber erhoben. Sie benutzten dabel eine bisher kaum angewandte Appli-
kationsart: Hine portale Verabreichung durch. Injektion in die Milz. AuBerdem
untersuchten sie einen Teil der Lebern bereits nach der kurzen Zeit von 1 min
und weniger. Die vorliegende Arbeit kniipft an diese Untersuchungen an und
soll der Klirung folgender Fragen dienen:

1. Was leistet die Fluoreszenzmikroskopie, ingbesondere die Acridinorange-
Fluorachromierung bei der Diaghose der ersten Leberverinderungen nack U0,
Schidigung ?

2. Konnen aus der Art.der beobachteten Fluoreszenzéinderungen Riickschliisse
auf den pathogenetischen Mechanismus der CCl,-Schadigung gezogen werden ?

Es wurden dabei ebenfalls die bisher kaum untersnchte portale Verabreichung
des CCl, in Verbindung mit kurzen Einwirkungszeiten gewahlt, da diese Methode
besonders geeignet erscheint, dem Wirkungsmechanistaus des CCl; ndherzu-
kommen,

Material und Methodik

Die Untersuchungen erfolgten an 30 mannlichen Albinoratten von durchschnittlich 250 g
Korpergewicht eines mit Standardkost emdhrten Inzuchtstammes. Diesen Tieren wurden
0,1 ml CCl, nach Laparotomie in Athernarkese unverdiinnt in die Milz injiziert. Die Tiere
zeigten (n der Regel hereits wenige Sekunden nach der Injektion eln Aussetzen der Atmung,

* Finige Frgebnisse dieser Arbeit wurden bei der 2. Tagung der Arbeitsgemeinschaft
fiir Morphologie in Leipzig am 14. September 1962 vorgetragen.
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nach einigen weiteren Sekunden trat eine unregelméfBige Schnappatmung ein, die erst all-
mihlich einer regelmifigeren Atmung wich. Todesfille kamen nicht vor. Die Tétung der
Tiere erfolgte 15 und 30 sec sowie 1, 2, 3 und 5 min nach der Injektion durch Abschneiden
des Herzens an der Basis. 16 weitere Tiere dienten als Kontrollen und blieben unbehandelt
oder erhielten 0.1 ml physiologische Kochsalzlosung auf gleiche Weise in die Milz injiziert.
In beiden Fillen zeigten sich normale Leberbefunde.

Die sofort nach der Tétung entnommenen Lebern wurden unfixiert mit dem Messertief-
kithlmikrotom geschnitten. Dabei wurde mit jeder Versuchsleber eine Kontrolleber in
gleicher Dicke (etwa 10 y) mitgeschnitten. Ein Teil jeder Leber wurde in 4 %igem Neutral-
formalin und in Carnoyscher Losung fixiert und nach Paraffineinbettung ebenfalls geschnitten
und untersucht.

Zur Fluorochromierung wurden verwandt:

Acridinorange (Fa. Chroma, Stuttgart)

Coriphosphin (Fa. Chroma, Stuttgart)

beide in 0,01 %iger Pufferlosung. Farbezeit 10 min, danach 10 min Spiilung in farbfreier
Pufferlosung, danach Eindeckung in Pufferlosung und sofortige Betrachtung im Fluoreszenz-
mikroskop. AuBlerdem wurde Astraphosphin (Fa. Bayer, Leverkusen) 0,1 %ig, 10 min Firbe-
zeit, danach 10 min Spiilung in ungepuffertem Aqua dest. verwandt.

Als Puffer dienten:

1. Walpole-Gemisch (PearsE 1953) fiir die pp-Werte 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 und 4,0.
2. Michaelis-Puffer (Prarse 1953) fir die pg-Werte 3,0, 4,0, 5,0, 6,0, 7,0, 7,5, 7,8 und 8,0.

Zum Nachweis des salzartig gebundenen Farbstoffanteils wurde mit reinem abgolutem
Athylalkohol je 30 min, 12 Std und 4 Tage nachbehandelt und in Eukitt eingedicks.

