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The Ultrastructure o/Rat-Liver in Carbontetrachloride- Poisoning 
and Prolonged Hypothermia 

Summary. During prolonged hypothermia at 25°C (rectal temperature) in rats, stasis 
occurs in the terminal vesse]s of the liver. Erythrophagocytosis of the Kupffer cells increases. 
In intensely Iohagocytizing cel]s are not only degenerative changes of the cytoplasmic organelles 
found, but also crystals. The protective effect of iorolonged hypothermia on the ultrastructure 
of the epithelium during poisoning with carbon-tetrachloride can be shown to be dependent on 
the degree of temperature reduction. 

Zusammenfassung. Während einer protrahierten Hyloothermie von 25 ° C P~ectaltemperatur 
kommt es bei l~atten zur Stase in der terminalen Strombahn der Leber. Die Erythrocyten- 
phagocytose der Sternzellen ist gesteigert. In stark phagocytierenden Zellen finden sich 
neben degenerativen Veränderungen der Zellorganellen häufig Kristallbildungen. Die Schutz- 
wirkung der protrahierten Hypothermie auf das Leberepithel bei Tetrachlorkohlenstoff- 
vergiftung ist auch im Bereich der Ultrastruktur in Abhängigkeit vom Grade der Temperatur- 
senkung nachweisbar. 

Nach dem Ergebnis liehtmikroskopiseher Untersuchungen lassen sieh bei 
l~atten während einer protrahier ten Hypothermie  von 2 5 ° C  t~eetal temperatnr 
mit  Tetraehlorkohlenstoff  keine Lebernekrosen erzeugen (Plaa u. Larson, 1964; 
Schlicht, 1964). Matzander  und I-Ioer konnten einen ähnlichen Einfluß der 
Hypothermie  bei Meerschweinchen beobachten. Dieser Sehntzeffekt beruht  nicht  
auf einer verminderten Resorpt ion des Giftes ans dem Darmtrak t .  Mit Hilfe von 
radioakt ivem Tetraehlorkohlenstoff  wurde in der Leber während der Unterkühlung  
die gleiche Konzent ra t ion  von Tetraehlorkohlenstoff  wie bei normaler  Körper-  
t empera tur  festgestellt (Larson und Plaa, 1965; Schlicht und Seholz, 1965). Die 
gleiche Sehutzwirkung übt  die Hypothermie  während der Sublimatvergif tung aus 
(Seholz, Schlicht, Daugs und  Schäfer). 

Bei der histologisehen Untersuchung der Leber der protrahiert  nnterkühl ten  
Kontroll t iere fielen seinerzeit isolierte Nekrosen der Kupffersehen SternzeHen 
teilweise mit  Speieherung eines homogenen eosinophilen Materials im Cytoplasma 
auf (Masshoff und  Oehler, Sehlieht). Die Ursache dieser Veränderungen war 
pathogenetiseh unklar  geblieben. 

* Herrn Professor Dr. H. Frhr. von Kress in Dankbarkeit gewidmet. 
* *  Mit Unterstützung der Deutschen Forsehungsgemeinsehaft. 
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Abb. 1--3. l~attenleber nach 24stündiger Unterkühlung bei 25°C Reetaltemperatur. Glutar- 
aldehydosmiumsäure-Fixierung, Nachkontrastierung mit Uranylacetat und Bleicitrat 

Abb. 1. a Vergr, 47 500:1. Zwei einem Fetttröpfchen L aufgelagerte Mitochondrien mit parallel 
angeordneten Cristae in einer Epithelzelle. Normal ausgebildetes Ergastoplasma (Erg.). 
b Vergr. 47 500:1. Konzentrisch um eine quergeschnittene Cytoplasmainvagination (Z) liegende 
Cristae mitochonch'iae einer Leberepithelzelle mit etwas erweiterten Ergastoplasmalamellen 

(Erg.) 

Mit den vorliegenden Befunden sollten die l ichtmikroskopischen Beobachtun-  

gen durch elektronenmikroskopische Unte r suchungen  ergänzt  werden. Über die 
Ul t r a s t ruk tu r  der Leber nach protrahier ter  I typo thermie  liegen unseres Wissens 
bisher noch keine Berichte vor. 

