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Obwohl eine fast untibersehbare Fille von Arbeiten tiber die leberschidigende
Wirkung des Tetrachlorkoblenstoffs vorliegt (Lit. bei RovILLER), ist der Wirkungs-
mechanismus dieser Art von Lebervergiftung nach wie vor nicht geklart.

Bei der tiblichen subcutanen oder enteralen Gabe von Tetrachlorkohlenstoff kommt es zu
einer lippchenzentralen oder intermedidren Leberschidigung. Die hierbei auftretenden
ultrastrukturellen Verdnderungen wurden zuerst von OBERLING und RoUILLER beschrieben
und spiter von zahlreichen anderen Untersuchern bestétigt. Friithverinderungen der Fein-
struktur bei Tetrachlorkohlenstoffvergiftung der Leber beschrieb kiirzlich REvyorps. Hier-
nach traten die ersten Verinderungen etwa 1 Std nach Gabe von Tetrachlorkohlenstoff auf:
Eine Dilatation der Zisternen des endoplasmatischen Reticulum geht mit einer Desorgani-
sation des Ergastoplasma einher. Dabei findet sich eine Vermehrung von glattem endo-
plasmatischem Reticulum, bei gleichzeitigem Glykogenschwund und einer Leberzellver-
fettung. Die Mitochondrien schwellen an, bisweilen erscheinen sie echt vergrofiert. Spéter
konnen sie bei fortschreitender Nekrobiose der Zelle unter gelegentlicher Kalkeinlagerung
zugrunde gehen. Da die Lokalisation der geschédigten Leberbezirke derjenigen gleicht, die
bei einer Hypoxydose der Leber zu beobachten ist, wurden die Leberverinderungen nach
Tetrachlorkohlenstoff als hypoxydotisch bedingt angesehen (Gryxx und HmiswortH). Ruy-
~NoLps postulierte auf Grund seiner elektronenmikroskopischen Befunde eine direkte Ein-
wirkung des Tetrachlorkohlenstoffes auf die Membransysteme der Zelle. Ein derartiger
direkter Schidigungsmechanismus war schon auf Grund von lichtmikroskopischen Unter-
suchungen diskutiert worden, insbesondere von den Autoren, die eine Tetrachlorkohlenstofi-
vergiftung der Leber durch intralienale oder intraportale Injektion erzeugt hatten (CaMERON
u. Mitarb., MYrEN, ATErRMAN, BENERE und SimoN, RoscHLAU). Bei intralienaler (oder
intraportaler) Tetrachlorkohlenstoffgabe kommt es ndmlich zu einer innerhalb weniger
Sekunden eintretenden Leberschidigung (RoscHLAU); hierbei ist im Gegensatz zur enteralen
Tetrachlorkohlenstoffgabe die Liappchenperipherie der Leber zuerst geschidigt. Ferment-
histochemische Untersuchungen haben entsprechende funktionelle Unterschiede heraus-
gestellt: Wihrend bei enteraler Applikation von Tetrachlorkohlenstoff beispielsweise mito-
chondriale Fermente erst nach vielen Stunden beeinflullt werden (LEpuc und WiILSON,
REYNOLDS), kann eine Verminderung der Aktivitdt dieser Fermente bei intralienaler Tetra-
chlorkohlenstoffgabe sehr viel eher beobachtet werden (BENEKE und SiMOXN).

Da uns die von ReEyNoLps erhobenen Befunde an der Ultrastruktur der
Leber nach Tetrachlorkohlenstoffvergiftung fiir eine direkte Tetrachlorkohlen-
stoffwirkung auf die Membranstrukturen der Leberzellen nicht beweisend
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erschienen, haben wir den EinfluB von Tetrachlorkohlenstoff auf die Membran-
systeme der Leberzellen bei intralienaler Injektion untersucht, und auBerdem
das Verhalten von Leber- und Nierenzellen gegeniiber unverdimntem Tetra-
chlorkohlenstoff in vitro geprift.

