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Fluoreszenzmikroskopisehe Befunde an der Rattenleber 
naeh akuter Tetraehlorkohlenstoffvergiftung* 
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ft. ROSCHLAU 

iV[it 3 Textabbildungen, davon 2 farbigen 

(Eingegangen am 30. April 1962) 

Der Tetrachlorkohlenstoff (CCl~) ist eine der st~rksten lebertoxisch wirkenden 
Substanzen. Die vie]f~ltige technische Verwendu~g des CCI~ ha~ schon friih- 
zeitig da~ Interesse auf den Mechanismus dieser Vergiftung gelenkt. Heute wird 
diese Substanz geradezu routinem~Lfiig zur Erzeugung experimentelier Leber- 
sch~tden bis zur Entstehung einer Cirrhose angewandt. Trotz zahlreicher ent- 
spreehender Ver6ffentliehungen kann aber die Pathogenese der CC14-Vergfftung 
noch nicht als gekls gelten. V o r  allem ist dies wohl darauf zuriiek~uffihren, 
dab die bisherigen Untersucher al]zu unterschiedliehe Versuehsbedingungen w/~hl- 
ten - -  vor allem hinsichtiich der App[ikationsart und der Dosis - -  und aueh sehr 
versehiedene Untersuchungsmethoden anwandten - -  besonders hinsiehtlich des 
Zeitpunktes der Untersuchung nach der Applikation. 

S1~vloN und BEN~K~ haben kfirzlieh an unserem Inst i tu t  neuartige histo- 
morphologische und histochemische ]~efunde beim akuten CCla-Sehaden der 
l~a~eMtber erhobem ~ie benu~z~en dabei e~ne bisher k~um angewandte App]i- 
kationaart: Eine portMe Verabreiclmng durch Injekt toa  in die Milz. AuBerdem 
untersuchten sic einen Teil der Lebern bereits nach der kurzen Zeit yon 1 rain 
und weniger. Die vorliegende Arbeit knfipft an diese Untersuehungen an und 
soll der Kli~rung Iotgender Fragen dienen: 

l. Was leistet die Fluoreszenzmikroskopie, insbesondere die Aeridmorange- 
Fluorochromierung bei der Diagnose dec ersten Lebervec~mderungea nach CCI~- 
Sehgdigung ? 

2. K6nnen aus der- Art.der beobaehteten Fluoreszenz/~nderungen I~iicksehlfisse 
auf den pathogenetisehen Meehanismus der CCl~-Seh~digung gezogen werden ? 

Es wurden dabei ebenfalls die bisher kaum untersuehte portale Verabreiehung 
des COl 4 in Verbindung mi t  kurzen Einwh@ungszeiten gewghlt, da ~ese  Methode 
besonders geeignet erscheint, dem Wirkungsmeehardsmus des CC[~ agherzu- 
kommen. 

Material and Methodik 
Die Untersuchungen erfolgten an 30 mKanlichen Albinor~tten yon durchschnittlich 250 g 

KSrpergewicht eines mit Stand~rdkost eIn~hrten Inzucht~tammes. Diesen Tieren wurden 
0,l ml CC/4 n~ch L~parotomie in Athernarkose unverdiSnnt in die Milz injizlert. Die Tiere 
~eig~en in der lZege[ hereits wenige Sekundea aach der Injektioa ehl Aussegzen dec Atmung, 

* Einigc Ergebnisse 4ieser Arbeit wurden bei der 2. Tagung der Arbcitsgemeinschaft 
fiir Morphologie in Leipzig am 14. September 1962 vorgetragen. 
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nach einigen weiteren Sekunden trat eine unregelm~Bige Schnappatmung ein, die erst all- 
mghlich einer regelmggigeren Atmung wich. Todesfalle kamen nieht vor. Die TStung der 
Tiere erfolgte 15 und 30 see sowie 1, 2, 3 und 5 rain nach der Injektion dnrch Absehneiden 
des tIerzens an der Basis. 16 weitere Tiere dienten als Kontrollen nnd blieben unbehandelt 
oder erhielten 0,1 ml physiologisehe Kochsalzl6sung auf gleiche Weise in die Milz injiziert. 
In beiden F~llen zeigten sich normale Leberbefunde. 

Die sofort naeh der T6tung entnommenen Lebern wurden unfixiert mit dem Messertief- 
kiihlmikrotom gesehnitten. Dabei wurde mit jeder Versnchsleber eine Kontrolleber in 
gleicher Dicke (etwa 10/~) mitgesehnitten. Ein Teil jeder Leber wurde in 4%igem Neutral- 
formalin und in Carnoyscher LSsung fixiert und nach Paraffineinbettung ebenfalls gesehnitten 
und untersucht. 

