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smea r  assay"  s.c. a d m i n i s t e r e d  X I I  and  X I I I  e x h i b i t e d  
16% a n d  18% the  a c t i v i t y  of s.c. a d m i n i s t e r e d  estrone,  
respect ively ,  a n d  ora l ly  a d m i n i s t e r e d  X I I  a n d  X I I I  
e x h i b i t e d  37% a n d  17% t he  a c t i v i t y  of s.c. a d m i n i s t e r e d  
es t rone,  respect ive ly .  I n  t he  ova r i ec tomized  r a t  t r e a t e d  
w i t h  X I I I  a n d  X V  t he  i n h i b i t i o n  of t h e  increase  of p i t u -  
i t a r y  L H  c o n t e n t  was  140% a n d  15%,  respect ively ,  a n d  
of FSI-I c o n t e n t  was  300% and  12%, respect ive ly ,  t h a t  
of es t rone,  w h e n  t he  c o m p o u n d s  were a d m i n i s t e r e d  s.c. 

H e p a t i c  exc re to ry  func t ion ,  wh ich  can  be  a l t e red  b y  
es t rogen  t h e r a p y  in m a n  a n d  m a y  be  l inked  to  changes  
in me tabo l i c  f u n c t i o n  in t h e  l iver  ~, was  assessed fol lowing 
a d m i n i s t r a t i o n  of X I I I  in b o t h  t h e  r a b b i t  and  r a t  us ing  
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t h e  s u l f o r b r o m o p h t h a l e i n  (BSP) test .  The  r a b b i t  B S P  
t e s t  was  pe r fo rmed  accord ing  to  t h e  m e t h o d  of LENNON8 
a n d  t he  r a t  B S P  t e s t  was  done  us ing  a m e t h o d  s imi la r  
to  t h a t  r epo r t ed  b y  GALLAGHER et  al. 9 1 7 ~ - E t h y n y I  
estradiol ,  17fl-estradiol,  a n d  sod ium es t rone  3-sulfate,  
w h e n  a d m i n i s t e r e d  ora l ly  to  r a t s  a t  0.5, 10 and  5 M P K  
per  day,  respect ively ,  caused  s ign i f ican t  effects  on  B S P  
re ten t ion .  The  oral  a d m i n i s t r a t i o n  of X I I I  a t  10 M P K  
per  day  for  4 days  in  t he  r a b b i t  a n d  a t  20 M P K  per  day  
for 10 days  in t he  r a t  fai led to  cause  s ign i f ican t  a l t e r a t i o n  
in B S P  r e t e n t i o n  1~ I n  l ike m a n n e r ,  X V  ( E t h y n o d i o l  
d iace ta te )  a n d  p roges t e rone  were devoid  of effects on  
B S P  r e t e n t i o n  in rats .  

Thus ,  X I I I  m a y  be  s imi la r  to  o the r  p r o g e s t a t i o n a l  
agen ts  in fai l ing to  a l t e r  hepa t i c  exc re to ry  func t i on  a n d  
m a y  possess a n o v u l a t o r y  p roper t i e s  w i t h o u t  some of t he  
me tabo l i c  effects which  a t  t imes  can  be  assoc ia ted  w i t h  
m i x t u r e s  of s tero id  h o r m o n e s  p r e sen t l y  used in h u m a n  
fe r t i l i ty  control .  Because  X I I I  also appea r s  to  exer t ,  as 
a single subs tance ,  a buf fe r ing  t y p e  of h o r m o n a l  act ion,  
i t  m a y  no t  exh ib i t  some of t h e  phys io logica l  effects 
exe r t ed  b y  h igher  doses of pu re  es t rogenic  or p roges ta -  
t i ona l  agents .  