Zur Extraktion der RNS wurde ein Teil der Schnitte mit Ribonuclease (Institut fiir
Mikrobiologie, Jena) 1 mg pro ml, 3 Std bei 37° behandelt, danach Fluorochromierung wie
oben. AuBerdem wurde zur bevorzugten Entfernung der RNS ein Teil der Schnitte mit
Perchlorsiure, 2%ig und 5%ig bei 4°C 12 Std behandelt und anschlieend fluorochromiert.

Lichtoptische Konfrollen erfolgten mit folgenden Farbungen bzw. Reaktionen: HE, HS,
Gallocyanin-Chromalaun nach Eivarsow, Methylgriin-Pyronin nach Bracrer und Lisow,
Methylgriin nach ParpenmEEIM, Himoglobinnachweis nach LEPEENE.

Als Lichtquelle diente ein HBO-200- Quecksilberhochstdruckbrenner. Die Filterkombina-
tion setzte sich aus BG-12 und OG-1-Filtern zusammen. Die Mikroaufnahmen erfolgten mit
einer Exakta-Varex.

Ergebnisse und Diskussion
der normalen fluoreszenzmikroskopischen Leberbefunde an den Kontrolltieren

An der normalen, mit Acridinorange (AO) fluorochromierten, unfixierten Leber in
Blaulichtfluoreszenz zeigt sich, dal im extrem sauren Bereich (pm 0,5) nur wenig Acridin-
orange vom Gewebe aufgenommen wird, dementsprechend senden die einzelnen Gewebs-
bestandteile nur kurzwelliges, griines Licht aus, wobei die Kerne stirker fluoreszieren. Wie
zuerst STRUGGER (1940—1949) an Pflanzenzellen und Bakterien und SCHUMMELFEDER
{1948) an tierischen Geweben zeigten, tritt nun mit steigendem pg eine zunehmende
Farbstoffadsorption auf, wobei sich die Fluoreszenz des Gewebes zunehmend zum Lang-
welligen hin verschiebt. Dabei treten im Cytoplasma der Leberepithelzellen bereits ab
pr 1,0 anfangs gelbe, spiter orange und vot gefdrbte Granula auf, die nach unseren bis-
herigen Kenntnissen identisch mit der cytoplasmatischen RNS sind, wie zuerst GOssNEr
(1950), ScaUMMELFEDER (1950) sowie ZEIGER u. Mitarb. (1951) zeigten. Dafiir sprechen auch
unsere mit Ribonuclease durchgefiihrten Kontrollen. Bis py 4 zeigt sich nach Vorbehandlung
mit Ribonuclease nur eine Griinfluoreszenz des Cytoplasma. Ab pg 5 tritt hier eine zu-
nehmende Rotfluoreszenz auf, die auf die Anlagerung von AO an die negativen Gruppen der
Proteine zurtickzufithren ist, also nicht mehr spezifisch fiir das Vorliegen von RNS ist. Bei
hoheren pg-Stufen (bis pm 8) erscheint die Rotfluoreszenz nach Ribonuclease sogar stirker
als in den nicht mit Ribonuclease behandelten Schnitten. Offenbar werden durch fermentative
Losung der Nucleinséiuren aus dem Nucleoproteidverband im nucleinsiurefreien Restkérper
vermehrt negative Gruppen frei, die jetzt zur Aufnahme von AQ zur Verfiigung stehen.

Die Fluoreszenz der Kerne beruht auf ihrem Gehalt an DNS, da sie nach Entfernung der
DNS verschwindet (ScEUMMELFEDER u. Mitarb.). Die Kerne zeigen eine Steigerung der
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AO-Adsorption nur bis pg 2,0. Ab py 4,0 nehmen sie offenbar wieder weniger Farbstoff auf,
da sich die Fluoreszenzfarbe wieder zur kurzwelligeren Seite des Spektrums verschiebt. Dieses
von ScHUMMELFEDER u. Mitarb. (1958) an Ganglienzellkernen als ,,Umkehreffekt” bezeich-
nete Phianomen ist also aueh an Leberzellen zu beobachten und wohl in gleicher Weise als
abhingig vom Polymerisationsgrad der DNS zu deuten.