Zur Fluoroehromierung wurden verwandt: 
Acridinorange (Fa. Chroma, Stuttgart) 
Coriphosphin (Fa. Chroma, Stuttgart) 
beide in 0,01%iger Pufferl6sung. F~rbezeit 10 min, danach 10 rain Spiilung in farbfreier 
PufferlSsung, danaeh Eindeckung in PufferlSsung und sofortige Betraehtung im Fluoreszenz- 
mikroskop. Aul3erdem wurde Astraphosphin (Fa. Bayer, Leverkusen) 0,1%ig, 10 rain F~rbe- 
zeit, danaeh 10 min Spfilung in ungepuffertem Aqua dest. verwandt. 

Als Puffer dienten: 
1. Wall0ole-Gemiseh (PEARSE 1953) fiir die pH-Werte 0,5, 1,0, 1,5, 2,0, 3,0 und 4,0. 
2. Michaelis-Puffer (PEAnSE I953) ffir die psf-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 absolutem 
Athylalkohol je 30 min, 12 Std und 4 Tage nachbehandelt und in Eukitt eingediekt. 

Zur Extraktion der RNS wurde ein Teil der Schnitte mit Ribonuclease (Institut fiir 
Mikrobiologie, Jena) 1 mg pro ml, 3 Std bei 370 behande]t, danaeh Fluorochromierung wie 
oben. Augerdem wurde zur bevorzugten Entfernung der RNS ein Teil der Sehnitte mit 
Perehlorsgure, 2 %ig und 5 %ig bei 4~ 12 Std behandelt und ansehliegend fluoroehromiert. 

Liehtoptisehe Kontrollen erfolgten mit folgenden Fgrbungen bzw. geaktionen: HE,/-IS, 
Galloeyanin-Chromalaun naeh EINASSOX, Methylgriin-Pyronin nach B~ACHET und LISON, 
Methylgrfin naeh PA~'~ENHEI~, ttgmoglobinnachweis naeh LEPE~-E. 

Als Liehtquelle diente ein HBO-200-QneeksilberhSehstdruekbrenner. 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  f luoreszenzmikroskopischen Leberbefunde an den Kontrol l t ieren 

An der normalen, mit Acridinorange (AO) fluorochromierten, urdixierten Leber in 
Blaulichtfluoreszenz zeigt sich, dab im extrem sauren Bereich (pg 0,5) nut wenig Acridin- 
orange vom Gewebe aufgenommen wird, dementsprechend senden die einzelnen Gewebs- 
bestandteile nur kurzwelliges, griines Licht aus, wobei die Kerne stiirker fluoreszieren. Wie 
zuerst~ STt~trOG]s~ (1940 1949) an Pflanzenzellen und Bakterien und SCHttMlUEI,~'EDI~Ir 
(1948) an tierisehen Geweben zeigten, tritt nun mit steigendem PH eine zunehmende 
Farbstoffadsorption auf, wobei sich die Fluoreszenz des Gewebes zunehmend zum Lang- 
welligen hin versehiebt. Dabei treten im Cytoplasma der Leberepithelzellen bereits ab 
pg 1,0 anfangs gelbe, sparer orange und rot gef~rbte Granula auf, die naeh unseren bis- 
herigen Kenntnissen identisch mit der cytoplasmatischen RNS sind, wie zuerst G6SS~-E~ 
(1950), SC~ffM~LFEI)E~ (1950) sowie ZEmE~ u. Mitarb. (1951) zeigten. Daftir sprechen auch 
unsere mit Ribonuclease durehgefiihrten Kontro!len. Bis ]OH 4 zeigt sich naeh Vorbehandlung 
mit Ribonuelease nut eine Griinfluoreszenz des Cytoplasma. Ab p~ 5 tritt hier eine zu- 
nehmende Rotfluoreszenz auf, die auf die Anlagerung yon A0 an die negativen Gruppen der 
Proteine zuriiekzufiihren ist, also nicht mehr spezifisch ftir das Vorliegen yon I~NS ist. Bei 
hSheren Ioi~-Stufen (bis p~[ 8) erseheint die Rotfluoreszenz nach Ribonuelease sogar starker 
als in den nieht mit gibonuelease behandelten Sehnitten. Offenbar werden dutch fermentative 
L6sung der Nueleinsguren aus dem Nueleoproteidverband im nucleinsgurefreien RestkSrper 
vermehrt negative Gruppen frei, die jetzt zur Aufnahme yon AO zur Verfiigung stehen. 