Methodik 
Es wurden 20 weibliche Albinoratten mit einem Gewicht von 94--280 g licht- und 

elektronenmikroskopiseh untersucht. Wir verabfolgten 0,2 ml Tetraehlorkohlenstoff/100 g 
Körpergewicht per Schlundsonde. 1 Std nach der Vergiftung wurden die Tiere in Ather- 
narkose physikalisch unterkühlt. Die Narkose wurde mit wiederholten intraperitonea]en 
Gaben von Numal (Mlylisopropylbarbitursaures Natrium in 1%iger Lösung) fortgesetzt. Bei 
einer Gruppe betrug die l~ectMtemperatur 25 ° C (2 Tiere) und die Versuchsdauer 23--25 Std, 
bei der anderen (2 Tiere) 30 ° C bei 48stündiger Versuchsdauer. 7 Tiere wurden nur unterküh]t; 
3 davon über 24 Std auf 25 ° und die restlichen 4 über 48 Std auf 30 ° C Colontemperatur. 

~ixierung. Nach Öffnung der Bauehhöhle wurde auf den rechten Leberlappen eisgekühlte 
Fixierlösung aufgetropft. Der Leber wurden dann Blöckchen von 1 mm ~ Größe entnommen 
und sofort für 1 Std in 1%ige Glutaraldehyd]ösung in Phosphatpuffer (pH 7,4, 360 mosm 
4 ° C) gebracht. Nach 4stündiger Wässerung in Phosphatpuffer Nachfixierung 1 Std in 1% 
OsO 4 in Thyrodelösung. Nach 2 Zwisehenb~dern in Styrol Einbettung in VestopM W. Die 
Schnitte zeigten silberweiße Interferenzfarben. Naehkontrastierung in Uranylacetat und 
Bleieitrat. Als Kontrollen dienten 5 in Normothermie vergiftete und 4 NormMtiere. 

Ergebnisse 
Bei allen auf 25 o C unterÆühlten, jedoch nicht vergi]teten Tieren f inden sich nach 

24stündiger Versuchsdauer im Leberepithel  feinere bis mittelgroße Fe%tropfen. Die 
Mitochondrien sind in  Bezug auf Matr ixdichte  u n d  S t ruk tu r  der Cristae gut  
erhalten. Ihre  Anzahl  erscheint ve rmehr t ;  auch die Cristae sind auffällig zahlreich 
und  liegen vereinzelt  in  parallelen Lamellen (Abb. 1). Die Mehrzahl der Zellen 
besitzt  ein mäßig erweitertes Ergastoplasma mi t  erhal tenem Ribosomenbesatz,  
das zu den Mitochondrien eine enge räumliche Beziehung aufgenommen hat. Die 
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Abb. 2. Vergr. 19 500:1. Sternzelle mit Erythroeytenfragmenten neben unterschiedlich großen 
homogenen Bruchstücken (E 1 und E2). Myelinfiguren (E3), Schwellung und Vaeuolisierung 
der Mitoehondrien (M). Disséseher Raum (D) mit Mikrovilli und zwei quergesehnittenen 

Gi~terfasern (GÆ) 

Zisternen liegen nicht mehr in Stapeln, sondern umseheiden größtenteils die 
Mitoehondrien. Kernstruktur,  Golgi-Apparat, Mikrovilli und Galleeapillaren 
zeigen keine Veränderungen. Die Anzahl der Mikrobodies ist reduziert. Die bei den 
unbehandelten Rat ten ausgedehnten glykogenhaltigen Arealë sind vollständig 
geschwunden. Vereinzelt finden sieh Mitosen. Die Sinus sind meist prall mit 
Erythroeytenaggregaten gefüllt. Weitere Erythrocyten- und Thrombocyten- 
aggregate erkennt man in kleinen venösen Gefäßen. 