Nach Alkoholbehandlung wird das nicht salzartig gebundene Fluorochrom aus dem
Gewebe entfernt, wobei die Nucleinsduren nur einen geringen Teil thres Farbstoffes verlieren,
wihrend die iibrigen Gewebsbestandteile stirker ausgewaschen werden. Wie wir in Uber-
einstimmung mit SCEUMMELFEDER u. Mitarb. (1958) feststellten, ist ein Optimum der Alkohol-
wirkung bereits nach 30 min erreicht, so daB lingere Einwirkungszeiten ohne wesentlichen
EinfluB waren. Auch am unfixierten Leberparenchym wird durch Alkohol bis zu einem
pr von 2,0 fast das gesamte nicht an Nucleinsduren gebundene AO entfernt. Die Einwirkung
von Perchlorsiure filhrte ebenfalls in Ubereinstimmung mit ScHIMMELFEDER u. Mitarb. je
nach Stirke zu einer verstirkten Anférbung der Kerne bis zu einer Gelb- oder Orange-
Fluoreszenz (bei hoheren pg-Werten), also zur Aufhebung des sogenannten ,,Umkehreffektes,
was wohl auf einer Depolymerisation der DNS durch die Perchlorsiure beruht. Die cyto-
plasmatische RNS wird durch 5%ige Perchlorséiure weitgehend entfernt. Die AO-Fluoro-
chromierung fithrt nach einer derartigen Saurebehandlung am Cytoplasma zn gleichen Bildern
wie nach Entfernung der RNS durch Ribonuclease.

Die Fluorochromierung mit Coriphosphin (CO} ergab im wesentlichen die gleichen Be-
funde wie AO, so dal} auf eine gesonderte Darstellung verzichtet werden kann. Nur in den
unteren pg-Bereichen war eine etwas kurzwelligere — statt gelb-orange z.B. eine gelbe —
Fluoreszenz feststellbar. In den héheren pg-Bereichen (7,5—8) nahm die Rot-Fluoreszenz
des Cytoplasma stirker ab als das beim AO der Fall war. Mit Astraphosphin zeigte sich in
den einzelnen Lebern eine recht unterschiedliche aber in jedem Fall nur sehr geringe Werte
erreichende feintropfige Verfettung einzelner Leberzellen.

Befunde an den CCl,-geschidigten Lebern

Aus den bereits erwiahnten Untersuchungen von SimoN und BENERE war
bekannt, daf es bei der gewihlten Methodik zu sektorférmigen Lebernekrosen
im peripheren und intermedisiren Lappchenbereich kommt, die nach 1 Std voll
ausgepragt sind. Makroskopisch fanden wir bereits nach wenigen Sekunden
herdférmige Zirkulationsstérungen, die sich rasch iiber alle Lappen flichenhaft
ausbreiteten. Im Fluoreszenzbild zeigen sich bereits nach 15 sec Verdnderungen
in den gleichen Lappchenanteilen, in denen spiter die Nekrosen auftreten.