Die Fluoreszenz der Kerne beruht auf ihrem Gehalt an DNS, da sie nach Entfernung der 
DNS versehwindet (Sc~ff~ELFEDS.~U. Mitarb.). Die Kerne zeigen eine Steigerung der 
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AO-Adsorption nur bis PH 2,0. Ab p~ 4,0 nehmen sie offenbar wieder weniger Farbstoff auf, 
da sieh die Fluoreszenzfarbe wieder zur kurzwelligeren Seite des Spektrums versehiebt. Dieses 
yon SC~i)~MnLF~DEgU. Mitarb. {1958) an Ganglienzellkernen als ,,Umkehreffekt" bezeich- 
nete Ph~nomen ist als~ aueh an Leberze]len zu beobaehten und wohl in gleieher Weise als 
abh~ngig veto Polymerisationsgrad der DNS zu deuten. 

Nach Alkoholbehandlung wird das lfieht salzartig gebundene Fluorochrom aus dem 
Gewebe entfernt, wobei die NucleinsEuren nur einen geringen Tell ihres Farbstoffes verlieren, 
w~hrend die fibrigen Gewebsbestandtefle starker ausgewaschen werden. Wie wit in ~ber- 
einstimmung mit SCHUI~IMEL~EDER u. Mitarb. (1958) feststellten, ist ein Optimum der A]kohol- 
wirkung bereits naeh 30 rain erreicht, so dab l~ngere Einwirkungszeiten ohne wesentlichen 
Einflu~ waren. Aueh am uniixierten Leberpa~enohym wird dureh Alkohol his zu einem 
PH yon 2,0 fast das gesamte nicht an Nueleins~uren gebundene AO entfern~. Die Einwirkung 
von PerchlorsEure f/ihrte ebenfalls in Ubereinstimmung mit SCHt)M~]~L~D~a U. Mitarb. je 
naeh St~rke zu einer verstErkten AnfErbung der Kerne bis zu einer Gelb- oder Orange- 
Fluoreszenz (bei hSheren pg-Werten), also zur Aufhebung des sogenannten ,,Umkehreffektes", 
was wohl auf einer Depolymerisation der DNS dureh die Perehlors~ure beruht. Die cyto- 
plasmatische RNS wird dureh 5%ige Perchlors~ure weitgehend entfernt. Die AO-Fluoro- 
ehromierung f/ihrt naeh einer derartigen Si~urebehandlung am Cytoplasma zu gleiehen Bfldern 
wie nach Entfernung der RNS durch Rihonuelease. 

Die Fluorochromierung mit Coriphosphia (CO) ergab im wesenttichen die gteichen Be- 
funde wie AO, so dab au~ eine gesonderte Darstellung verzichtet werden kann. Nut in den 
unteren pH-Bereiehen war eine etwas kurzwelligere - -  start gelb-orange z.B. eine gelbe - -  
Fluoreszenz ~eststellbar. In den hSheren p~-Bereichen (7,5--8) nahm die Rot-Fluoreszenz 
des Cytoplasma stErker ab als das beim AO der Fall war. Mit Astraphosphin zeigte sich in 
den einze]nen Lebern eine recht untersehiedliehe abet in jedem Fall nur sehr geringe Werte 
erreichende feintropfige Verfettung einzelner Leberzellen. 

Be/unde an den CCl~-geschiidigten Lebern 

Aus den bereits erw~hnten Unte r suchungen  v o n  SIlkeN u n d  BE~v, KE war 
bekann t ,  dab es bei der gew/~hlten Methodik zu sektoff6rmigen Lebernekrosen 
im peripheren u n d  in termedi~ren Ls kommt ,  die nach 1 Std yell  
ausgepr/~gt sind. Makroskopiseh fanden wir bereits naeh wenigen Sekunden  
he r~6rmige  Zirkulat ionsst6rungen,  die sieh rasch fiber alle Lappen  fl~ehenhaft 
ausbrei teten.  I m  Fluoreszenzbild zeigen sich bereits nach 15 sec Veri inderungen 
in  den gleichen L/~ppchenanteilen, in  denen spi~ter die Nekrosen auftreten.  