Zusammen/assung. Die S y n t h e s e  yon  3fi, 17fl-Diace- 
toxy-17~- ) i_ th iny l - l l f l -Methy les t r -4 -en  (XII )  wi rd  be- 
schr ieben.  Die S u b s t a n z  bes i t z t  besonde r s  s t a rke  An t i -  
Ier t i l i t / i t se igenschaf ten ,  wie sie sons t  n u r  Mischungen  yon  
H o r m o n e n  eigen sind,  welche fiir die Humanfe r t i l i tS . t  
b e n u t z t  werden,  j edoch  ohne  de ren  N e b e n w i r k u n g e n .  
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Zur L e b e r r e g e n e r a t i o n  der Ratte  n a c h  T e i l h e p a t e k t o m i e  w~ihrend akuter  CCl~-Intox ikat ion  ~ 

N a c h  I n j e k t i o n  v o n  3 H - T h y m i d i n  wurde  au to rad io -  
g r aph i sch  der  A b l a u t  der  Leberze l lp ro l i fe ra t ion  bei  gleich- 
zei t iger  k o m p e n s a t o r i s c h e r  u n d  r e p a r a t i v e r  R e g e n e r a t i o n  
a n  eben  ausgewachs enen  R a t t e n  u n t e r s u c h t .  Als Reiz  fiir 
die k o m p e n s a t o r i s c h e  R e g e n e r a t i o n  d ien te  dabe i  eine 2/3 
T e i l h e p a t e k t o m i e  (2/3 TH)  u n d  als S t imu lus  fiir die repa-  
r a t i v e  R e g e n e r a t i o n  eine a k u t e  CCl~-Intoxikat ion,  wobei  
wi r  r e l a t i v  e inhei t l iche,  15~ppchenzentral gelegene, b is  auf  
die In termidi /~rzone  i ibergre i fende  Nekrosen  induz ie r t en .  
Als F u n k t i o n  der  Zei t  n a c h  diesen be iden  E ingr i f f en  iiber- 
p r i i f t en  wir  fo lgende F a k t o r e n :  a) den  Pro l i fe ra t ions -  
u m f a n g  im Lebe rep i t he l  gemessen  a m  P r o z e n t s a t z  D N S  
s y n t h e t i s i e r e n d e r  K e r n e  (3H-Index)  u n d  in  Mitose  bef ind-  
l iche Zellen (Mitose-Index) ,  b) den  P ro l i f e ra t ionsmodus ,  

das  he iss t  die D N S - S y n t h e s e r a t e  ( re la t ive  N e u b i l d u n g /  
Zei te inhei t )  sowie die D a u e r  der  p o s t s y n t h e t i s c h e n  P h a s e  
G2 u n d  der  Mitose, c) den  P ro l i f e r a t i onsab l au f  in  den  
Sternzel len.  Die Be funde  w u r d e n  so lchen  n a c h  al le iniger  
2/3 T H  2 konf ron t i e r t .  

U n t e r s u c h t  w u r d e n  m~tnnliche, im  Mi t t e l  240 g schwere  
S p r a g u e - D a w l e y - R a t t e n ,  t yp i sche  2/3 T H  zu be l ieb igen  
Tages-  u n d  Nach tze i t en ,  s te t s  3 h sp~ter  CCl~-Injekt ion 
i.p. (frisch be re i t e t e  3% L 6 s u n g  v o n  r e i n e m  CC14 in 

1 Mit Unterstfitzung der Deutschen Forsehungsgemeinsehaft. 
2 E. ST6CKER, Verb. dt. Ges. Path. 50, 53 (1966). 

J. PosT, A. K~IN und J. HOFFMAN, Arch. Path. 70, 314 (1960). 
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Oliven61, 0,03 ml/100 g Tiergewicht3), einmalige In jek t ion  
yon  500 [~Ci aH-Thymidin  i.p. (spez. Aktivit~it 3,0 Ci/mM, 
Sehwarz Bio Research, USA) zwischen 8-10 h zu unter-  
schiedlichen Zeiten (3-143 h) nach 2/3 TH, T6 tung  stets 
3 h sparer, 2-3 Tiere /Zei tpunkt ,  Austausch des freien, 
n icht  DNS gebundenen  8H-Thymidins4, Autoradiogra-  
phie mi t  Kodak  AR 10 s t r ipping film, Nachf~rbung.  