Bereits beim niedrigsten pg-Wert (0,5) zeigen die Kerne in den oben genannten Zonen
gegeniiber der Umgebung und den Kontrollen eine etwas stirkere hellere Griin-Fluoreszenz.
Mit zunehmenden pg bei 1,0 und 1,5 fluoreszieren diese leuchtend gelbgriin gegeniiber den
iibrigen Kernen, die bei pyr 1 griingelb und bei pg 1,5 schwicher gelbgriin fluoreszieren. Die
cytoplasmatische RNS zeigt keine Anderung der Fluoreszenzfarbe in den genannten Bezirken,
erscheint aber vermindert und stellt sich statt in feinen Schollen etwas verklumpt dar.
Diese Unterschiede werden nach Alkoholbehandlung noch deutlicher, da jetzt die Fluoreszenz
der nucleinsidurefreien Gewebsbestandteile weitgehend verschwunden ist (vgl. die Normal-
befunde). Bei den héheren pg-Werten bis pym 8 treten zn den Unterschieden in der Kern-
fluoreszenz jetzt noch stirkere Differenzen in der Fluoreszenz des Cytoplasmas auf. Bei
Pr 4 stellt sich die cytoplasmatische RNS — jetzt allerdings bereits rot fluoreszierend —
noch vermindert dar. Ab pgr 5 zeigt praktisch das gesamte Cytoplasma sowohl der geschidig-
ten als auch der offenbar ungeschiidigten Bezirke eine mehr verwaschene, kaum noch schol-
lige Rotfluoreszenz, wie sie bereits bei den Kontrolltieren auch nach Ribonuclease beschrieben
ist (s. oben). Bei hoheren pg-Stufen (7,5, 7,8, 8,0) wird diese Rotfluoreszenz in den bereits
mehrfach erwidhnten Sektoren zunehmend stirker als in den fibrigen Lidppchenbezirken und
Kontrollen. Dabei fluoresziert in den zentralen Lidppchenpartien der geschidigten Lebern
das Cytoplasma eher in kurzwelligerem Licht als in den Kontrollen — also eher griin —. Nach
Fluorochromierung mit Coriphosphin (CO) wird dieser Unterschied besonders deutlich
(s. Abb. 1). Sonst zeigen sich nach CO im wesentlichen die gleichen Befunde wie nach AO
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(s. oben). In den mit Ribonuclease behandelten Schnitten ist dieser Unterschied zwar noch
vorhanden, aber schwicher, da jetzt auch die nicht geschéidigten Lippchenteile stark rot
fluoreszieren (vgl. die Normalbefunde).

Abb. 1

Abb. 2
Abb. 1. Leber 50,4fach, Coriphosphin bei p= 7,5. In periportalen Léppchensektoren Rotfluoreszenz
des Cytoplasma der Leberzellen, Totung 30 sec nach Injektion des Tetrachlorkohlenstoffes in die Milz

Abb. 2. Leber 200fach, Acridinorange bei px 7,5 nach Behandlung mit 5 %iger Perchlorsiure. Orange-
fluoreszenz der Kerne im geschidigten Sektor. Totung 15 sec nach Injektion des Tetrachlorkohlen-
stoffes in die Milz

Nach Behandlung mit Perchlorsiure sind am Cytoplasma der geschidigten Partien keine
neuen Befunde zu erheben. Dagegen werden die Unterschiede in der Kernfluoreszenz hier
noch eindrucksvoller. Jetzt zeigen die Kerne der genannten Bezirke bis in die hoheren
pu-Stufen (7,5, 7,8, 8,0) eine deutliche vermehrte Farbstoffaufnahme. Die Kerne fluoreszieren
leuchtend orange gegeniiber einer gelben Kernfluoreszenz der Umgebung (Abb. 2). Verstirkt
man die Perchlorsiure auf 10%, so zeigen auch die normalen Kerne eine Orange-Fluoreszenz.
Als Zeichen der stirkeren Siurewirkung sind jetzt auch die Mastzellen der Glissonschen
Felder entfirbt, deren Granula vorher noch leuchtend rot fluoreszierten. So kann die Fluores-
zenz der Mastzellen als Indikator tiir die Stéirke der Perchlorsiurewirkung benutzt werden.
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Alle diese Verdnderungen waren bereits nach 15 sec OCly-Einwirkung aus-
geprigt. In den néchsten Minuten treten keine neuen Fluoreszenzinderungen
mehr auf, dagegen verstarkten sich die genannten Befunde noch. Die GréfBe der
geschidigten Sektoren nahm noeh zu; allerdings ist 2n berdcksichtigen, daf die
Grafle der geschidigten Sektoren innerhalb der gleichen Leber sehr unterschied-
lich ist. Teilweise lagen diese Sektoren isoliert innerhalb von offenbar ungesché-
digtem Parenchym, teilweise konfluierten diese Gebiete zu unregelméBigen, land-
kartenartigen Bezirken, zwischen denen nur wenig gut erhaltenes Parenchym
sichtbar war. Eine deutliche Fettvermehrung in den geschidigten Bezirken war
mit Astraphosphin nicht nachweishar.