Bereits beim niedrigsten pH-Wert (0,5) zeigen die Kerne in den oben genannten Zonen 
gegenfiber der Umgebung und den Kontrollen efiae etwas st~rkere hellere Griin-Fluoreszenz. 
Mit zunehmenden p~ bei 1,0 und 1,5 fluoreszieren diese leuchtend getbgrfin gegen/iber den 
iibrigen Kernen, die bei p~ 1 griingelb und hei PE 1,5 schwaeher gelbgrfin fluoreszieren. Die 
eytoplasmatische RNS zeigt keine ~nderung der Fluoreszenzfarbe in den genannten Bezirken, 
erscheint aber vermindert und stellt sich statt in feinen Schollen etwas verklumpt dar. 
Diese Untersehiede werden nach Alkoholbehandlung noch deutlicher, da jetzt die Fluoreszenz 
der nucleinsaureffeien Gewebsbestandteile weitgehend versehwunden ist (vgl. die Normal- 
befunde). Bei den h6heren pH-Werten bis PH 8 treten zu den Unterschieden in der Kern- 
fluoreszenz ietzt noeh stErkere Dffferenzen in der Finoreszenz des Cytoplasmas auf. Bei 
p~ 4 stellt sieh die eytoplasmatisehe RNS - -  jetzt allerdings bereits rot fluoreszierend - -  
noeh vermindert dar. Ab PH 5 zeigt praktiseh das gesamte Cytoplasma sowohl der gesehEdig- 
ten als aueh der oifenbar ungeseh/idigten Bezirke eine mehr verwaschene, kaum noeh sehol- 
lige Rotfluoreszenz, wie sie bereits bei den KontroUtieren aueh naoh Ribonuelease besehrieben 
ist (s. oben). Bei h6heren pH-Stufen (7,5, 7,8, 8,0) wird diese Rotfluoreszenz in den bereits 
mehrfaeh erw~nten Sektoren zunehmend starker als in den iibrigen LEppehenbezirken und 
Kontrollen. Dabei fluoresziert in den zentralen Li~ppehenpartien der gesch~digten Lebern 
das Cytoplasm~ eher in kurzwelligerem Licht als in den Kontrollen - -  also eher fir/in -- .  Naeh 
Fluorochromierung mit Coriphosphin (CO) wird dieser Untersehied besonders deutlich 
(s. Abb. 1). Sonst zeigen sich nach CO im wesentlichen die gleiehen Befunde wie nach AO 
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(s. oben). In  den mi t  Ribonuc]ease behandelgen Sehnit ten ist dieser Unterschied zwar noch 
vorhanden,  aber schwgeher, da je tz t  auch die nicht  geschSAigten L~ppchenteile s tark  rot  
fluoreszieren (vgl. die Normalbefunde). 

Abb. 1 

Abb, 2 

Abb. 1. Leber 50,4faeh, Coriphosphin bei p~ 7,5. lu periport~len L~pPehensektoren ~otfluoreszenz 
des Cytoplasma der Leberzellen. TStung 30 sec naeh Injektion des Tetrachlorkohlenstoffes in die Milz 
Abb. 2. Leber 200fach, Acridinorange bei p~ 7,5 naeh Behandlung rail 5 %iger Perchlorsgure. Orange- 
fluoreszenz der l~erne im gesch~digten Sektor. TStung 15 see nach Injektion des Tetraehlorkohlen- 

stoffes in die ~,Iilz 

Nach Behandlung mit  Perchlors~ure sind am Cytoplasma der gesch~digten Par t ien keine 
neuen Befunde zu erheben. Dagegen werden die Unterschiede in der Kernfluoreszenz hier 
noch eindrucksvoller. Je~zt zeigen die Kerne der genannten Bezirke his in die hSheren 
pH-Stufen (7,5, 7,8, 8,0) eine deu~liehe vermehrte  Farbs~offaufnahme. Die Kerne fluoreszieren 
leuehtend orange gegeniiber einer gelben Kernfluoreszenz der Umgebung (Abb. 2). Verst~rkt 
man die Perchlors~ure atff 10 %, so zeigen auch die normalen Kerne eine Orunge-Fluoreszenz. 
Als Zeichen der st~rkeren S~urewirkung sind jetzt  auch die Mastzellen der Glissonschen 
Felder entf~rbt,  deren Granula vorher  noch leuchtend rot  fluoreszierten. So kann  die Fluores- 
zenz der Mastzellen als Indikator  ffir die St~rke der Perchlors~urewirkung benutz t  werden. 
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Alle diese Veranderungen waren bereits nach 15 see CC14-Einwirkung aus- 
gepr/~gt. In den n/~chsten Minuten treten keine neuen Fluoreszenz/inderungen 
mehr auf, dagegen verst i rkten sieh die genannten Betunde noch. Die Gr6ge der 
gesch~digtea Sektoren nahm noeh zn; ~llerdk~gs ~st z~ beriivksJehtigen, da~ die 
Grafle der gescMdigtea Nektoren innerhalb der gleichea Leber sehr un~erachied- 
lieh ist. Teilweise lagen diese Sektore~t isoliert innerhalb yon offenb~r ungeseh/i- 
digtem Parenchym, teilweise konfluierten diese Gebiete zu unregelmggigen, land- 
kartenartigen Bezirkea,. zwischen denen nut  wenig gut erhMtenes Parenehym 
siehtbar war. Eine de~tliehe Fet twrmehrung in den geschgdigten ]~ezirken war 
mi~ Astr~phosphin n~eht a~ch~veishar~ 