Im Vergleich zu den Normaltieren zeigen die unterkühlten Tiere wesentlich 
mehr phagoeytierende Sternzellen, die vorwiegend Erythroeyten in verschiedenen 
Abbaustadien, aber auch kernhaltige Zellen enthalten (Abb. 2). Größere Zell- 
einsehlüsse bewirken eine I~andstellung und siehe]förmige Abflaehung des Kerns. 
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Abb. 3. a Vergr. 19 500:1. Sternzelle mit zahlreichen teils in Vesikeln, teils einzeln liegenden 
Residualkörpern (R). In  einer Cytoplasmavaeuole liegendes ca. 5~ nadelförmiges Kristalloid 
ohne Innenstruktur. Oben rechts und unten links angrenzend Ansehnitte von Leberparenehym- 
zellen mit Fetttropfen (L). b und c Vergr. 13100:1. Kristalline Einschlüsse in Kupffersehen 
Sternzellen, teils in unmittclbarer Nachbarschaft von Erythrocytenfragmenten, teils in Statu 

nascendi (b) in Cytoplasmavacuolen gelegen 
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Abb. 3b u. c 

In zahlreichen Sternzellen finden sich Phagocytosevaeuolen mit z.T. noch deutlich 
erkennbaren Zellbestandteilen wie Erythrocyten, pyknotisehen Kernen, ?¢[embran- 
fragmenten und Lysosomen. Als Folge der lebhaften Phagocytose sind auch die 
in vielen Zellen teils einzeln, teils in größeren Vesikeln gelagerten Residual- 
körper anzusehen. Einzelne Sternzellkerne zeigen Pyknose und Karyorrhexis. 
Andere lassen Schwellung des Ergastoplasmas und Erweiterung des Kern-Plasma- 
Spaltes erkennen. 

Die Mitochondrienmatrix der Sternzellen weist im Gegensatz zu der der 
Epithelzellen auch beim Normaltier erhebliche Unterschiede in der Elektronen- 
dichte auf, wodurch eine qualitative Beurteilung erschwert wird. Uns erschienen 
dennoch die Mitoehondrien mit einer transparenten oder teilweise vaeuolisierten 
Matrix deutlich vermehrt;  unabhängig von der Fixierung und Kontrastierungsart. 

Auffällig ist das Vorkommen zahlreicher annähernd rhombiseher und nadel- 
förmiger Kristalle, die zum überwiegenden Teil in großen Cytoplasmavacuolen 
nekrobiotischer Sternzellen, teilweise aber auch im Sinuslumen erscheinen 
(Abb. 3). Sie besitzen unkontrastiert  annähernd die gleiche Elektronendichte 
wie Erythrocyten.  Nach Uranyl- und Bleikontrastierung überwiegt die Dichte 
der Kristalle ganz erheblich. 
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Bei Unterkühlung auf 30°C und einer Versuehsdauer von 2 Tagen sind die 
beschriebenen Verändernngen weniger stark ausgeprägt und beschränken sieh im 
wesentlichen auf Glykogenschwund und Verfettung. Das Ergastoplasma ist noch 
zu einem kleinen Teil in Membranstapeln formiert - -  ohne Erweiterung der 
Zisternen. Kristallbildungen fehlen. 

Nach Vergi/tung und Unterkühlung auf 25 ° C finden sich überwiegend die für 
die alleinige Unterkühlung charakteristischen Veränderungen. Nur vereinzelte, 
vorwiegend subcapsulär gelegene Zellen und Zellgruppen zeigen eine erhebliche 
Erweiterung der Zisternen des Ergastoplasmas mit Dislokation der Ribosomen im 
Sinne der beginnenden blasigen Entartung. Die übrigen Zellorganellen zeigen 
lediglich die im Frühstadium der Intoxikaiion mit CCla von Reynolds beschriebe- 
nen geringfügigen Vcränderungen. Bei den vergifteten und anschließend 48 Std 
auf 30°C unterkühlten I~atten zeigen sieh außer den oben beschriebenen Ver- 
änderungen am Ergastoplasma eine stärkere Verfettnng, vermehrt  Lysosomen 
sowie Alterationen der Mitoehondrien in Form von Schwellung und Cristolyse. 
In  einzelnen Zellen befinden sieh größere Areale mit  verfilzten Membranen des 
glatten endoplasmatischen Reticulum, wie sie von David u. Stenger bei chronischer 
CC14-Vergiftung besehrieben worden sind. 

