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Aus dem Pathologischen Institut der Humboldt-Universitiat Berlin,
dem Rudolf-Virchow-Haus der Charité (Direktor: Prof. Dr. L. H. KETTLER)

Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen experimenteller
hypoximischer Nierenschidigungen

Von
GiseLa Morz
( Bingegangen am 7. Oktober 1955)

Sauerstoffmangel fithrt an hochdifferenzierten Zellen schon nach
kurzer Zeit zur Einschrinkung der Zellfunktion und bei lingerer Dauer
zu irreversiblen Veridnderungen an den Plasma- und Kernstrukturen.
Funktionelle Stérungen lassen sich am geschddigten Gewebe bereits
frith, morphologische Umwandlungen mit Hilfe der gebrduchlichen
Fiarbemethoden aber erst verhéltnisméBig spédt nachweisen (Oprrz). Eine
frithzeitige Unterscheidung lebender und toter Zellen soll nach STrRUGGER
durch Férbung mit dem Fluorescenziarbstoff Acridinorange méglich
sein. Er konnte ndmlich an Pflanzenzellen und Bakterien eine Adsorp-
tionssteigerung des Farbstoffes in geschédigten Zellen und dabei einen
Umschlag von Griin nach Rot beobachten. Die irreversible Rot-
farbung wurde daher als Ausdruck eines nekrobiotischen Zustandes
gedeutet.

In Tierversuchen haben EprIinGER, GOSSNER, KrREBS und SCHUMMEL-
rEDER die Unterscheidungsfluorochromierung untersucht, ihre Anwend-
barkeit grundsitzlich bestdtigt und auf Besonderheiten — bedingt durch
das tierische Eiweil — hingewiesen.

Wir versuchten die Frage zu kldren, ob es mit Hilfe der Fluoro-
chromierung moglich ist, Frihverinderungen am absterbenden Nieren-
gewebe zu erfassen und sicher darzustellen.

Ausgangspunkt fiir diese Untersuchungen bilden einmal die unter-
schiedlich angegebene Zeitdauer bis zum Eintritt des Zelltodes, zum
anderen die verschiedenen Meinungen iiber die Pathogenese experimen-
tell erzeugter hypoximischer Nierennekrosen. LiTTeN (1880) und ebenso
BropersEN (1904) hatten gezeigt, daBl es bereits im Anschluf} an eine
zweistiindige Durchblutungssperre der Kaninchenniere bei nachfolgender
Wiederdurchblutung zu Rindennekrosen kommt. KwurTLER fand beim
gleichen Versuchstier nach zweistiindiger Sperrung der Nierenarterie
und Ausschaltung der kollateralen Zufliisse sowie Dekapsulation der
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Niere ein Absterben von Parenchymzellen, bei anschlieBender Wieder-
durchblutung oftmals weiteren Zellzerfall. Op1tz, RoTTER und HinscuEr
geben bei Anwendung derselben Versuchsanordnung und Technik wie
KzrrTLER eine temporiire Ischimie von 150—180 min als notwendig
zur Erzeugung nachweisbarer Nekrosen in der Rattenniere an. Nach nur
einstiindiger Absperrung und darauffolgender Wiederdurchblutung stell-
ten sie irreversible Schidigung der Zellen zu etwa 50% fest. HorLr,
BURKHEARDT, ARNDT und BLODORN fanden bei manometrischen Unter-
suchungen von ischiémischem Nierengewebe eine Verminderung der
Atmung auf die Hilfte nach 4,6 Std. Diese Ergebnisse sind an einer
anderen Tierart (Meerschweinchen), unter Anwendung einer anderen
Versuchsanordnung (keine Wiederdurchblutung) und einer anderen
Technik (keine Dekapsulation der Niere) gewonnen.

Die Pathogenese dieser Nierennekrosen wird von den einzelnen
Untersuchern wie folgt gedeutet: Nach Lrr1ex ist der Sauerstoff-
mangel alleinige Ursache, nach BRODERSEN sollen nur nerval bedingte
Durchblutungsstérungen, die erst nach Loésung der BlutzufluBsperre
einsetzen, den Gewebstod herbeifithren. KETTLER sowie OPITz und
Mitarbeiter nehmen ein Zusammenwirken von Hypoximie und sekun-
dir auftretenden Durchblutungsstérungen an. Die von HoLik und
Mitarbeitern beobachteten Zirkulationsstorungen, die bei der Ent-
stehung der Nierennekrosen nur eine unterstiitzende Rolle spielen
sollen, sind auf Grund der anderen Versuchsanordnung allerdings nicht
identisch mit den sekundédren Durchblutungsstérungen der anderen
Untersucher, da HorLre und Mitarbeiter nicht wiederdurchblutet haben,
sondern die ,,Absperrung der arteriellen Blutzufuhr bis zur Tétung der
Tiere* belieflen.