Lichtoptische Bejunde an den gesch4digten Lebern 

Im HE-Schnit t  zeigt sich nach 15 ~ec CC14-Einwirl<ung eine sektorfSrmige - -  
vorw~egend periphere, ~um Tell aueh intermedi/~re - -  Erweiterung der Sinusoide 

Abb .  3. Lebe r  180s GMlocyan in-Chromalo~n ,  S t a rke  A b n a h ~ e  bzw.  v611iges V e r s c h w i n d e n  tier 
cy to l s lasm~t i schen  R N S  u ~ d  beg innende  Kernl~Yknose in  e inem aUggedebnten ,  vo rwiege~d  pe r i phe ren  
L~plschenbere ich  (Zent~'Mvene a m  u n t e r e n  t~i ldrand).  T S t u n g  15 ~ee n a c h  I n j e k t i o n  eles Te t raeh lo r -  

k o h l ~ t 6 I l e s  in  die MJlz 

und Di~oziation yon Leberzellen. Das Plasmu der 2ei[en erscheint e tw~  st//rker 
eosinophil, die Kerne t~rben sich etwaa intensiver und erscheinen ira Durchsehnitt 
etwas kleiner. In ParaHinschnitten sind diese Befunde etwas geringer uusgepr/~gt 
als in Schnitten unfixierten Gewebe~ Nach l~ngerer Einwirkungsdauer des CC14 
werden diese Vers st/~ker, besonders clie Kerne werclen zunehmend 
pyknott~ch. Vorw[egead am Rande der genann~en Sektoren, geilwe~e auch 
innerh~lb derselben~ zeigen die Zeltett teilweise Plasmavaeuolen, ohne d~13 das 
typische Bild einer blasigen Entar tung auftritt. In den ektatisehen 8inusoiden 
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befindet sich versehiedentlieh eine homogene his feink6rnige eosinophile Masse. 
Stellenweise liegt diese aueh in den Pfortadergsten, hier sind nur n0eh wenig 
Erythroeyten zu erkennen. Diese Masse reagiert Lepehne-positiv. 

Im ItS-Sehnitt zeigt sich eine geringgradige, reeht variable Verfettung ein- 
zelner Leberzellen. In den genannten Sektoren ist jedoch kein vermehrter Fett- 
gehalt erkennbar. Naeh F~rbung mit Methylgrtin-Pyronin ist die eytoplasmati- 
sehe RNS bereits bei den Kontrolltieren in weehselnder Starke ausgepr/~gt. Inner- 
halb der L~ppehen scheinen besonders die peripheren Anteile vermehrt/~NS zu 
enthalten. Kontrollen mit l%ibonuelease ergaben keinerlei Pyroninophilie des 
Plasmas. In den oben genannten Sektoren ist naeh 15 sec bereits eine Ver- 
minderung der Anf/irbung mit Pyronin festzustellen. Naeh Perehlors/iureeinwir- 
kung heben sich aueh die Kerne dieser Bezirke ab, sie nehmen offenbar dureh 
vermehrte Aufnahme yon Pyronin einen mehr r6tliehen Farbton an (vgl. aueh 
die .fluoreszenzmikroskopisehen Befunde). Mit Methylgrfin allein sind keine 
besonderen Untersehiede feststellbar. Nach Gallocyanin-Chromalaun wird die 
Verminderung der basophilen Sehollen im Cytoplasma der gesch/~digten Bezirke 
noeh deu~licher (s. Abb. 3). Aueh die beginnende Sehrumpfung und vermehrte 
Anf~rbbarkeit der Kerne kommt hier zur Darstellung. Da bei dieser Farbung 
offenbar die Leberzellen allgemein ansehwelien, stellen sich die Sinusoide nur 
noeh als schmale Spalten dar, wobei in den geseh/idigten Zonen keine Sinusoid- 
ektasien mehr auffallen. 

