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XX.

Uber die Mitochondria in den Epithelzellen der gewunde-
nen Nierenkaniilchen bei der Einwirkung einiger Diure-
tika (Koffein und Theocin).

(Aus dem Histologischen Laboratorium zu Helsingfors.)
Von

K. J. Hjelt.
(Hierzn Tai. V.)

Uber die Frage, auf welche Weise verschiedene Diuretika eine Diurese zu-
stande bringen, sind viele Untersuchungen von verschiedenen Forschern gemacht,
die zu sehr divergierenden Resultaten gekommen sind. Da aber diese kleine Studie
eine eng begrenzte Frage behandelt, will ich kurz nur einige Untersuchungen iitber
die Einwirkung des Koffeins und damit verwandter Diuretika auf die Niere be-
rithren und dazn auch solche Arbeiten erwihnen, die durch ihre Behandlung der
Frage iiber die Zellenstruktur der Nierenepithelien dieser Untersuchung nahe-

stehen.

v. Schroder? beobachtete bei Koffeindiurese eine vermehrte Ausscheidung nicht allein
von Wasser, sondern auch von festen Harnbestandteilen und folgerte hieraus, daf das Koffein eine
lebhafte sekretorische Reizung auf das Nierenepithel ausiibe. Hierbei hat er sich also auf die
Heidenhainsche Theorie iiber die Harnabsonderung gestiitzt.. ,
k= Etwas spiter spricht Riidel? in einer unter der Leitung von v. Sehrdder ausge-
tiihrten Arbeit die Vermutung aus, daB alle Diuretika auf den Glomerulus einwirken und die aus
ihm kommende Fliissigkeitsmenge vermehren.

v. Sobieranski? kritisiert die v. Schroedersche Annahme einer Reizung des
Nierenepithels: ,,Wenn diese Annahme richtig wiire, so sollte man im Sinne Heidenhains
bei Kotfeindiurese eher eine stirkere Firbung des Epithels erwarten. Der Versuch hat jedoch das
Gegenteil gezeitigt. Nachdem er bei einem Kaninchen eine Diurese durch Koffein und Chloral-
hydrat zustandegebracht hatte, injizierte er eine Indigolosung in die Vena jugularis. Bei mikro-
skopischer Untersuchung der Niere konnte er keine Farbung der Kerne in den Tubuli cont. beob- '
achten, sondern ,,nur ab und zu eine diffuse Firbung des auskleidenden Epithels®. Demzufolge
duflert er sich: ,,Ferner schlieBe ich aus dem Farblosbleiben der Tubuli contorti, da das Koffein
vor allen Dingen die resorbierende Fihigkeit der Epithelien der gewundenen Kanilehen paralysiert
und auf solche Weise die Diurese verursacht. (v. S. verficht niimlich die Ansicht, daf im
Glomerulus nicht nur Wasser, sondern auch alle im Blute praformierten ,harnfihigen Salze®,
frei zirkulierende EiweiBstoffe ebenso wie Indigo und Karmin, abgesondert werden. Neben diesem
Filtrationsapparat existiert ein Findickungsapparat, bestehend hauptsichlich aus den Tub. cont.)

Sauer® untersuchte das Verhalten des Nierenepithels wihrend der Sekretion und hat
keine Verdinderungen in dem Zellinhalt gefunden, sondern nur solche betrefts des Lumens der Kanil-
chen und der Zellenform. Bei schwacher Sekretion waren die Zellen niedriger, das Lumen gréfer.
Der sogenanmte Biirstenbesatz war unabhiingig von dem Funktionsstadium immer da. Es muB
erwihnt werden, daB Sauer als Diuretikum nicht Koffein oder damit verwandte Diuretika
angewandt hatte.