Aus der Figur  ist abzuleiten,  dass der 3H-Index im 
Leberepithel  nach  alleiniger 2/3 T H  schon 16 h, nach 
2/3 T H  + CC1, erst 24 h post operat ionem ansteigt .  Der 
Kurvenver lauf  ist bei 2/3 T H  + CC14 zun~tchst /thnlich 
wie nach normaler  2/3 TH,  allerdings tiegt das Max imum 
h6her und  t r i t t  mi t  etwa 16stiindiger Verz6gerung auf. 
Ab 48 h post  operat ionem verl~iuft die Kurve  jedoch 
anders als zu ident ischen postoperat iven Ze i tpunk ten  
(32 h) nach alleiniger 2/3 T H  ; sie I~tllt n icht  so s tark  ab 
und  weist Nachgipfel auf. Die j etzt  registr ierten 3H-Index- 
Werte  und  ihr Abfall  bis zu 120 h s t immen sehr gut  mi t  
denjenigen nach singuHirer CC14-Gabe fiberein 5, 6. Ausser- 
dem ist yon  .nun an  eine andere Topik DNS neubi ldender  
Kerne zu beobaehten;  sie liegen vornehmlich  in der Zir- 
kumferenz der CC14-Nekrosen. Dies beides ist ein Argu- 
men t  daffir, dass ab 48 h nach  der Operat ion fiberwiegend 
die reparative,  auf die CCl( induz ie r ten  Nekrosen zurfick- 
gehende Regenera t ion  den Ablauf  des Proliferations- 
umfangs  bes t immt .  Auch der Mitose-Index l~tuft gegen- 
fiber alleiniger 2/3 T H  zeitlich verz6gert ab. 

Der epitheliale Prol i ferat ionsmodus ~ wird auch bei 
dieser Versuchsanordnung auf die schnelle Form um- 
geschaltet. Die Sitberkorndichte (Silberkornzahl/tz 2 Kern) 
als relatives Mass ffir die DNS-Synthesera te /Zei te inhei t  
wird verdoppeIt,  was auf eine Halb ie rung  der S-Phasen- 

]Xnge yon 15-18 h bei Kontro l len  ~, 7 auf etwas mehr  als 
7 h  bei 2/3 te i lhepatektomier ten  R a t t e n  ~,4 schliessen 
l~tsst. Auch die Phase G 2 (2h  ~,~) und  die Mitose (urn 
1,5 h2, 4) werden gegenfiber der normalen  Leberprolile- 
ra t ion gleichalter R a t t e n  (bis 6 bzw. 5,5 h 7) deutl ich ver- 
kfirzt. Denn  bei stets 3stfindiger radioakt iver  Versuchs- 
zeit steigt der Wer t  markier ter  Mitosen von  etwa 5% 
vor auI  mehr  als 60% w~Lhrend der Regenerat ion s an. 

I m  Gegensatz zu der Zeitverschiebung in der epithe- 
l ialen Regenerat ion setzt die Proliferat ion in den Stern- 
zellen nach 2/3 T H  mi t  und  ohne CCl~-Behandlung zum 
gleichen postopera t iven Ze i tpunkt  (32h  9) ein. Leber- 
epithel und  Sternzellen regenerieren also unabhXngig 
vone inander  s, 1% 

Unte r  den gew/~hlten experimentel len Bedingungen 
wird demnach  die pr~Lproliferative Phase n bis zum Ein-  
setzen der kompensator ischen Leberregenerat ion verlgn- 
gert. WS~hrend der anschliessenden Proliferationsprozesse 

4 E. ST6CKER und  U. PFEIFER, Naturwissenschaf ten  52, 663 (1965) ; 
Z. Zellforseh. 79, 374 (1967). 

5 C. M. LEEVY, R. M. HOLLISTER, R. SCHMID, R. A. MACDONALD 
und  C. S. DAVlDSON, Proe. Soe. exp. Biol.  Med. 102, 672 (1959). 
C. iVI. LEEVW, Ann. N.Y. Acad. Sei. 70$, 939 (1963). 

7 t~. STSCKER und W.-D. HEINE, Beitr .  path.  Anat .  13/, 410 (1965). 
s E. STSCKER und G. BACK, Naturwissenschaf ten  52, 264 (1965). 
9 V. H6PER, Inaug.  Diss. Wi i rzburg  (1968). 

10 E. STOCKER, W.-D. HEINE und CK. BERGIS, Naturwissenschaf ten  
57, 41 (1970). 

11 H.-W. ALTMANN, Verh. dr. Ges. Path.  50, 15 (1966). 
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beeinf lussen  sich die k o m p e n s a t o r i s c h e n  u n d  r e p a r a t i v e n  
Vorg~inge n icht ,  sonde r n  l aufen  n a c h e i n a n d e r  ab. 