Alle in Normothermie vergifteten Kontrolltiere zeigen demgegenüber die aus der Literatur 
nach Tetrachlorkohlenstoff bekannten Alterationen (Oberling, U. Roullier, Mölbert, Bassi 
u. I~eyno]ds): Verfettung, hochgradige Erweiterung der Membranen des Ergastoplasmas, 
Reduzierung der Mikrovilli an den Ga]lecapillaren, aber auch im Disséschen Raum; Schwellung 
der Mitochondrien mit l~eduzierung der Cristae und Aufhellung der Matrix. In den Kupffer- 
schen Sternzellen der in Normothermie vergifteten Kontrolltiere finden sich vermehrt 
phagocytierte Einschlußkörper und lamellär strukturierte Cytolysosomen, doch tritt die bei der 
Unterküh]ung besonders auffällige Erythrocytenphagocytose in den Hintergrund. Verfilzte 
Membrananhäufungen des glatten endoplasmatischen Reticulums sahen wir bereits 24 Std nach 
Applikation des Tetrachlorkohlenstoffes. Die lichtmikroskopischen Bilder entsprachen den von 
uns früher erhobenen Befunden (Schlicht). 

Diskussion 

Die Schntzwirknng der protrahierten Hypothermie auf das Leberepithel bei 
Tetrachlorkohlenstoffvergiftung wird auch im Bereich der Ultrastruktur  deutlich. 
Bei 25°C zeigen nur vereinzelte, subcapsulär gelegene Zellen eine stärkere Er- 
weiterung des Ergastoplasmas mit teilweisem Verlust des Ribosomenbesatzes. Die 
übrigen Zellorganellen sind intakt. Nach Vergiftung bei 30 ° C ist der Schutzeffekt 
geringer. Stärkere Struktnrveränderungen an Zellkernen, Ergastoplasma und 
Mitochondrien werden nachweisbar, ohne jedoch das Ausmaß wie in Normothermie 
zu erreichen. Die Hypothermie unterbricht bzw. verzögert demnach den zur 
Leberepithelnekrose führenden Prozeß bei Vergiftung in Abhängigkeit vom 
Grade der Temperatursenkung. 

Als Ursache der enorm gesteigerten Erythroeytenphagoeytose im Endothel 
müssen folgende Gegebenheiten in Betracht  gezogen werden: 

Unter einer protrahierten I typothermie von 25 ° l~ectaltemperatur entwickelt 
sich nach unseren elektronenmikroskopisehen Beobachtungen in Übereinstimmung 
mit den vitalmikroskopisehen Untersuchungen am Mesenterium in der terminMen 
Strombahn der Leber (s. Bond, Derriek u. Guest) eine hochgradige Stase mit  
Erythrocytenagglomeration in den Sinus. Zahlreiche in verschiedenen Abbau- 
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stadien befindliche, in den Kupfferschen Sternzellen intracytoplasmatiseh liegende 
Erythrocyten lassen vermuten, daß der infolge der Stase verlängerte Kontak~ der 
Erythrocyten mit der Sinuswand die Phagocytoseaktivit~t der Sternzellen 
begünstigt. Nach Weed u. Reed bewirken die Oberfl/~chenpotentiale vitaler 
Erythrocyten und Phagocyten einen Abstand von über 20 8, unter physiologi- 
schen Bedingungen sind daher Erythrocytenphagocytosen in Sternzellen nur 
selten zu finden (Masshoff). 

Die unter den Bedingungen der Hypothernfie mit Erythroeyten prall ge- 
füllten Sinus zeigen zu einem erheblichen Prozentsatz einen breitfl/~ehigen Kontakt 
zwischen dem Plasmalemm von Erythrocyten und Endothelzelle mit einem Ab- 
stand von deutlich weniger als 20 •. Auch ein verlangsamtet Erythroeyten- 
abbau unter den Bedingungen der Unterkühlung könnte die hohe Anzahl 
phagocytierender Sternzellen erklgren. Doch spricht das gemeinsame h~ufige 
Vorkommen von ganzen, noch weitgehend intakten Zellen und Zellfragmenten 
in verschiedenen Abbaustadien bis zu optisch leeren großen Phagocytosevacuolen 
innerhalb einer Sternzelle für eine echte Steigerung der Phagoeytose. Auch 
wissen wir aus kinetischen Untersuchungen über die Phagocytoseleistung von 
Leukocyten (Thom), daß selbst erhebliche Temperaturverminderungen (17 o C) das 
Ausmaß der Phagoeytose in vitro nicht wesentlich herabsetzen. 