Hellin und Spiro® untersuchten die Einwirkung des Koffeins auf die Niere bei arte-
fizieller Nephritis und sprechen sich so aus: ,,Wir sehen bei mancherlei hochgradigen Vergiftungen
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der Niere, trotzdem die Epithelzellen einmal der gewundenen, ein andermal der geraden Kandlehen
in der schwersten Weise affiziert waren, dennoch eine ausgesprochene Wirkung des Koffeins mit
ebenso hochgradiger wie andauernder Diurese eintreten. Aus diesem Befunde kénnen wir zwar
den an und fiir sich naheliegenden SchluB noch keineswegs mit Sicherheit ziehen, daf die genannten
Epithelien fiir das Zustandekommen der Diurese iiberfliissig wiren. Doch wenn wir Serienschnitte
aus verschiedenen Teilen gemacht haben, und es sich dabei erwiesen hat, daf alle Bezirke der
Niere betroffen waren, so waren doch selbstverstindlich immer noch einzelne Epithelien der
Kanilchen erhalten. Sie nehmen an, daf ihr Versuch die v. Schrddersche Ansicht
sehr stark zerriittet.

Ebenso kommen Fletscher, Henderson und Lowi7 zu negativem Resultate
betreffs der Teilnahme der Tubuli cont. an der Koffeindiurese. Sie glauben aus ihren Versuchen
schlieflen zu kionnen, daf das Koffein auf die Nierengeftifie direkt dilatierend einwirkt und daB
die so vermehrte Blutdurchstromung die Ursache der Koffeindiurese sei. Ihres Erachtens gibt es
keine sicheren Anhaltspunkte dafiir, daf das Koffein irgendeine andere Einwirkung auf die Niere
haben sollte als die obenerwihnte.

In einer spiteren Arbeit® nimmt v. Sobieranski die Frage von der Einwirkung des
Koffeins auf die Epithelzellen der Nierenkanilchen wieder auf. Er sagt: ,,Das Koffein also ver-
dndert meiner Meinung nach kaum die Form der Epithelien der Tubuli contorti, d. h. es unterhélt
beinahe denselben Zustand, in welchem sich die Epithelien der gewundenen Kanilchen vorher
befanden. Es versetzt aber diese Teile der Niere in einen eigentiimlichen Zustand, in welchem sie
ibre resorbierende. Titigkeit mindern bzw. zeitlich aufheben.®

Modrakowski® machte experimentelle Untersuchungen iiber die Einwirkung ver-
schiedener Diuretika auf die Epithelzellen der Tubuli contorti. Er fixierte und firbte nach Alt -
mann Da seine Arbeit sehr nahe dem Gegenstande dieser Studie steht, will ich dieselbe etwas
ndher besprechen. Schon bei der Firbung der Priparate von Koffeinnieren beobachtete M.,
dafl die Granula nur mit Schwierigkeit das Siurefuchsin aufnahmen und daB sie bei Pikrinsiure-
einwirkung sehr schnell entfirbt wurden. Unter dem Mikroskope zeigten sich mehr oder weniger
deutlich Differenzen in der GroBe der Granula. Nur selten waren sie in Reihen geordnet, und das
nur an begrenzten Stellen. Dort fand er das Lumen griBer und den Biirstenbesatz dentlich sichtbar.
Der typische Ausdruck der Koffeineinwirkung zeigte sich betrefis der Granula darin, daB die faden-
formige Aufstellung derselben aufgehoben war. Im allgemeinen sah er die Granula ohme regel-
mifige Ordnung verstreut. FEr meint, daf dieses Verhalten mit einer gewissen Quellung der
Zellen bei der Koffeineinwirkung in Zusammenhang stehen solle. So wiirden enges Lumen, Quellung
der Zellen, Auflsung oder totales Verschwinden des Biirstenbesatzes immer zusammen auftreten.
Die Zellenkerne waren von dem basalen Teile der Zellen verschoben. So streckten sich auch die
Granula gegen das Lumen hin. Vakuolen fand er nur in den Teilen niker dem Lumen. Er vereint
sich mit der Ansicht Rothsteins, daB die Granula in der normalen Niere wie auf Fiden
gezogen erscheinen; es diirften diese Bildungen den Heid enh ain schen Stibehen entsprechen.