Untersuehungsgut und Methodik

1. WeiBe BUB-Mzuse von 30 g Gewicht erhielten in leichter Athernarkose jeweils 0,02 cm?
reinen unverdiinnten Tetrachlorkohlenstoff in die Milz injiziert. Lebergewebe wurde 20 sec
1, 2 und 5 min nach der Injektion entnommen und entweder in 6,25% Glutaraldehydlosung
nach der Vorschrift von SaABATINI u. Mitarb. oder in 2% gepufferter Osmiumsiurelosung
fiir 2 Std fixiert. Das glutaraldehydfixierte Gewebe wurde anschlieBend an die Fixierung
fir 18 Std in gepufferter Rohrzuckerlosung aufbewahrt. Die Einbettung der Gewebsproben
erfolgte in Epon nach vorhergehender Entwésserung in Aceton und Weglassen eines Pro-
pylenzwischenbades. Die Polymerisierung der Bléckchen erfolgte bei 60° C innerhalb von
24 Std. Ultradiinne Schnitte wurden mit einem Ultramikrotom nach PoRTER-BLuM her-
gestellt, auf Kupfernetze montiert und nach Kontrastierung mit Blei nach Karwovsky
direkt in einem Siemens Elmiskop-I-Elektronenmikroskop untersucht.

2. Frisch gewonnenes Leber- und Nierengewebe von etwa 30 g schweren BUB-Méusen
wurde in Stiickchen von 1 mm Kantenliinge zerteilt und fiir 5—10 min in unverdiinnten
reinen Tetrachlorkohlenstoff eingelegt. Die Gewebsstiickchen wurden anschlieBend wie unter
1. angegeben fixiert und elektronenmikroskopisch untersucht.

Fiir die lichtmikroskopische Untersuchung wurde ein Teil des nach 1. und 2. in Glutar-
aldehydlosung fixierten Gewebes abgezweigt, und nach zweistiindiger Fixierung in Paraffin
eingebettet. Hieraus resultierende 5 u dicke Gewebsschnitte wurden den iiblichen licht-
mikroskopischen Firbemethoden unterzogen und untersucht.

Kontrollen. Kontrollgewebe wurde bei 1. kurz vor der Injektion aus der Leber der Tiere
entnommen. Bei 2. wurde Leber- und Nierengewebe vor dem Einlegen in Tetrachlorkohlen-
stoff abgezweigt. Diese Gewebsproben wurden ebenso wie Leber- und Nierengewebe unbe-
handelter Tiere in der oben beschriebenen Weise zur licht- und elektronenmikroskopischen
Untersuchung herangezogen.

Befunde

1. Befunde an der Miuseleber nach intralienaler Injektion von Tetrachlor-
kohlenstoff. Bereits wenige Sekunden nach der Injektion war makroskopisch
auf der Leberoberfliche das Auftreten blaB-grauer, stecknadelspitzgroBer Fleck-
chen zu beobachten, die bald zu stecknadelkopfgroBen Flecken zusammen-
flossen. Lichtmikroskopisch war auBer einer gelegentlich zu findenden Blutleere
in der Lappchenperipherie kein wesentlicher pathologischer Befund zu erheben.
Die elektronenmikroskopische Untersuchung hingegen zeigte an der Ultra-
struktur der Leberzellen hochgradige Verdnderungen. Bereits 20 sec nach der
Injektion traten im Grundplasma léppchenperipher gelegener Leberparenchym-
zellen osmiophile Bezirke auf, die bei stdrkerer VergroBerung sich als feine mem-
brandse oder tubulire Bildungen erwiesen. Sie hatten bisweilen direkte Ver-
bindung mit .Membranen des Ergastoplasma oder schienen aus kleinen intra-
cytoplasmatischen Lipidtropfen hervorzuwachsen (Abb. 1). Die Mitochondrien
der betroffenen Zellen zeigten zum gleichen Zeitpunkt eine méfBige Schwellung.
Thre AuBenmembranen erschienen an umschriebener Stelle aufgesplittert und
auch hier fanden sich membranartige Neubildungen, die bei geeigneter Schnitt-
fihrung als Tubuli in Erscheinung traten (Abb. 2 und 3). Bei Beendigung des
Versuches, also 5 min nach der Injektion, waren die Mitochondrien stérker
geschwollen; die beschriebenen tubuldren Strukturen waren jetzt zu einer osmio-
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S e DT M e SERI S o G S T