Wesentlich fiir die Erklirung der Pathogenese ist die Beantwortung
der Frage, ob sich bereits unmittelbar nach Aufheben der Ischidmie in
der Niere morphologische Zellverdnderungen nachweisen lassen. Mit den
bisher iiblichen Farbemethoden gelang dies nicht. Auch Versuche, durch
intravitale Farbung mit Farbstoffen wie Indigocarmin (LiTTEN) oder
Trypanblau (KETTLER) eine deutlichere Markierung der Nekrosen zu
erzielen, haben nicht voll befriedigt. Ein gleichméiBiger Blutumlauf ist
ndmlich in den ersten Stunden nach Beginn der Wiederdurchblutung
infolge sekundirer Stase und Erythrodiapedesen (KETTLER, OPITZ Und
Mitarbeiter) nicht gewihrleistet, so daBl auch die Abgabe der Farbstoff-
16sung behindert ist. Eine vollsténdige Erfassung der tatsichlich ab-
gestorbenen Zellen wird also auf diesem Wege nicht mdoglich.

Wir versuchten daher, die bei der Vitalfdrbung auftretenden Schwie-
rigkeiten zu iiberwinden, indem wir supravital die Schnittpraparate mit
Acridinorange firbten.



Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen 113

Versuchsanordnung und Methoden

Bei insgesamt 50 ménnlichen und weiblichen erwachsenen, 1600—2800 g
schweren Kaninchen wurde in Evipannarkose (1%) die linke Niere von einem
Riickenschnitt aus extraperitoneal freigelegt, die linke Nierenarterie entweder allein
oder mit der Vene zusammen durch einen doppelt gelegten und zweifach geknoteten
Perlonfaden (Stéirke 4)' 2 Std lang auf einer Lederlasche unterbunden und die
Niere zuséitzlich dekapsuliert, um kollaterale Zuilisse (bis auf diejenigen des
Ureters) weitgehend auszuschalten.

Bei 6 Tieren wurde die Niere ohne vorherige Wiederdurchblutung heraus-
genommen, bei 8 Tieren nach zweistiindiger Wiederdurchstrémung, bei weiteren
5 nach 24stitndiger und bei 4 Tieren nach 48stindiger Wiederdurchblutung.
An dem deutlichen Pulsieren der Nierenarterie, der wiederkehrenden frischroten
Farbe der Nierenoberfliche sowie der Entfaltung der Vene war in den ent-
sprechenden Versuchsgruppen die wieder in Gang gekommene Durchblutung stets
sicher zu erkennen.

Eine halbe Niere kam jeweils zur Fixierung 10—16 Std lang in CarNovsche
Losung. Von der unfixierten Nierenhilfte wurden auf dem Gefriermikrotom (gegen
CO,-Schnee durch einen kleinen Trichter abgeschirmt) unverziiglich 20—30 u dicke
Schnitte angefertigt, in kleinen Tépfen und reinen isotonischen Na-Phosphat-
puffern mit einem pg-Wert von 5,4 und 5,8 aufgefangen und in gepufferten Acridin-
orangeldsungen (mit einem py-Wert von 5,4 und 5,8 und einer Farbstoffkonzentra-
tion von 1:10000) anschlieBend 10 min gefiarbt. Diese py-Werte wurden von uns
nach ausgiebigen Vorversuchen als die geeigneotsten ermittelt. Bei py-Werten
von 6,2, 6,6 und 7,0 wurden die Schnitte in steigendem MaBe klebrig, wiahrend
wir bei einem pg von 5,0 den Eindruck hatten, es seien die Farbnuancen nicht
so deutlich wie bei Anwendung von pg 5.4 und 5,8.

Der tiberschiissige Farbstoff wurde durch 15 min langes Waschen in reinen
isotonischen Na-Phosphatpuffern herausgelsst, die Schnitte auf fettfreie Objekt-
trager aufgezogen, in den entsprechenden Puffern eingeschlossen und die Deck-
glaser mit Paraffin oder Lanolin-Colophonium umrandet.