Lichtoptische Befunde an den geschéidigten Lebern

Tm HE-Schnitt zeigt sich nach 15 sec CCl,-Einwirkung eine sektorfsrmige —
vorwiegend periphere, zum Teil auch intermedisre — Erweiterung der Sinusoide
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Abb. 3. Leber 180fach. Gallocyanin-Chromalaun. Starke Abnahme bzw. volliges Verschwinden der

cytoplagsmatischen RNS und beginnende Kernpyknoge in einem ausgedehnten, vorwiegend peripheren

Lapvchenbereich (Zentralvepne am unteren RBildrand). Totung 15 see nach Injektion dex Tetrachlor-
kohlensioffes in die Milz

und Dissoziation von Leberzellen. Das Plasma der Zellen erscheint etwasy stérker
eosinophil, die Kerne firben sich etwas intensiver und erscheinen im Durchschnitt
etwas kleiner. In Paraffinschnitten sind diese Befunde etwas geringer ausgeprigt
als in Schnitten unfixjerten Gewebes. Nach lingerer Einwirkungsdauer des CCl,
werden diese Veranderungen stérker, besonders die Kerne werden zunehmend
pyknotisch. Varwiegend am Rande der genannten Sektoren, teilweise auch
innerhalb derselben, zeigen die Zellen teilweise Plasmavacuolen, ohne daf das
typische Bild einer blasigen Entartung auftritt. In den ektatischen Sinusoiden
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befindet sich verschiedentlich eine homogene bis feinkdrnige eosinophile Masse.
Stellenweise liegt diese auch in den Pfortaderdsten, hier sind nur noch wenig
Erythrocyten zu erkennen. Diese Masse reagiert Lepehne-positiv.

Im HS-Schnitt zeigt sich eine geringgradige, recht variable Verfettung ein-
zelner Leberzellen. In den genannten Sektoren ist jedoch kein vermehrter Fett-
gehalt erkennbar. Nach Firbung mit Methylgriin-Pyronin ist die cytoplasmati-
sche RNS bereits bei den Kontrolltieren in wechselnder Stiarke ausgepriagt. Inner-
halb der Lappchen scheinen besonders die peripheren Anteile vermehrt RNS zu
enthalten. Kontrollen mit Ribonuclease ergaben keinerlei Pyroninophilie des
Plasmas. In den oben genannten Sektoren ist nach 15 sec bereits eine Ver-
minderung der Anfirbung mit Pyronin festzustellen. Nach Perchlorsdureeinwir-
kung heben sich auch die Kerne dieser Bezirke ab, sie nehmen offenbar durch
vermehrte Aufnahme von Pyronin einen mehr rétlichen Farbton an (vgl. auch
die fluoreszenzmikroskopischen Befunde). Mit Methylgriin allein sind keine
besonderen Unterschiede feststellbar. Nach Gallocyanin-Chromalaun wird die
Verminderung der basophilen Schollen im Cytoplasma der geschidigten Bezirke
noch deutlicher (s. Abb. 3). Auch die beginnende Schrumpfung und vermehrte
Anfarbbarkeit der Kerne kommt hier zur Darstellung. Da bei dieser Farbung
offenbar die Leberzellen allgemein anschwellen, stellen sich die Sinusoide nur
noch als schmale Spalten dar, wobei in den geschédigten Zonen keine Sinusoid-
ektasien mehr auffallen.