Summary. Fol lowing 2/3 h e p a t e c t o m y  + CC14, t h e  label-  
l ing- (3H- thymidine)  and  mi tos i s - index  of l iver  ep i the l ia  
increases  8 h l a t e r  t h a n  a f t e r  an  u n i q u e  2/3 h e p a t e c t o m y ,  
a n d  t he  p e a k  of c o m p e n s a t o r y  r egene r a t i on  is r eached  

16 h later .  T h e n  t he  cu rve  decl ines and  48 h pos t  opera-  
t i o n e m  r e p a r a t i v e  r egene ra t i on  due  to  CC14 necrosises 
s tar t s .  

E. ST6CKER u n d  W. BOECKER 

Pathologisches Institut der Universitiit, 
D-87 Wiirzburg (Deutschland), 74. Januar ?970. 

R e v e r s i b l e  I n h i b i t i o n  b y  CC14 of B i l e  S e c r e t i o n  D u r i n g  I s o l a t e d  L i v e r  P e r f u s i o n  

A n u m b e r  of r ecen t  pub l i ca t i ons  t-a deal  w i t h  ear ly  
h e p a t o t o x i c  effects  of c a r b o n  t e t r ach lo r ide .  The  f i rs t  
de t ec t ab l e  even t s  are b iochemica l  changes  in t he  endo-  
p la smic  re t i cu lum,  occur r ing  a b o u t  5 m i n  a f t e r  appl ica-  
t ion  of CC14. L i t t l e  a t t e n t i o n ,  however ,  was pa id  to 
a l t e r a t i ons  in bi le  secre t ion  as response  to  t he  hepa to -  
toxin .  Such  a n  a l t e r a t i o n  is t he  decrease  in bi le  secre t ion  
c u m u l a t i v e l y  m e a s u r e d  over  per iods  of some hour s  a f t e r  
i n t r a g a s t r i c  a d m i n i s t r a t i o n  of CC14 in r a t s  4. 

To avo id  e x t r a h e p a t i c  inf luences,  we used i so la ted  l iver  
per fus ion  for s t u d y i n g  ear ly  effects of CC14 on bile secre- 
t ion.  The  h a l o a l k a n e  was i n t r o d u c e d  in gaseous form.  
F u r t h e r m o r e  we m e a s u r e d  bile p r o d u c t i o n  b y  v i sua l  
c o u n t i n g  of d rop  f r equency  to  ach ieve  t he  de t ec t ion  of 
qu ick ly  occur r ing  bile flow changes .  

Material and method. 15 l ivers  of ma le  W i s t a r  r a t s  
(200-250 g) were  pe r fused  accord ing  to  SCHIMASSEK 5 
w i t h  a suspens ion  of b o v i n e  e r y t h r o c y t e s  in a l b u m i n  
c o n t a i n i n g  T y r o d e  solut ion.  CC14 was i n t r o d u c e d  b y  
swi t ch ing  t he  oxygen  flow for 5-10 rain  f rom t he  h u m i d -  
ifier to  a gassing tower  filled w i t h  CC14. T h e r e b y  oxygen  
supp ly  was m a i n t a i n e d  d u r i n g  CC14 appl ica t ion .  I n  5 
e x p e r i m e n t s  CCI~ (20 ~xl) was in jec ted  d i rec t ly  in to  t he  
p o r t a l  ve in  c a n n u l a  6. H e x o b a r b i t a l  m e t a b o l i s m  was 
m e a s u r e d  b y  e s t i m a t i o n  of t he  d i s a p p e a r a n c e  of sub- 
s t r a t e  ~, s. 