Das in CarNovscher Losung fixierte Gewebe kam nach mehrstiindiger Ent-
wisserung in der itblichen Weise zur Paraffineinbettung (s. RomEeis) und wurde
nach dem Entparaffinieren fairberisch wie die unfixierten Schnitte behandelt?,

Zur Fluorescenzpriifung verwendeten wir die groBe Luminescenzeinrichtung
von Zeiss (Jena), untersuchten im durchfallenden Licht unter Benutzung des Blau-
filters BG3 sowie des Okularsperrfilters OG1 {Schott).

Zum Vergleich mit den fluorescenzmikroskopischen Untersuchungen wurden
weiteren 15 Tieren nach Losen der Ligatur je nach Karpergewicht und Vertriglich-
keitt 12—18 cm?® einer stets frisch zubereiteten, in Aqua dest. geldsten 1%igen

! Wir verwendeten Perlonseide, da sich in Vorversuchen gezeigt hatte, daB sich
der Catgutfaden bei langer dauernder Ligatur mitunter lockert und die Sperrung
dadurch nicht mehr vollstindig ist.

2 Die verwendeten Na-Phosphatpuffer wurden nach Angaben v. MuraLts die
gepufferten Farblosungen wie bei ScHUMMELFEDER hergestellt und Kontrollunter-
suchungen stets vor und wiederholt nach dem Farbebad mit Hilfe von Farbindica-
toren und elektrometrisch an der Chinhydronelektrode durchgefiihrt. — Herrn
Dipl.-Chemiker ScENEEWOLF, Leiter der Chemischen Abteilung unseres Institutes,
sei fiir seine Unterstiitzung vielmals gedankt.

Virchows Arch. Bd. 328 8
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Trypanblaulésung (Merck) intravenos injiziert, erst nach Blaufarbung der Nieren-
oberfliche die Schnittwunde geschlossen und die linke Niere nach 2-, 24- oder
48stiindiger Wiederdurchblutung herausgenommen. Nach Fixieren in Formalin
in starker Losung (3 Teile Wasser auf 1 Teil Formalin) wurden Gefrier- und Paraffin-
schnitte -hergestellt. .

Von jeder Niers wurden auBerdem H.-E.-Schnitte angefertigt.

Versuche an 12 Tieren, durch intravenése Injektion wiBriger Acridinorange-
16sung ebenfalls eine Vitalfirbung zu erreichen, brachten weder bei Erhéhung der
Konzentration von 1:10000 auf 1:5000 oder 1:2000 noch bei Steigerung der in-
jizierten Farblosungsmenge (auf 20—25 ¢m?®) iiberzeugende Fluorescenzbilder. Nach
Paraffin- oder Celloidineinbettung war die Fluorescenz restlos geloscht.

Ergebnisse

In den mit Trypanblou durchgefithrten Versuchen bestétigten sich
die von BrRopERSEN, KETTLER, L1TTEN, OPITZ und Mitarbeitern erhobenen
Befunde. Nach alleiniger Arterienunterbindung ist die 2 Std lang
wieder durchblutete Niere vergrofiert und blaurot verfirbt. Im
histologischen Bild finden sich Hyperimie der Capillaren und blafbliu-
lich gefirbte Exsudatmassen in den erweiterten Bowmaxschen Kapsel-
raumen, in der Marksubstanz prallgefiillte GefiBle sowie vereinzelte, un-
regelmiBig gelegene kleine Blutungen. An den proximalen Harnkanil-
chenabschnitten zeigen sich blasige Entartung, feintropfige Verfettung,
Kernpyknose und Epithelnekrose, wihrend die Epithelien der Sammel-
rohren weniger auffillig, ihre Lumina aber mit gefdrbten, homogenen

Tabelle 1. Supravitalfirbung von Kaninchennieren-Schunitien mit Acridinorange
(pg 5,4 und 5,8)

Versuch Fluorescenz
Wieder- Glomerula Hauptstiick Ubergangsabschnitt! Sammelréhrehen
Ligatur bflll‘llé‘lclllll'g
std | st I&i;%' on I;ﬁgﬂ Farbton | 08" LF‘“bt‘m itat | Farbton
2 / 0 +- | hell- {44+ griingelb | - | griingelb | ++ | hell-
griin bis bis grim
orange- gelb- bis
gelb orange griin-
orangerot gelb
2 r 2 +-+ | hell- | 44 | orange- |---+-|rotorange| ++ | griin-
griin - gelb bis gelb
bis kupferrot
orangerot )
2 24 + | grin-| +-+ | hellgriin,| -+ | hellgriin,| -+ griin-
gelb ’ keine keine | gelb
| Kerne Kerne [
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Cylindern vollgestopft sind. Nach 24- und 48stiindiger Wiederdurch-
blutung treten die nekrotischen Rindenbezirke deutlich hervor. Die
Cylinder weisen Konsolidierung, Einschlisse von Blut- und abgeschil-
ferten Epithelzellen auf, wihrend der Epithelbesatz der SammelrShren
im allgemeinen gut erhalten ist. Das Nierenbecken erscheint auch jetzt
unauffallig.