Bei seinen Untersuchungen #iber die Stibchenstruktur in der Niere u. a. bei der Einwirkung
der Diuretika kam Takaki? zu dem Schlusse, daf3 die Stibchen in der normalen Zelle homogene
Bildungen seien. Bei der Sekretion werden sie in kérnchenhaltige Stibchen und Kornchenreihen
umgewandelt.

Betreffs der von Benda entdeckten sogenannten Mitochondria gibt es, was das Vor-
kommen und das Verhalten derselben in den Epithelien der Njerenkanilchen betrifft, hisher nicht
viele Veréffentlichungen.

Mitochondria wird von Benda 0, ein kirniger Bestandteil des Zytoplasmas® genannt,
,,der zum Teil mit friiher beschriebenen Zytomikrosomen und Granulationen identisch ist, der sich
aber durch seine eigenartige Stellung in der Architektur mehrerer Zellarten und durch sein Ver-
halten zu den verschiedenen Funktionsstrukturen der Zelle auszeichnet. Dieser Zytoplasma-
bestandteil befindet sich u. a. in mehreren Epithelien als zytoplasmatische Fiden und bildet zu-
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sammen mit dem Zytoplasma wihrend starker Vermehrung und Aufspeicherung Zellorgane, die
Chondriomiten genannt werden. Zu den wichtigsten von diesen Chondriomiten gehdren die Basal-
filamente und Palisadenstruktur der Niere.

Regaund™ hat die Mitochondria in den Nierenepithelzellen untersucht und dabei meistens
in einer Losung fixiert, die aus 8 Vol. 8} proz. Kal. bichrom.-Liosung und 2 Vol. reinem Formalin
besteht, und mit Eisenhimatoxylin gefirbt.

Hirseh?® hat bei seinen experimentellen Untersuchungen iiber die Nierenzelle hauptsich-
lich in Mdller- Formol fixiert-und mit Eisenhéimatoxylin nach Heidenhain gefirbt.
Er hat auch die Methode von Benda versucht, aber ohne Resultat. Er sagt, daB er mit der-
selben keine Kornchenfiarbung erzielt hat.  Durch seine Untersuchungen kommt er zum folgenden,
soweit mir bekannt geworden, alleinstehenden Schlusse:

,»Die Granula gehen nicht aus den Heidenhainschen Stibchen hervor. Sie stellen
eine Umwandlung des Protoplasmas dar, bei der freilich auch die Stdbchen ,,zerbrechen* bzw.
schwinden.

Die Heidenhainschen Stibchen mdchten wir als Protoplasmaverdichtungen zwischen
Fliissigkeitsstromen im Protoplasma ansprechen.

Keine anderen bisher publizierten Arbeiten itber die Mitochondria in den Nieren-
epithelzellen habe ich Gelegenheit zu sehen gehabt.

Untersuchungen itber die Verfinderungen in den Protoplasmastluk’curen
der Nierenepithelzellen wihrend verschiedener Funktionsstadien sind in groBer
Menge publiziert, ich kann mich aber mit dem Referieren der obenerwihnten
Arbeiten begniigen unter dem Hinweis auf die ausfilhrliche Zusammenfassung
iitber Arbeiten, die diesen Gegenstand behandeln, mit welcher Hirsch 2 seine
Arbeit: . Experimentell-anatomische Untersuchungen an der Nierenzelle** ein-
leitet.

Auf Anregung und unter der Leitung des Herrn Professor Rud. Kolster
fing ich im Herbst 1910 an zu untersuchen, ob man mittels der Mitochondriamethode
von -Benda Veranderungen in der Struktur der Epithelzellen in den Tubuli
contorti der Niere nach der Einwirkung von Koffein oder Theocin nachweisen
konnte.