Diskussion der Ergebnisse 

Obwohl fluoreszenzmikroskopische Methoden in der normalen I-Iistologie haufig 
Anwendung linden und besonders der Anwendungsbereich des AO dureh die 
F~rbungsanalysen yon SC~i~M~LFEDn~ U. Mitarb. (1958) auch fiir histochemi- 
sche Fragestellungen gesichert erscheint, ist in der experimentellen Pathologie 
bisher reeht wenig Gebrauch davon gemacht worden. DaB die Fluoreszenz- 
mikroskopie - -  insbesondere die Fluorochromierung mit AO und CO - -  gegeniiber 
lichtoptischen Methoden bei der Frfiherfassung yon Gewebssehi~den Hervor- 
ragendes leisten kann, haben ers~ k~rzlieh HECHT, K o ~  und DAVID durch ver- 
gleichende Untersuchungen an experimentellen Infarkten des l%attenherzens ge- 
zeigt. Ein Vergleich unserer fluoreszenzoptischen und lichtoptisehen Ergebnisse 
spricht erneut ffir die Leistungsf~higkeit der Fluoreszenzmikroskopie bei der 
Frfiherfassung yon Gewebssch/iden. W/~hrend sich liehtoptisch Veranderungen 
wie versti~rkte Plasmaeosinophilie, verminderte Plasmabasophilie und Kern- 
pyknose erst andeutungsweise zeigen, sind bereits massive Fluoreszenzi~nderungen 
wahrnehmbar, wie z.B. verst~rkte Kernfluoreszenz im stark sauren Milieu, nach 
Perchlors~urebehandlung sogar ein qualita~iver Fluoreszenzumschlag nach Orange 
im etwa neutralen Bereich, und im gleiehen p~-Bereich ver~nderte Cytoplasma- 
fluoreszenz, auch nach Ribonuseleaseeinwirkung. Darfiber hinaus kSnnen wir aus 
der Art der Fluoreszenz/~nderungen in den geschadigten Gebieten gewisse l%fick- 
schliisse auf die Ar~ der Zellschadigung ziehen. Dies wird dad~rch m6glich, dab 
insbesondere S c ~ i ~ L F m ) n a  u. Mi~arb. (1958) durch ihre Fhrbungsanalysen 
den histochemischen Wert der AO-Finorochromierung fSr tierische Gewebe unter- 
mauert haben. 
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Nach deren Untersuehungen ist die versts Kernfluoreszenz in den CC14- 
gesehitdigten Gebieten als Folge einer Strukturiinderung der DNS mit Freflegung 
saurer bzw. Entfernung basischer Gruppen zu deuten. Dafiir sprechen besonders 
die Erscheinungen nach Behandlnng mit schwacher Perchlors~ure (2%), die zu 
einer intensiven Orange-Fluoreszenz der geschiidigten Zellkerne gegeniiber einer 
gelben Kernfluoreszenz in der Umgebung und bei den Kontrollen ffihren. Wie 
aus zahlreichen Untersuchungen bekannt ist (Lit. bei GSsssEa 1954 und SAND- 
HITTEr) depolymerisiert Perchlors~ure Nucleinsiiuren je nach Konzentration, 
Einwirkungsdauer und Temperatur bis zum v611igen Abbau. In unserem Fa]le 
wird die schw~eh depolymerisierende Wirkung bereits an den normalen Zellkernen 
deutlieh /starkere Fluoreszenz durch verstarkte A0-Aufnahme), noeh wesentlich 
deutlicher aber an den geschadigten, deren A0-Aufnahme jetzt bereits der yon 
RNS gleichkommt. Wenn die iibrigen Voraussetzungen richtig sind, lassen diese 
evidenten Befunde naeh Perehlorsaure eigentlieh nur zwei Deutungen zu. Ent- 
weder ist die DNS der geschadigten Zellkerne geringer polymerisiert, so dab sieh 
der Unterschied naeh S/~urewirkung nut vers~/~rk~ oder der Potymerisationsgrad 
der DNS aller Kerne is~ zwar gleieh, abet die gesehgdigten Zellkerne sind emp- 
findlieher ffir die Wirkung der Perehlors~ture. Obwohl die Befunde art den nieht 
mit S~ure behandelten Sehnitten Ifir die erstere Deutung spreehen, ist die letztere 
nieht sieher auszusehlieBen. Sieher bleibt in jedem Falle eine Xnderung ira Gefiige 
der DNS. Die ]iehtoptischen Befunde mit Methylgriin und Methylgriin-Pyronin 
k6nnen zu dieser Frage niehts beis~euern. Dies best~gigt die Beobaehtungen yon 
SOgffMMELFED~R U. Mitarb., dab die Beurteilung des Polymerisationszustandes 
der DNS mit A0 eher m6glieh ist als mit Methylgriin. Am Cytoplasma der 
gesehs Zellen k6nnen wit eine Verminderung des RNS feststellen. Diese 
Verminderung kommt aueh liehtoptiseh naeh Galloeyanin-Chrom-Alaun reeht 
gut zur Darstellung (Abb. 3). Die Befunde mit A0-Fluorochromierung bei hSheren 
p~-Werten spreehen aut~erdem flit eine Vergnderung des nueleins&urefreiea I%est- 
k6rpers. 