Diskussion der Ergebnisse

Obwobl fluoreszenzmikroskopische Methoden in der normalen Histologie hdufig
Anwendung finden und besonders der Anwendungsbereich des AO durch die
Farbungsanalysen von SCHUMMELFEDER u. Mitarb. (1958) auch fir histochemi-
sche Fragestellungen gesichert erscheint, ist in der experimentellen Pathologie
bisher recht wenig Gebrauch davon gemacht worden. Dal} die Fluoreszenz-
mikroskopie — insbesondere die Fluorochromierung mit AQ und CO — gegeniiber
lichtoptischen Methoden bei der Friiherfassung von Gewebsschiden Hervor-
ragendes leisten kann, haben erst kiirzlich HecaT, Kors und Davip durch ver-
gleichende Untersuchungen an experimentellen Infarkten des Rattenherzens ge-
zeigt. Ein Vergleich unserer fluoreszenzoptischen und lichtoptischen Ergebnisse
spricht erneut fur die Leistungsfihigkeit der Fluoreszenzmikroskopie bei der
Fritherfassung von Gewebsschiden. Wahrend sich lichtoptisch Verdnderungen
wie verstdrkte Plasmaeosinophilie, verminderte Plasmabasophilie und Kern-
pyknose erst andeutungsweise zeigen, sind bereits massive Fluoreszenzinderungen
wahrnehmbar, wie z.B. verstiarkte Kernfluoreszenz im stark sauren Milieu, nach
Perchlorséurebehandlung sogar ein qualitativer Fluoreszenzumschlag nach Orange
im etwa neutralen Bereich, und im gleichen pg-Bereich verdnderte Cytoplasma-
fluoreszenz, auch nach Ribonuscleaseeinwirkung. Dariiber hinaus kénnen wir aus
der Art der Fluoreszenzénderungen in den geschidigten Gebieten gewisse Riick-
schliisse auf die Art der Zellschddigung ziehen. Dies wird dadurch moglich, dafl
insbesondere ScHUMMELFEDER u. Mitarb., (1958) durch ihre Firbungsanalysen
den histochemischen Wert der AO-Fluorochromierung fiir tierische Gewebe unter-
mauert haben.
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Nach deren Untersuchungen ist die verstirkte Kernfluoreszenz in den CCly-
geschiddigten Gebieten als Folge einer Strukturinderung der DNS mit Freilegung
saurer bzw. Entfernung basischer Gruppen zu deuten. Dafiir sprechen besonders
die Erscheinungen nach Behandlung mit schwacher Perchlorséure (2%), die zu
einer intensiven Orange-Fluoreszenz der geschidigten Zellkerne gegeniiber einer
gelben Kernfluoreszenz in der Umgebung und bei den Kontrollen fiihren. Wie
aus zahlreichen Untersuchungen bekannt ist (Lit. bei GossNER 1954 und SAND-
RITTER) depolymerisiert Perchlorsiure Nucleinsduren je nach Konzentration,
Einwirkungsdauer und Temperatur bis zum volligen Abbau. In unserem Falle
wird die schwach depolymerisierende Wirkung bereits an den normalen Zellkernen
deutlich (stérkere Fluoreszenz durch verstirkte AO-Aufnahme), noch wesentlich
deutlicher aber an den geschidigten, deren AO-Aufnahme jetzt bereits der von
RNS gleichkommt. Wenn die iibrigen Voraussetzungen richtig sind, lassen diese
evidenten Befunde nach Perchlorsdure eigentlich nur zwei Deutungen zu. Ent-
weder ist die DNS der geschadigten Zellkerne geringer polymerisiert, so da$ sich
der Unterschied nach Siurewirkung nur verstirkt oder der Polymerisationsgrad
der DNS aller Kerne 1st zwar gleich, aber die geschidigten Zellkerne sind emp-
findlicher fiir die Wirkung der Perchlorsiure. Obwohl die Befunde an den nicht
mit Siure behandelten Schnitten fiir die erstere Deutung sprechen, ist die letztere
nicht sicher auszuschlieBen. Sicher bleibt in jedem Falle eine Anderung im Gefiige
der DNS. Die lichtoptischen Befunde mit Methylgriin und Methylgriin-Pyronin
kénnen zu dieser Frage nichts beisteuern. Dies bestitigt die Beobachtungen von
ScHUMMELFEDER u. Mitarb., da die Beurteilung des Polymerisationszustandes
der DNS mit AO eher moglich ist als mit Methylgrin. Am Cytoplasma der
geschidigten Zellen kénnen wir eine Verminderung des RNS feststellen. Diese
Verminderung kommt auch lichtoptisch nach Gallocyanin-Chrom-Alaun recht
gut zur Darstellung (Abb. 3). Die Befunde mit AO-Fluorochromiernng bei hoheren
pr-Werten sprechen auflerdem fiir eine Veranderung des nucleinsiurefreien Rest-
korpers.