Bei gleichzeitiger Ligatur von Arterie und Vene sind die Veréinde-
rungen noch deutlicher.

Die Ergebnisse der Fluorescenzversuche sind in Tabelle 1 zusammen-
gestelltl,

Bereits nach 2stiindiger Arterienunterbindung ohne Wiederdurch-
blutung zeigen die Schnittpriparate Farbkontraste: An zahlreichen
Glomerula findet sich innerhalb des erweiterten Bownmanschen Kapsel-
raumes ein mehr oder weniger breiter dunkler Spalt. Es handelt sich
hierbei wohl um Exsudatmassen, da auch an den Stellen, an denen
erfahrungsgemi Blut- und Exsudatmassen liegen — wie in der Mark-
substanz und in den Harnkandlchen —— die Fluorescenz mit Acridin-
orange vermilit wird, denn wie alle Schwermetalle ist das Eisen des
Himoglobins ein Fluorescenzloscher (Krika). Zur Kontrolle firbten
wir aullerdem diese Schnitte mit den Fluorescenzfarbstoffen FEuchrysin
und Thiazinrot R, da sich nach ErPINGER diese Fluorochrome fiir die
Eiweifidarstellung besonders vorteilhaft erweisen. Wir fanden in den
erweiterten Bowmanschen Kapselrdumen dann den fir das Serumeiweill
typischen gelb-brdunlichen Farbton.

An den prall getiillten GefiBen tritt das Endothel als hellgriiner
feiner Streifen deutlich hervor, wihrend einzelne Blutzellen inmitten
des dunkel erscheinenden Lumens dunkelgriin fluorescieren.

Die deutlichsten Farbnuancen finden sich an den Hauptstiickepithe-
lien. Neben griiner Fluorescenz zeigen sich innerhalb des Protoplasmas
Ubergéinge zu orangegelber und oftmals auch zu orangeroter Fluorescenz,
wihrend die Zellkerne ritlichgelb leuchten. Nach 2stiindiger Wieder-
durchblutung sind die Farbkontraste stirker. Uberraschenderweise
zeigen die Epithelzellen im Bereich der Ubergangsabschnitte durch-
schnittlich intensivere Rotfirbung als die proximal gelegenen Ab-
schnitte, wihrend die Glomerula unverdndert hellgrin bis gelbgriin
fluorescieren.

24 Std nach Aufheben der 2stiindigen Durchblutungssperre erscheint
das Fluorescenzbild eintoniger. Wohl zeigen die Glomerula griingelbe

L Das Beweismaterial (Farbdiapositive) kann in unserem Institut eingesehen
werden.

8*



116 GisELa Moiz:

Fluorescenz, und es finden sich in den rindennahen Partien unregel-
méBig verstreut kleine kupferrote Bezirke, aber der grofite Teil der
strukturlosen Epithelzellen leuchtet jetzt wieder hellgriin. Noch aus-
geprégter zeigt sich das permanente Griin in dem nach 48stiindiger
Wiederdurchblutung untersuchten Gewebe. Die im Lumen der Sammel-
rohrchen liegenden Cylinder zeigen den gleichen blafigrinen Farbton.
Dieses Phinomen wurde bereits von KREBS beobachtet und auch
gedeutet, da er nachweisen konnte, daf an tierischem Gewebe nach
stdrkerer Peptisation nur noch griine Fluorescenz mit Acridinorange
erreicht werden kann.

Die gefirbten Paraffinschunittpréparate ergaben dieselben Farb-
kontraste, jedoch war ihre Leuchtkraft nicht ganz so kraftig wie bei
den supravitalgefirbten Gefrierschnitten.

Bei gleichzeitiger Unterbindung von Arterie und Vene erhilt man
am Parenchym dieselben Fluorescenzbilder wie nach alleiniger Ligatur
der Arterie; Hyperéimie und Blutungen sind hierbei jedoch stirker. Die
Tubulusepithelien zeigen braungelbe Farbtone, homogenes Zellplasma
und schwach hervortretende Kerne.