Es miissen dabei vermehrt negativ geladene - -  also saure - -  Gruppen auf- 
treten, die ffir die gesteigerte Aufnahme von A0 und damit fiir die verstgrkte 
Rotfluoreszenz verantwortlieh sin& Naeh Behandlung mit Ribonnelease sind 
diese Unterschiede noeh vorhanden, wenn aueh sehwgeher, da jetzt aueh die 
offenbar niehtgeseh~digten L/~ppehenanteile rot fluoreszieren (s.Normalbefunde). 

Auf jeden Fall diirften unsere Ergebnisse best/~tigen, dag der CCI~ unabhgngig 
yon seiner Wirkung auf den Kreislauf zu einer direkten Zellseh/~digung ftihrt, was 
besonders durch die Kiirze der Einwirkungszeit und die Lokalisation des Sehadens 
unterstrichen wird. Davon unberiihrt bleibt die Tatsaehe, dag man dureh An- 
wendung anderer Applikationsarten, geringerer Desert und weitaus langerer Ein- 
wirkungszeit von mehreren Stunden, zentrale L/tppehennekrosen mit Verfettung 
erzeugen kann (GLYNN und I-IIlvISWORTH 1944; ANDI~EWS und MAEGHAITH; 
CAMEI~ON und KARUNARATNE; CHRISTIE und JUDAH; CAVALLERO, GLYNN und 
HIMSWOHT 1948). 

Die zentralen Lappchennekrosen gelten in der bisherigen Literatur als einzige 
Form des CC14-Sehadens der Leher, der auch histoehemisch, bioehemisch und 
elektronenoptiseh (C~R~STIE und JUDAH; STOWELL und LEE; Trto~son und 
Moss; Z6LLnE~ und REISlG; PAWWARTHAn U. Mitarb.; LEDUC und WiLson, 
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STOWELL und LEE, WILLIAMS, POPPE~ u. Mitarb ,  EGEa; 0BERLI~G U. Mitarb). 
gut durehuntersucht ist, ohne dab man sich fiber den pathogenetisehen Mecha- 
nismus bisher hat  einigen k6nnen. 

Bei der Entstehung dieser zentralen Nekrosen dfirften allerdings weniger eine 
direkte Zellsch/~digung als mehrere andere Faktoren, wie Zirkulationsst6rungen, 
I-Iypox/imie und andere eine Rolle spielen. Ffir eine direkte zellsehgdigende Wir- 
kung des CC14 sprechen einmal die sofortige Wirkung und zum anderen die 
Lokalisation. Es war zu erwarten, dal~ die am meisten geseh/~digten Gewebs- 
partien am Ort der maximalen Gfftanflutung - -  also in N/~he der P~ortaderauf- 
zweigungen liegen. Da~ die gesch&digten Sektoren nicht nur in der Peripherie, 
sondern zum Teil auch offenbar isoliert in der Intermedi~rzone liegen, ist am 
besten zu verstehen, wenn man der yon RAPPAPOnT erarbeiteten Einteilung der 
Leber in funktionelle Einheiten folgt, die um einen Pfortaderast  gruppiert sind. 
Diese k6nnen yon hier aus in drei Sektoren unterteilt  werden, deren Blur sieh 
hinsiehtlich 02- und N/thrstoffgehalt unterscheidet. 