Abb. 1. Leber, Maus. 1 min nach intralienaler Injektion von 0,02 cm? Tetrachlorkohlenstoff: Der Ausschnitt
aus einer Leberzelle zeigt neben Mitochondrien M im Cytoplasma mehrere Ansammlungen von zarten Membranen
und Tubuli £, die an einer Stelle offensichtlich von einem Lipidtropfen ¥ ausgehen. Arch.-Nt. 6056/64 (P). Vergr.
El-optisch 10000 x. Endvergr. 36000 x. — Ausschnitt rechts oben: Leber, Maus. 20 sec nach intralienaler
Injektion von 0,02 em® Tetrachlorkohlenstoff. Neben einem Mitochondrium M mehrere Ergastoplasmamem-
branen E, die an einer Stelle (—) im Zusammenhang stehen mit zarten membrands-tubuliren Strukturen.
Arch.-Nr. 6691/63 (P). Vergr.: El.-optisch 10000 x. Endvergr. 63000 x

philen, nicht mehr weiter autldsbaren Masse zusammengeflossen. Im Cytoplasma
lagen unscharf begrenzte, umschriebene osmiophile Verdichtungen, die ebenfalls
durch das Zusammentliefen der oben beschriebenen membrandsen und tubuldren
Neubildungen entstanden waren. Das Ergastoplasma hatte sich in rundliche
Vacuolen umgewandelt, die noch zum Teil einen Ribosomenbesatz aufweisen.

14*
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Die Kernmembran war stellenweise abgehoben. Relativ gut erhalten erschien in
den Leberparenchymzellen das Glykogen, das auch am Ende des Versuchs in der
bekannten rosettenartigen Haufchenform vorlag (Abb. 4). Die Leberzellen hatten
in diesem Stadium ihren Besatz an Mikrovilli sowohl im Bereich der Galle-
capillaren wie auch an der sinusoidalen Begrenzung verloren. Im Disseschen

Abb. 2. Leber, Maus. 20 sec nach intralienaler Injektion von 0,02 cm?® Tetrachlorkohlenstoff. Der Ausschnitt
aus einer Leberzelle zeigt im Cytoplasma ein geschwollenes Mitochondrium M, an dessen AuBenmembranen an
einer Stelle (—) zahlreiche Tubuli entstanden sind. Im Cytoplasma mehrere strahlendichte Ansammlungen
analoger Tubuli (—) sowie abgerundete Ergastoplasmazisternen E und unverindertes Glykogen &.
Arch.-Nr. 5614/63 (P). Vergr.: El.-optisch 10000 x . Endvergr. 36000 X

Raum wie im Sinusoid selbst fand sich feingranuldres Material. Die genannten
Verdnderungen beschrinkten sich nicht auf die Leberparenchymzellen. Sie
waren in gleicher Weise auch an den Endothel- und Kupfferschen Sternzellen zu
erkennen (Abb. 5). Bei stérkerer VergroBerung konnte man an den neugebildeten
Tubuli besonders im Bereich der Mitochondrien eine auffallend deutliche Drei-
schichtung erkennen. Diese Dreischichtung war bei dem Kontrollgewebe nur
selten, und dann auch nur angedeutet zu erkennen (Abb. 7a).