Zum Vergleich angefertigte HE.-Schnitte brachten folgende Befunde:
Am nicht wieder durchbluteten Gewebe fallen neben Hyperdmie der
Glomerula Blutungen im Bereich der Markschicht, triibe geschwollene
und zum Teil verfettete Tubulusepithelien mit kleinen basophil ge-
farbten oder geblihten, hellen Kernen auf. In einzelnen besonders
groflen Zellen erscheint das Protoplasma grobkérnig. Innerhalb der
geraden Harnkanilchenepithelien zeigen vereinzelte Zellen hydropische
Schwellung.

Am 2stiindig wiederdurchbluteten Gewebe sind neben Hyperimie
und Blutungen im Bowmanschen Kapselraum Dissoziation der Tubulus-
epithelien und Kernpyknose auffillig. In den Ubergangsabschnitten
zeigen sich einzelne geschwollene Zellen mit schwach basophil gefiarbten
Kernen und stérker eosinophilem Farbton des Plasmas. 24 und 48 Std
nach Abnahme der Ligatur und freier Wiederdurchblutung finden sich
in den bisher auffilligen Gewebsabschnitten einwandfrei erkennbare
Nekrosen.

Deutung der Befunde

Die Anh#ufung des basischen Farbstoffes Acridinorange in absterben-
den und toten Zellen wird von STRUGGER, KOLBEL und SCHUMMELFEDER
auf elektroadsorptive Vorginge zuriickgefithrt. Mit dem Absterben des
Gewebes sollen die Eiweilkirper denaturiert und dabei saure Gruppen
frei werden, die nunmehr das basische Acridinorange adsorbieren. Die
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Rotfirbung, als Zeichen maximaler Konzentration, wird daher von
STRUGGER als sicheres Zeichen fiir den eingetretenen Zelltod angegeben.
Im Gegensatz dazu haben Zricgr und HARDES, STOOKINGER, WEISS-
MANN, ZEIGER und WIEDE nachgewiesen, daf die rote Fluorescenz mit-
unter als Vitalphdnomen und nicht als Ausdruck eines nekrobiotischen
Zustandes zu werten ist.

Zur Klirung der entscheidenden Frage, ob die beobachtete Rot-
fluorescenz Zellverinderungen anzeigt, wurde zunéchst das Fluorescenz-
bild der normalen Kaninchenniere sowohl bei Primér- als auch bei
Sekundérfluorescenz gepriift.

Das ungefirbte Nierengewebe zeigt eine weiligelbe Eigenfluorescenz
und 1468t weder Strukturen noch Zellgrenzen erkennen. Die nach
Fluorochromierung beobachtete Sekundérfluorescenz weist hingegen
leuchtend griine Glomerula, gelbgriin fluorescierende Epithel- und gelb-
leuchtende Bindegewebskerne auf, an keiner Stelle aber orangegelbe
oder rote Fluorescenz (das rétliche Randphidnomen ist, wie auch ScrUM-
MELFEDER angibt, ein Kunstprodukt).

Erst im Anschlufl an die zweistiindige Ligatur sind Farbabstufungen
sicher erkennbar, die nach zweistiindiger Wiederdurchblutung noch
deutlicher werden. Dal} es sich hierbei nur um riickbildungsfiahige Spei-
cherungen handeln soll, mdchten wir aus folgenden Griinden fiir wenig
wahrscheinlich halten: Im Vergleich mit den Trypanblau- und den als
besonders zuverlissig geltenden HE.-Schnitten 148t sich ndmlich zeigen,
daB bei allen 3 Methoden die auffillig verdnderten Zellen in korrespon-
dierenden Abschnitten liegen.

Gegen die Annahme, dafl die unterschiedliche Fluorescenz auf die
normalerweise von der Niere ausgeschiedenen Substanzen zurtickzufiih-
ren sei, sprechen sowohl das Fluorescenzbild der normalen Niere, als
auch die Untersuchungen von Krrra, der nachgewiesen hat, dall weder
Harnstoff oder Harnsiiure noch Kreatinin fluorescieren.