Results and discussion. T he  m o s t  s t r i k ing  o b s e r v a t i o n  
was a s h a r p  decrease  in bi le  flow occur r ing  a t  a b o u t  
3 ra in  a f t e r  i n t r o d u c t i o n  of gaseous CC14 (Figure) ; 2-3  m i n  
l a t e r  t he  bi le  flow s topped  ent i re ly .  A t  th i s  p o i n t  t h e  
CC14 gass ing was f inished.  Af te r  a lag per iod  of 2-10 ra in  
t he  bi le  flow acce le ra ted  to a m a x i m u m  a n d  r e t u r n e d  to  
con t ro l  va lues  a t  30-50 ra in  a f t e r  CC14 t r e a t m e n t .  I n  
con t ro l  perfusions ,  a s t e a d y  slow decrease  of bi le  f low 
r a t e  was  measured .  D u r i n g  CC14 induced  s top of bi le  
secret ion,  a s l igh t  increase  in b lood  t low (10-20%)  could 
be  observed .  The  p H  of t he  per fus ion  m e d i u m  was no t  
a f fec ted  b y  t he  CC14 t r e a t m e n t .  Hemolys i s  in  per fus ion  
e x p e r i m e n t s  w i t h  CC14 d id  n o t  exceed con t ro l  va lues  
(1 .2-1 .7% a f t e r  3 h). 

W e  also i n v e s t i g a t e d  t he  effect  of CCI 4 When in jec ted  
in to  t he  p o r t a l  vein.  T he  changes  in bi le  flow (reversible 
decrease  b y  a b o u t  30%) were less t h a n  in t h e  case of 
gaseous CC14, b u t  b lood  flow s i m u l t a n e o u s l y  decreased  
as response  to  t h e  h e p a t o t o x i n .  I n  a d d i t i o n  mul t ip l e  
anemic  regions loca ted  subcapsu l a r l y  a n d  i r regula r  g ranu-  
l a t ion  of t h e  l iver  surface  a p p e a r e d  w i t h i n  30 m i n  a f t e r  
CC14 in jec t ion .  S imi la r  l iver  a l t e r a t ions  could be  obse rved  
w i t h  gaseous CC14 on ly  a t  120-180 ra in  a f t e r  app l i ca t i on  
or w i t h  gass ing t imes  longer  t h a n  10 min .  Because  of 
these  d i s a d v a n t a g e s  t he  i n t r a p o r t a l  in j ec t ion  was a b a n -  
doned.  

The  course of bi le  flow i n h i b i t i o n  b y  gaseous CC14 leads 
to fol lowing cons ide ra t ions  : 

1. The  response  of bi le  f low to app l i ca t i on  of gaseous 
CCI~ d u r i n g  l iver  per fus ion  occurs  w i t h  a t  leas t  t he  same  
r a p i d i t y  as t he  changes  in  t he  endop lasmic  re t i cu lum.  
Therefore  t he  descr ibed  decrease  in bi le  flow is, to  our  
knowledge,  t he  ear l ies t  change  in l iver  f unc t i on  as 
response  to  CCI~. 

2. The  occurrence  of a m a x i m u m  a f t e r  r e s t o r a t i on  of 
bile flow suggests  a r e t e n t i o n  of bi le  c o n s t i t u e n t s  inside 
t he  h e p a t o c y t e  due  to secre t ion  i n h i b i t i o n  d u r i n g  CCI~ 
influence.  A conges t ion  in bi le  duc t s  due  to s m o o t h  muscle  
c o n t r a c t i o n  and  tol lowing release of bi le  seems r a t h e r  
unl ikely,  s ince b lood flow is increased  a t  t h e  same  t ime .  
Changes  in b lood flow w i t h i n  t h e  r ange  of our  e x p e r i m e n t s  
d id  n o t  inf luence  bile flow. 

3. The  reve r s ib i l i ty  of i n h i b i t i o n  m a y  be  exp la ined  b y  
t he  hypo thes i s  of a phys i cochemica l  ac t ion  of CC147: 
m e d i a t e d  b y  i ts  l ipid solubi l i ty ,  CC14 can  en t e r  t h e  l ip id  
layer  of m e m b r a n e s  a n d  t h e r e b y  i m p a i r  m e m b r a n e  
proper t ies .  The  r e s to r a t i on  of n o r m a l  m e m b r a n e  func t i on  
in respec t  to  bile secre t ion  could be  caused  b y  redi f fus ion  
of CC14 ou t  of t he  m e m b r a n e s  a f t e r  t he  end  of appl ica t ion .  
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Bile flow during isolated perfusion of rat liver. Solid line: flow 
changes caused by gaseous CC14. Dotted line: control perfusion. 
Each line represents one single perfusion experiment. 
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