2. Befunde an Leber- und Nierengewebe bei Behandlung mif Tetrachlor-
kohlenstoff in vitro. Nach Einlegen fiir 510 min in unverdinmnten Tetrachlor-
kohlenstoff fanden sich an den oberflichlich im Gewebsblock liegenden Leber-
zellen Verdnderungen, die den eben beschriebenen weitgehend glichen: Auch
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hier sah man das Auftreten wirbelartiger tubuldrer und membrandser Gebilde
sowohl an den Mitochondrien als auch im Cytoplasma (Abb. 6a). Die Mito-
chondrien waren auch hier geschwollen und zeigten in fortgeschrittenen Stadien
im Bereich ihrer Aullenmembran herdférmig kappenartig aufsitzendes Material.
Analoge Veranderungen konnten auch am untersuchten Nierenrindengewebe

Abb. 3. Leber, Maus. 1 min nach intralienaler Injektion von 0,02 cm? Tetrachlorkohlenstoff. In einer Leberzelle
zeigen zwel dicht nebeneinanderliegende Mitochondrien 3 im Bereich ihrer AuBenmembranen tubulire Um-
wandlungen ¢, die im links liegenden Mitochondrium im Bereich der Cristae (¢f) erkennbar sind.

Arch.-Nr., 4805/63 (P). Vergr.: El.-optisch 40000 x. Endvergr. 143000 x

festgestellt werden, wie die Abb. 6b zeigt. Wie bereits bei den vorhergehenden
Versuchen erwihnt, war auch bei diesen in vitro-Versuchen an den verinderten
Membranen und Cristae der Mitochondrien eine auffallende deutliche Drei-
schichtung zu erkennen (Abb. 7b).

Diskussion
Unsere Untersuchungen zeigen, daf} bei der angewandten Versuchsanordnung,
ndmlich der intralienalen Injektion, eine direkte Tetrachlorkohlenstoffwirkung
auf die Membransysteme der Leberzellen nachweisbar ist. Sie besteht vor allem
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im Auftreten von membranésen und tubuldren Gebilden, die hiufig im Zu-
sammenhang mit vorgebildeten Strukturen entsteht. Da gleichartige Veradnde-
rungen auch bei Behandlung von Gewebe mit Tetrachlorkohlenstoff in vitro
hervorgerufen werden, sind sie als direkte Tetrachlorkohlenstoffwirkung zu

Abb. 4. Leber, Maus. 5 min nach intralienaler Injektion von 0,02 ecm?® Tetrachlorkohlenstoff in die Milz: Die
Ubersichtsaufnahme zeigt Ausschnitte von zwei Leberzellen, im Zellkern N deutliche Abgrenzung von Chromatin-
schollen und des Nucleolus n» und stellenweise Abheben der Kernmembran. Die Zellen enthalten zahlreiche
geschwollene Mitochondrien, an deren AuBenmembranen kappenformig osmiophiles Material aufsitzt. Dazwischen
liegt Glykogen @ sowie abgerundete HErgastoplasmazisternen (z. B. bei E). Arch.-Nr. 4742/63 (P).
Vergr.: El.-optisch 1500 x. Endvergr., 5500 x

betrachten. Der Entstehungsmechanismus der Verénderungen ist nicht véllig
klar. Einen wichtigen Hinweis zur Entstehung der beschriebenen membrandsen
und tubuldren Neubildungen sehen wir darin, daB die Membranen der Mito-
chondrien bei unseren Versuchen in vivo wie in vitro eine sehr deutliche Drei-
schichtung erkennen lieBen. Eine derartig auffallige Dreischichtung als Ausdruck
des submikroskopischen Aufbaus einer ,,unit-membrane‘‘ (RoBERTSON) haben wir
bei den Kontrollen nicht feststellen konnen. Wenn auch der Aufbau der Mito-
chondrienmembran durch die neueren Untersuchungen von SJO0sTRAND und
FerNANDEZ-MORAN u. Mitarb. noch nicht endgiiltig geklirt zu sein scheint,
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Abb, 5. Leber, Maus. 2min nach Injektion von 0,02 cm?® Tetrachlorkohlenstoff in die Milz: Der Ausschnitt

zeigt in der rechten Bildhilfte Teile einer Leberparenchymzelle, die durch den Disseschen Raum D von einer

teilweise getroffenen Kupfferschen Sternzelle K getrennt ist. In beiden Zellen erkennt man geschwollene Mito-

chondrien mit osmiophilen Verdichtungen an den AuBenmembranen und Cristae. Ahnliche osmiophile Massen

liegen im Cytoplasma der beiden Zellen neben abgerundeten Ergastoplasmagzisternen E und Glykogen. Die