Der Mechanismus der Zellsch&digung seheint recht vie[f~tltig zu sein. Naeh den 
Untersuehungen yon SI~o~ und B ~ E K E  kommt  es zur Bloekierung yon SH- 
Gruppen, was besonders zu einer Inaktivierung der St t -Gruppen tragenden 
Fermente ffihrt. Unsere Befunde sprechen daffir, daI~ es sehr rasch auch zu einer 
Ver/~nderung der Nucleopro~eide der Zelle kommt.  Davon werden sowohl die 
DNS der Kerne als aueh die RNS des Cytoplasma befallen sowie offenbar auch 
der nueleins/~urefreie RestkSrper des Cy~oplasma (s. oben). Exakte  Angaben fiber 
den Zeitpunkt des Auftretens tier yon arts beobaehteten Veranderungen lassen 
sich bei der Kfirze der Zeit kaum maehen. Wir kSnnen nur feststellen, daf3 der 
CC1 a in den angegebenen Zeiten (ab 15 see) bereits in der Leber angelangt sein 
mu$, da sie jeweils soiort nach der TStung entnommen wurde. Bis zur Anferti- 
gung der unfixierten Sehnitte verstriehen jedoch immer noch einige Minuten, so 
dal~ der CC14 in dieser Zeit noch in den Leberzellen wirksam werden konnbe. In  
der Literatur  haben wir vergleichbare Ergebnisse, die auch nut  unter ann/~hernd 
/~hnlichen Voraussetzungen gewonnen sein mfil~ten, nicht gefunden. Als einziger 
hat  noeh MYRE~ mit  intrasplenisehen Injektionen und kurzen Einwirkungszeiten 
gearbeitet - -  allerdings mit  wesentlieh geringeren Dosen (bis 0,02 ml CCI~ in 
OlivenS1) und nur mit  Untersuehung in HE-Schnit ten.  Er  land vor allem im 
intermediaren L/~ppehenbereieh Zelldissoziationen mit  Plasmavaeuolen und ein- 
zelnen Kernpyknosen nach 30 see. 

Interessant  sind im Zusammenhang mi~ unseren Ergebnissen Befunde yon 
S C ~ E L F E D E ~ U .  Mitarb. an Kleinhirnen yon r6ntgenbestrahlten Ratten.  
Fluoreszenzmikroskopiseh zeigte sieh bei der strahlenbedingten Pyknose der 
KSrnerzellkerne keine Depolymerisation der DNS, sondern ganz im Gegensatz 
zu unseren Befunden eine erh5hte Resistenz der gesehgdigten K6rnerzellen gegen- 
fiber Salz- und Perchlorsgure. Demnaeh seheint es bei der Pyknose je nach Zell- 
ar t  und Sch~digungsmodus zu sehr verschiedenartigen Strukturgnderungen der 
Kern-DNS zu kommen. 

Zusammenfassung 
Bereits 15 sec nach intrasplenischer Injektion yon Tetrachlorkohlenstoff treten 

in der Leber im peripheren und intermedigren L/~ppehenbereich sektorf6rmige 
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Zellver/~nderungen auL Mit fluoreszenzmikroskopischen Methoden - -  insbeson- 
dere der Aeridinorangefluorochromierung - -  lassen sich diese Frfihseh/~den besser 
effassen als mit  lichtoptischen Methoden. In  den sektorf6rmigen Bezirken, vor- 
wiegend der Lappchenperipherie, scheint es zu einer Depolymerisation der Kern- 
DNS und zu einer Verminderung der eytoplasmatischen RNS zu kommen. Gieich- 
zeitig ~ndert sich auch das elektrochemische Verhalten der Plasmaproteine. 

Fluorescence-microscopic  findings in the l iver of the  ra t  af ter  acute poisoning 
with earbonte t rachlor ide  

Summary  

W i t h i n  15 sec af ter  in t rasplenic  in jec t ion  of carbon te t rachlor ide ,  wedge-shaped  
changes in  the  per iphera l  and  i n t e rmed ia ry  zones of the  hepa t ic  lobules appear .  
W i t h  the  f luorescent  microscopic  technic,  especial ly wi th  acr idine orange fluoro- 
chromat ion ,  tiffs in i t ia l  i n ju ry  m a y  be de tec ted  earl ier  t han  wi th  the  l ight  micro-  
scope. I n  the  wedge-shaped  regions,  chiefly in  the  pe r iphery  of the  lobules, i t  
appea r s  t h a t  a depo lymer iza t ion  of the  nuclear  D N A  occurs wi th  a decrease in 
t he  cy top lasmic  R N A .  S imul taneous ly ,  there  is a change in the  e lectrochemical  
na tu re  of the  p l a sma  proteins .  
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