Die Methode von Benda, welche ich genau befolgte, sowohlin der Fixierung
als in der Farbung, zeigte sich etwas schwer, doch gelang es mir, mittels derselben
recht schone Praparate zu bekommen. Auch benutzte ich die Methode von Re -
gaud (Fixierung in obenerwihnter Losung von Regaud, worauf Chromierung
wihrend 14 Tage in 2 bis 3 9/, Kal. bichrom.-Lésung). Hierbei farbte ich mit, Eisen-
himatoxylin wie Regaud oder auch nach Benda. Mit dieser Methode
bekam ich schonere Priparate als mit der Originalmethode von Benda. Wenn
méoglich noch sehoneres Resultat gab die von K olst ex *)neuerlich ausgearbeitete
Methode. Da diese in manchen wichtigen Hinsichten sowohl von der Methode
von Benda als von der von Regaud abweicht, finde ich es am besten

dieselbe etwas néher zu beschreiben.
Die absolut frischen Stiickchen von dem zu untersuchenden Organ werden 24 Stunden in
einer Mischung fixiert, die aus 2 Vol. reinem Formalin und 8 Vol. einer Wasserlésung, die 5proz.

1) Mitochondria und Selretion in den Tub. contorti der Niere; Festschr. f. Homén. Ziegl.
Beitr. Bd. 51, 1911.

Virchows Archiv f. pathel, Anat. Bd, 207, Hit, 2, 14
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Kal. bichrom. und 2 proz. Chromalaun enthalt, besteht. Hierauf sollen die fixierten Stiickchen
in die obenerwihnte Chromldsung iibergefithrt werden und hier 3 bis 4 Tage verweilen (lieber nicht
linger, da die Priiparate sonst leicht briichiz werden), worauf sie in rinnendem Wasser
ausgewaschen werden. Das Wasser wird dureh Alkohol wie gewdhnlich entfernt, worauf die
Stiickchen fiir Paraffineinbettung behandelt werden. Die mit EiweiBlosung aufgeklebten
Schnitte werden mit Xylol von Paraffin befreit, nachher in Alkohol und Wasser wie gewdhnlich
gebracht, worauf sie in obenerwihnter Kal. bichrom.- und Chromalaun-Lisung 48 Stunden
lang in einem Thermostat bei 37°C. stehen bleiben sollen. Sie werden dann in destil-
liertem Wasser abgespiilt und nachber hauptsichlich nach Ben da behandelt. Benda laft
die Schnitte nur 24 Stunden in der Alizarin-Natron-Lésung stehen, die Bilder werden aber schoner,
wenn sie in dieser Losung etwa 3 Tage stehen bleiben. Die Entfirbung mit Essigsdure von 30 9,
mufl mit grofer Vorsicht vorgenommen werden. Ich habe es so gemacht, daB, wenn die Schnitte
nach der Kristallviolettbehandlung mit Wasser abgespiilt sind, sie in die Siure eingetaucht werden,
bis nicht mehr Farbe in sichtbarer Menge abgeht; die Schnitte werden ordentlich in destilliertem
Wasser abgespiilt und unter dem Mikroskope untersucht. Die Kerne sollen rot und die Basal-
struktur mit scharfen Umrissen erscheinen. Sind die Zellen noch diffus violett gefdrbt, so werden
die Priparate weiter in der Siure entfirbt, bis die Konturen deutlich werden. Ist die Entfirbung
zu stark gewesen, so kann man mit dem Kristallviolettgemisch noch einmal firben. Die Schnitte
sollen nach der Differenzierung mindestens eine halbe Stunde in destilliertem Wasser stehen,
worauf sie zwischen Fliefipapier geprefit und in Azeton eingetaucht werden, um entwissert za
werden. Aus dem Azeton werden sie in Xylol ibergefiihrt und in Balsam konserviert.