Bemerkenswerter Weise finden sich auch unter den physiologischen Be- 
dingungen des natürlichen Winterschlafes (Fledermaus) vermehrt Erythroeyten- 
phagocytosen (Cossel u. Wohlrab). 

Die von Masshoff u. 0ehler beschriebene Hemmung der Farbstoffgranula- 
bildung in Sternzellen nach Trypanblauinjektion in Hypothermie lgBt einen 
unterschiedlichen Einfluß der Temperatur auf Partialfunktionen wie die Segre- 
gation molekulardispers aufgenommener Farbstoffe einerseits und die Phagocytose 
andererseits vermuten. 

Vornehmlich in phagocytierenden Sternzellen anzutreffende degenerative 
Ver/~nderungen sprechen dafür, daß die lichtmikroskopisch beobachtete Stern- 
zelldegeneration in Hypothermie (Masshoff u. Oehlcr, Schlicht) weniger auf einer 
selektiven Temperaturempfindliehkeit als viehnehr auf einer übersteigerten, zinn 
Zelltod führenden Phagocytose beruht. Die nur in tiefer IIypothermie (25 ° C) vor 
allem in Bezirken mit hochgradiger Erythrocytenphagocytose vielfach beobachte- 
ten kristallinen Strukturen dürften Bilirubin bzw. tIämatoidin entsprechen. Sie 
gleichen z.T. den von Gieseking abgebildeten Zelleinsehlüssen nach intravasaler 
Applikation von H~matoidin. Doch sind die letzteren allseitig von einer vom 
Plasmalemm abgeschnürten Membran umgeben. Im Gegensatz dazu liegen die in 
Hypothermie autochthon entstandenen Kristalle stets ohne Membranumkleidung 
im Inneren einer größeren Vacuole. 

So offensichtlich die Herkunft der kristallincn Einschlüsse von phagocytierten 
Erythrocyten erscheint, so hypothetisch ist gegenw~trtig ihre chemische Zusam- 
mensetzung und die Ursache ihrer Entstehung. Ähnliche Einsehlüsse wurden in 
den Reticulumzellen der Erythroblastennester des Knochenmarkes der Maus 
gefunden. Enge rgumliche Beziehungen dieser Kristalloide zu Ferritinaggregaten 
und Hgmosiderhlablagerungen ließen auch hier nur allgemeine t~üekschlüsse über 
die Abkunft von phagoeytierten Erythroeyten zu (Berman). Zur Problematik der 
Deutung muß betont werden, dag weder in den umfangreichen elektronenoptischen 
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Studien über das menschliche Knochenmark  noch in speziellen Un te r suchungen  
über Erythrocytenphagocytose  in  Makrophagen der Ra t t e  bzw. Phagoeytose- 
vorgängen nach exogener Eisenzufuhr  über ähnliche Phänomene  berichtet  worden 
ist (Ball, Chapman u. Muir und  Goldenberg, Essener, Pease). 

Während  der na tür l ichen Hiberna t ion  bleibt  nach den Beobachtungen von  
Cossel u. Wohlrab  das Leberglykogen erhalten. Während  der artefiziellen Unter -  
kühlung f indet  dagegen ein rascher und  nahezu vollständiger Abbau  stat t ,  ver- 
mut l ich  weil das Käl tez i t te rn  ohne Curarisierung nicht  un te rd rück t  werden k a n n  

u n d  die Tempera tu r  unserer  Tiere nur  bis auf 25- -30  ° C gesenkt wurde. 

Für wertvolle Am'egungen danken wir Herrn Privatdozent Dr. H. J. Merker (IL Anato- 
misches Institut der Freien Universität Berlin) und Herrn Dr. H. J. Stolpmann (Pathologi- 
sches Institut der Freien Universität Berlin) und für zuverlässige Assistenz Fräulein C. Merx 
und Fräulein C. Eulenstaedt. 
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