Leberzelle weist im Bereich des Disseschen Raumes D, der mit feingranulirem Material erfiillt ist, nur wenige
Mikrovilli auf. Arch.-Nr. 86077/64 (P). Vergr,: El.-optisch: 10000 x. Endvergr. 36000 x

8o ist doch am Vorhandensein einer Substruktur der genannten Membranen nicht
zu zweifeln. Die beobachtete deutliche Unterteilung der unit-membrane-Kom-
ponenten unter der Einwirkung von Tetrachlorkohlenstoff kénnten nach Rey-
NoLps wie folgt erklirt werden: Das lipidlosende Agens verfliissigt lipidhaltige
Komponenten der Membranen. Eine derartige Verflissigung oder gar Heraus-
losung von Membranbestandteilen fiihrt zu einer Verringerung der Oberflichen-
spannung in der Membran, worauf es zur Bildung von Tubuli kommen wird
(SCHULMAN).



Abb. 6a u. b. Maus, Leber und Niere. 5 min nach Einlegen in unverdiinnten Tetrachlorkohlenstoff in vitro:
a Im gezeigten Leberzellenausschnitt ein geschwollenes Mitochondrium M, in dessen AuBenmembranen neben
aufgeroliten, Membranstrukturen herdférmig tubulire Bildungen («+) erkennbar sind. Ahnliche tubulire Neu-
bildungen im Cytoplasma (—) neben abgerundeten Ergastoplasmazisternen E und Glykogenhdufchen. Arch.-
Nr. 5307/63 (P) Vergr.: El.-optisch 20000 x. Endvergr. 73000 x. b Ausschnitt aus einer Kanilchenepithelzelle
der Niere zeigt bei stirkerer VergroBerung Teile geschwollener Mitochondrien M, deren Cristae herdférmig zu-
sammengeschoben und aufgerollt sind. Im Cytoplasma eine osmiophile Verdichtung, die am Rande feine regel-
miBige Tubuli erkennen liBt (—). Arch,-Nr.5373/63 (P). Vergr.: El-optisch 20000 x. Endvergr. 76000 X
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Nach unseren Erfahrungen ist allerdings ein derartiger Mechanismus bei der von Rey-
NoLDs selbst angewandten Versuchsanordnung, ndmlich enteraler Verabreichung von Tetra-
chlorkohlenstoff, nicht wirksam. Die bei enteraler oder subcutaner Vergiftung mit Tetra-
chlorkohlenstoff beobachteten Membranverinderungen am Chondriom wie am endoplasma-
tischen Reticulum unterscheiden sich nicht wesentlich von denen bei andersartigen Ver-
giftungen, z. B. mit Dimethylaminoazobenzol [PorTER und Bruni, HiexER (1)] oder Allyl-
alkohol. Gerade bei der Lebervergiftung mit Allylalkohol, einem wasserléslichen Stoff, haben
wir kiirzlich gleichartige Veréinderungen an der Ultrastruktur der Leber heobachten kénnen,
wie sie auch bei enteraler CGabe von
Tetrachlorkohlenstoff vorkommen [Hts-
NER (2)]. Bei dieser Sachlage ist man
unseres Hrachtens nicht berechtigt, die
resultierenden Verinderungen bei der
enteralen Tetrachlorkohlenstoffvergiftung
auf eine direkte Einwirkung des Tetra-
chlorkohlenstoffes auf die Membran-
systeme der Zelle zu beziehen.