Es scheint, als wire die Behandlung mit der Kal. bichrom.- und Chromalaun-
Lasung von groBer Bedeutung, da, wenn dieselbe auf obenerwihnte Weise gebraucht
ist, die Priparate selten miBlungen sind. Die Farbung mif alizarinsulfosaurem
Natron soll ziemlich stark sein, da die Differenz zwischen der Grundsubstanz und
den Mitochondria dann schérfer wird. Vor der Konservierung in Balsam hat
Benda friher die Schnitte mit Alkohol, Bergamottol und Xylol behandelt.
Der Alkohol ist an dieser Stelle sehr gefihrlich, da das Praparat davon sehr schnell
entfarbt wird. Dagegen bringt das von ihm spéter gebrauchte Azeton diese Gefahr
nicht mit sich. AuBerdem braucht man bei Azetonbehandlung nicht Bergamottol
anzuwenden.

AuBer diesen Methoden habe ich des Vergleiches wegen die Altm an nsche
Methode verwandt, auch in Carnoy fixiert und nach Sauer, Biondi-
Heidenhain und mit Eisenhimatoxylin gefarbt. Bei dieser Untersuchung
sind diese letzteren von untergeordneter Bedeutung gewesen.

Normale Niere (Fig. 1 und 2, Taf. V.).

An einem Querschnitt von Tubul. cont. einer normalen Kaninchenniere (Fig. 1), sieht
man die Zellen mit scharf violett gefirbten Kornchen erfiillt, die als auf fadenartige Gebilde
aufgereiht erscheinen. AuBerdem sieht man hier und da auch Fiden die nicht deutlich seg-
mentiert sind, diese werden aber meistens von den segmentierten verdeckt. Meines Erachtens
sind diese Gebilde mit den sog. Heidenhainschen Stibchen absolut identisch. Diese
Kornchenfiden stehen ziemlich vertikal gegen die Basalmembran, beriihren diese jedoch nicht,
sondern fangen auf einem kleinen Abstand davon an und strecken sich bis nahe an die
Grenze des Biirstenbesatzes, dessen Konturen ziemlich deutlich gesehen werden. Der Raum
zwischen den Fiden und dem Biirstenbesatz enthilt verstreute gréBere und kleinere Granula,
die ersichtlich durch den Zerfall der Kornchenfdden entstanden sind. Hier und da sieht man
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Vakuolen von der Grife groBerer Granula, Das Priparat von normaler Miuseniere gibt ein
dhnliches Bild (Fig. 2). Doch sind die Koérnchen etwas gréfer als bei dem Kanipchen.

Hirsch?!? behauptet, daB die Granula und die Heidenhainschen
Stiabehen nichts miteinander zu tun haben, sondern daB die Stibehen nur ,,Proto-
plasmaverdichtungen zwischen Fliissigkeitsstromungen im Protoplasma‘ seien.
Tch bin doch der Ansicht, dal man durch die hier beschriebenen Methoden zu
dem Schlusse kommen muB, daB die Granula aus diesen Stdbchen entstehen.

Takaki? sagt, daB die Stibchen in einer normalen Niere homogene Bil-
dungen sind, die bei Sekretion in kérnchenhaltige Stibchen und Kérnchenreihen
umgewandelt werden. Sezerniert denn eine normale Niere nicht? Die normalen
Nieren, die ich untersucht habe, zeigen alle, daff der grofite Teil von den Stabchen
oder Faden deutlich segmentiert und kornchenhaltig ist.

Koffeinniere (Fig. 3, Tak V).
Um die Einwirkung des Koffeins auf die obenerwihnten Gebilde zu untersuchen, wurde

einem Kaninchen § ecm einer Lisung von

Coff. natr. salic.

Glyzerin-

Aq. dest. aa 5,0
subkutan injiziert, nach 3 Stunden wieder } com und schlieBlich wieder nach 3 Stunden 1 cem.
Daranf wurde das Tier nach 13 Stunden getotet. Aus den Nieren wurde gleich eine gentigende
Anzahl kleiner Stiicke genommen, die sogleich fixiert wurden.