Es miissen dabei vermehrt negativ geladene — also saure — Gruppen auf-
treten, die fiir die gesteigerte Aufnahme von AO und damit fiir die verstarkte
Rotfluoreszenz verantwortlich sind. Nach Behandlung mit Ribonnclease sind
diese Unterschiede noch vorhanden, wenn auch schwicher, da jetzt auch die
offenbar nichtgeschidigten Lappchenanteile rot fluoreszieren (s. Normalbefunde).

Auf jeden Fall diirften unsere Ergebnisse bestitigen, da der CCl, unabhéngig
von seiner Wirkung auf den Kreislauf zu einer direkten Zellschadigung fiihrt, was
besonders durch die Kiirze der Einwirkungszeit und die Lokalisation des Schadens
unterstrichen wird. Davon unberiihrt bleibt die Tatsache, dal man durch An-
wendung anderer Applikationsarten, geringerer Dosen und weitaus lingerer Ein-
wirkungszeit von mehreren Stunden, zentrale Lappchennekrosen mit Verfettung
erzeugen kann (GLyxy und HimswortH 1944 AxprEws und MARGRAITH;
CamERON und KARUNARATNE; CHRIsTIE und JUpAH; CAVALLERO, GLYNN und
Himswort 1948).

Die zentralen Lappchennekrosen gelten in der bisherigen Literatur als einzige
Form des CCl,-Schadens der Leber, der auch histockemisch, biochemisch und
elektronenoptisch (CHriSTIE und JUDAE; STOWELL und Lee; THOMsoN und
Moss; Zoriner und RErsie; PATWARTHAN u. Mitarb.; Lepuc und WiLsoN,
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SroweLLt und Ler, Wirrrams, PopPER u. Mitarb., EGER; OBERLING u. Mitarb).
gut durchuntersucht ist, ohne dafl man sich iiber den pathogenetischen Mecha-
nismus bisher hat einigen kénnen.

Bei der Entstehung dieser zentralen Nekrosen diirften allerdings weniger eine
direkte Zellschidigung als mehrere andere Faktoren, wie Zirkulationsstérungen,
Hypoximie und andere eine Rolle spielen. Fiir eine direkte zellschiddigende Wir-
kung des CCl, sprechen einmal die sofortige Wirkung und zum anderen die
Lokalisation. Es war zu erwarten, dafl die am meisten geschidigten Gewebs-
partien am Ort der maximalen Giftanflutung — also in Nahe der Pfortaderauf-
zweigungen liegen. Dal} die geschédigten Sektoren nicht nur in der Peripherie,
sondern zum Teil auch offenbar isoliert in der Intermedidrzone liegen, ist am
besten zu verstehen, wenn man der von RAPPAPORT erarbeiteten Einteilung der
Leber in funktionelle Einheiten folgt, die um einen Pfortaderast gruppiert sind.
Diese konnen von hier aus in drei Sektoren unterteilt werden, deren Blut sich
hinsichtlich O,- und Néahrstoffgehalt unterscheidet.