Die nach wenigen Sekunden ein-
tretende Schidigung der TUltra-
struktur der Zellen bei intralienaler
Injektion von Tetrachlorkohlenstoff
erklart die Befunde von RosSCHLAT,
der nach intralienaler Injektion 7 B wEDE
von Tetrachlorkohlenstoff bereits . ; b

nach 15 sec eine Leberschadigun: Abb.7a u. b. Membranverdnderungen im Bereich von
© lgung Mitochondrien nach Tetrachlorkohlenstoffbehandlung:

a 2 min nach intralienaler Tnjektion von 0,02 cm?® Tetra-
chlorkohlenstoff ist an den neugebildeten Tubuli im Be-
reich einer Mitochondrien-AuBenmembran eine deutliche
Dreischichtung erkennbar (—). /Arch.-Nr. 4896/63 (P).
Vergr.: EL-optisch 40000 x . Endvergr. 244000 x . b Cristae

fluorescenzmikroskopisch nachwei-
sen konnte. Ebenso lassen sich nun
die Befunde von BENEKE und
Smmon, die bereits sehr rasch nach

mitochondriales 5 min nach Behandlung mit Tetrachlor-

kohlenstoff in vitro: Deutliche Dreischichtung der

Membran (—). Arch.-Nr. 5387/63(P). Vergr.: El.-optisch
28000 x . Endvergr. 170000 x

lienaler Injektion von Tetrachlor-
kohlenstoff eine Verminderung der
Fermentaktivitit im betroffenen
Lebergewebe feststellen konnten, durch die von uns gezeigten ultrastrukturellen
Verinderungen zwanglos erkldren. Das morphologische Substrat der direkten
Leberschadigung durch Tetrachlorkohlenstoff bei intralienaler (intraportaler)
Applikation ist von dem der ,klassischen® Tetrachlorkohlenstoffvergiftung nach
enteraler oder subcutaner Gabe grundsétzlich verschieden. Hierdurch werden
Unterschiede in den Folgen der Tetrachlorkohlenstoffwirkung je nach Art der
Zufuhr des Giftes hinreichend erklart.

Zusammenfassung

Bei intralienaler Tetrachlorkohlenstoffvergiftung der Maus treten im Zu-
sammenhang mit Membranen der Mitochondrien bzw. des endoplasmatischen
Reticulum tubulire Neubildungen auf, die zu osmiophilen Massen zusammen-
flieBen. Analoge Verdnderungen entstehen auch in vitro durch Einlegen von
unbehandeltem Leber- und Nierengewebe in unverdiinnten Tetrachlorkohlen-
stoff. Die Leberschidigung bei intralienaler Tetrachlorkohlenstoffgabe ist daher
als Ausdruck einer unmittelbaren Einwirkung auf die Membransysteme der Zelle
anzusehen, die dabei auftretenden Strukturen stellen die Folge einer Destabilisie-
rung der betroffenen Membranen dar.
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Der bisher nicht zu deutende Unterschied im zeitlichen Ablauf der Tetra-
chlorkohlenstoffvergiftung nach enteraler Gabe einerseits und nach intralienaler
Gabe andererseits ist auf die auflerordentlich rasch eintretende direkte Tetra-
chlorkohlenstoffwirkung auf die Zellmembranen zu erkliren, die bei enteraler
Gabe offenbar fehlt.

Ultrastructural Changes of the Liver Produced by the Direct Action
of CCl, (in Vivo and in Vitro)
Summary

After intrasplenic poisoning of the mouse with CCl,, newly formed tubular
structures appear in association with membranes of the mitochondria and endo-
plasmic reticulum. These tubular structures coalesce to form osmiophilic masses.
Analogous changes develop as well in vitro as shown by immersing untreated
liver or kidney tissue in undiluted CCl,. Consequently, the damage of the liver
by the intrasplenic administration of CCl,, is to be regarded as an expression
of a direct action on the membrane system of the cell. The structures that appear
represent a disintegration of the involved membranes.

The prior inexplicable difference in the succession of events of poisoning seen
after the enteric administration of CCl,, on the one hand, from that seen after
its intrasplenic administration, on the other hand, may now be explained by the
extraordinarily rapid appearance of the direct effect of CCl, on the cellular
membranes which apparently is absent with the enteric application.
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