Das Praparat von einer Koffeinniere (Fig. 3, Taf. V) zeigt ein ganz anderes
Bild als die normale Niere. Das Lumen der Tub. cont. ist etwas groBer als in der
vormalen Niere, der Biirstenbesatz ebenso deutlich sichtbar. Die hauptsichliche
Veréinderung zeigt der Zellinhalt. Der basale Teil der Zellen, der in normaler Niere
von kornchenhaltigen Faden eingenommen wird, ist hier von einer Masse dicht
nebeneinander stehender zum groBten Teil homogener Fiden oder Stibchen
gefilllt, die in ziemlich kleinen MaBen im Verh#ltnis zur Dicke und Lénge variieren,
aber im allgemeinen kiirzer erseheinen als die kornchenhaltigen Faden in normaler
Niere, d. h. sie strecken sich nicht so nahe an den Biirstenbesatz. Man sieht auch
kornchenhaltige Fiden, diese sind aber zum groBfen Teil zwischen den nicht
kérnchenhaltigen versteckt. KEs seheint, als wire eine bedeutende Vermehrung
dieser Basalfilamente geschehen. Der Raum zwischen diesen Faden und dem
Biirstenbesatz ist um den ganzen Kanal von isolierten Kérnchen erfiillt, die iiber-
haupt kleiner erscheinen als die Kornchen in normaler Niere. Doch gibt es auch
hier verstreute groBere Granula. Die Anzahl der isolierten Kornchen ist bedeutend
grofer als in normaler Niere. Vakuolen sicht man hier und da niher dem Lumen.
Beinahe alle Tub. cont. zeigen solche Veranderungen.

Theocinniere (Fig. 4 und 5, Tal. V).

» Tiir die” Untersuchung von der Einwirkung des Theocins wurde einem Kaninchen viermal
tiglich wihrend 2 Tage 1} com von

14+
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Theocin natr. acet. 3,0
Aq. dest. 150,0
per Magensonde
gegeben, woranf es 1 Stunde nach der letzten Dosis getotet wurde.

Auf dieselbe Weise wurde einer Maus wihrend eines Tages viermal 4 cem gegeben und das
Tier 1 Stunde, nachdem es den letsten Satz bekommen hatte, getotet.

Die Praparate von diesen Nieren sowohl von dem Kaninchen (Fig. 4, Taf. V)
als von der Maus (Fig. 5, Taf. V) zeigen Bilder, die sehr stark an die Koffeinniere
erinnern.

Das Lumen ist. etwas vergrofert im Vergleich zu der normalen Niere. Der
Biirstenbesatz unverandert. An dem Zellinhalt werden ungeféhr dieselben Ver-
anderungen wie bei der Koffeinniere gesehen. Doch ist die Anzahl der kirnchen-
haltigen Fiaden etwas groBer. Die Anzahl der isolierten Granula ist bedeutend
grofer als in der normalen Niere. Vakuolen gibt es wie in den andern Nieren.
Auch hier sieht man so gut wie alle Tub. cont. veréindert.

Mit der Altm anmnschen Granulamethode habe ich hauptséchlich analoge
Bilder bekommen, sie sind aber nicht so scharf und deutlich als die Préparate,
die ich mit der Methode von Kolster bekommen habe.

Es scheint mir, als konnte man von diesen Versdnderungen an den mitochon-
drialen Gebilden in den Tub. cont. bei der Einwirkung von Koffein und Theocin
zu dem Sechlusse kommen, daB diese Diuretika einen direkten Einfluff auf dieses
Epithel haben. Ich will doch nicht ndher auf diese Frage eingehen, da es meine
Absicht gewesen ist, nur die histologischen Veréinderungen zu beschreiben, die ich
durch Mitochondria-Methoden in den Epithelzellen der Tub. cont. bei der Ein-
wirkung obenerwihnter Diuretika habe nachweisen kénnen.
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Erklarung der Abbildungen auf Taf V.

Fig. 1. Tub. cont. der mormalen Kaninchenniere. Fixierung und Férbung nach Kolster.
Fig. 2. Tuab. cont. der normalen Miuseniere. Fixierung nach Regaud, Firbung nach-Kolster.
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