Der Mechanismus der Zellschidigung scheint recht vielfiltig zu sein. Nach den
Untersuchungen von SimoN und BENEKE kommt es zur Blockierung von SH-
Gruppen, was besonders zu einer Inaktivierung der SH-Gruppen tragenden
Fermente fithrt. Unsere Befunde sprechen dafiir, dafl es sehr rasch auch zu einer
Verdnderung der Nucleoproteide der Zelle kommt. Davon werden sowohl die
DNS der Kerne als auch die RNS des Cytoplasma befallen sowie offenbar auch
der nucleinsdurefreie Restkorper des Cytoplasma (s. oben). Exakte Angaben iiber
den Zeitpunkt des Auftretens der von uns beobachteten Verdnderungen lassen
sich bei der Kiirze der Zeit kaum machen. Wir kénnen nur feststellen, daf der
CCl, in den angegebenen Zeiten (ab 15 sec) bereits in der Leber angelangt sein
muf, da sie jeweils sofort nach der Tétung entnommen wurde. Bis zur Anferti-
gung der unfixierten Schnitte verstrichen jedoch immer noch einige Minuten, so
daBl der CCl, in dieser Zeit noch in den Leberzelien wirksam werden konnte. In
der Literatur haben wir vergleichbare Ergebnisse, die auch nur unter annghernd
dhnlichen Voraussetzungen gewonnen sein miiflten, nicht gefunden. Als einziger
hat noch MYREN mit intrasplenischen Injektionen und kurzen Einwirkungszeiten
gearbeitet — allerdings mit wesentlich geringeren Dosen (bis 0,02 ml CCl, in
Olivendl) und nur mit Untersuchung in HE-Schnitten. Er fand vor allem im
intermedidren Lappchenbereich Zelldissoziationen mit Plasmavacuolen und ein-
zelnen Kernpyknosen nach 30 sec.

Interessant sind im Zusammenhang mit unseren Ergebnissen Befunde von
ScHUMMELFEDER u. Mitarb. an Kleinhirnen von rontgenbestrahlten Ratten.
Fluoreszenzmikroskopisch zeigte sich bei der strahlenbedingten Pyknose der
Kornerzellkerne keine Depolymerisation der DNS, sondern ganz im Gegensatz
zu unseren Befunden eine erhdhte Resistenz der geschidigten Kérnerzellen gegen-
iiber Salz- und Perchlorsiure. Demnach scheint es bei der Pyknose je nach Zell-
art und Schidigungsmodus zu sehr verschiedenartigen Strukturinderungen der
Kern-DNS zu kommen.

Zusammenfassung

Bereits 15 sec nach intrasplenischer Injektion von Tetrachlorkohlenstoff treten
in der Leber im peripheren und intermedidren Lappchenbereich sektorformige
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Zellveranderungen auf. Mit fluoreszenzmikroskopischen Methoden — insbeson-
dere der Acridinorangefluorochromierung — lassen sich diese Frithschéiden besser
erfassen als mit lichtoptischen Methoden. In den sektorférmigen Bezirken, vor-
wiegend der Lappchenperipherie, scheint es zu einer Depolymerisation der Kern-
DNS und zu einer Verminderung der cytoplasmatischen RINS zu kommen. Gleich-
zeitig dndert sich auch das elektrochemische Verhalten der Plasmaproteine.

Fluorescence-microscopic findings in the liver of the rat after acute poisoning
with carbontetrachloride

Summary

Within 15 sec after intrasplenic injection of carbon tetrachloride, wedge-shaped
changes in the peripheral and intermediary zones of the hepatic lobules appear.
With the fluorescent microscopic technic, especially with acridine orange fluoro-
chromation, this initial injury may be detected earlier than with the light micro-
scope. In the wedge-shaped regions, chiefly in the periphery of the lobules, it
appears that a depolymerization of the nuclear DNA occurs with a decrease in
the cytoplasmic RNA. Simultaneously, there is a change in the electrochemical
nature of the plasma proteins.
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