Nach Krire zeigt Acridinorange Beziehung zum isoelektrischen
Punkt der angefirbten EiweiBistoffe. Demnach treten Griinfluorescenz
unterhalb des TEP (im sauren Bereich), Rotfirbung oberhalb des TEP
(im basischen Bereich) auf. Wir priiften daher die verwendeten Farb-
und Waschlosungen auch nach ihrer Benutzung. Eine Verschiebung
der pg-Werte um 3—4/10-Werte zur alkalischen Seite hin konnte bei
den supravitalgefirbten Schnittpréparaten in den meisten Fillen nach-
gewiesen werden; niemals aber ging der Wert iiber pg 6,3 hinaus, so
daB die beobachtete Rotfarbung nicht durch alkalisches Milieu bedingt
sein kann.
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Nach zweistiindiger Wiederdurchblutung ergeben sich unterschied-
liche Befunde im Fluorescenzbild und bei der HE-Farbung: mit Acridin-
orange fluorescieren die Ubergangsabschnitte kupferrot, die Tubulus-
epithelien orangegelb bis orangerot. Im HE-Schnitt dagegen erscheinen
die Tubulusepithelien durch Kernpyknose und hydropische Schwellung
verindert, wihrend in den Ubergangsabschnitten nur wenige Zellen als
sicher tot erkennbar sind. Diese Unterschiede lassen sich zwanglos er-
kliren: Am supravital gefirbten Acridinorange-Schnitt hat die Farb-
I6sung gleichméBig, gleichzeitig und vollsténdig die Zellen angefirbt
und dabei auch die Zellen erfassen kdnnen, die durch sekundére Durch-
blutungsstorungen bereits nachhaltig geschddigt sind, aber im HE.-
Schnitt noch nicht das volle Bild der Nekrose zeigen. Die permanente
Grinfarbung dieser Abschnitte 24 und 48 Std nach Aufheben der Durch-
blutungssperre spricht in Ubereinstimmung mit Krite und der Struktur-
losigkeit der Zellen im HE-Schnitt fiir vorangegangene irreversible
Schidigung.

Am uicht wiederdurchbluteten Gewebe erméglicht die Schnitt-
farbung mit Acridinorange, Schéden zu beurteilen, die allein durch die
Ischdmie bedingt werden. Es zeigt sich, daB die zweistlindige Durch-
blutungssperre bereits tiefgreifende Veriinderungen am Nierengewebe
hervorbringt, deren Umfang durch nachfolgende, bei der Wiederdurch-
blutung eintretende Zirkulationsstorungen vergr6Bert wird. Dieser Be-
fund bestatigt die Angaben von LitTeEx und KETTLER, daf eine zwei-
stiindige Durchblutungssperre an besonders empfindlichen Nierenzellen
zum Zelltod fithrt und unterstiitzt auch die Ansicht von KerTLER, OPITZ
und Mitarbeitern, nach der sowohl der Sauerstoffmangel als auch
sekundire Durchblutungsstérungen fiir die Zellschéidigung verantwort-
lich sind.

Bisher war die' Frage noch offen, ob die Epithelien der Hauptstiicke
(MaaTz und TURK) oder die der Ubergangsabschnitte (LuFr) zuerst
zugrunde gehen. Wir mochten nach unseren Untersuchungen diese
Frage im Sinne von Maarz und THRK entscheiden, denn unmittelbar
nach Abnahme der Ligatur finden sich die ersten deuflichen Verinde-
rungen an den Hauptstiickepithelien. Interessant ist, daf nach den
Untersuchungen von Horrr und Mitarbeitern die ersten Ausfille in den
Fermentreaktionen (Oxydasen und Dehydrasen) auch im Anfangsteil
der Hauptstiicke zu finden sind.

Nach zweistiindiger Wiederdurchblutung weisen allerdings die Uber-
gangsabschnitte stirkere Rotfluorescenz als die Tubuli auf, so dall ver-
mutet werden kann, da$ die Ubergangsabschnitte zwar spéter, aber inten-
siver geschidigt werden. Oprrz, RorTER und HILscHER vertreten auf
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Grund ihrer Untersuchungen die Ansicht, daB ,die Verteilung der
Nekrosen ganz tiberwiegend durch die suf das Stratum subcorticale und
das Mark begrenzte Stase bestimmt wird®. ’

Uber Wert und Brauchbarkeit des Fluorescenzverfahrens bei Unter-
suchung hypoximischer Nekrosen mdchten wir abschlieBend folgendes
sagen: Kin wesentlicher Vorteil der Fluorochromierung besteht ‘darin,
daB bereits Verinderungen am nicht wiederdurchbluteten Gewebe
fiarberisch dargestellt werden kénnen. Durch direktes Farbstoffangebot
(Supravitalfirbung der Schnitte) werden Fehlermdglichkeiten vermieden,
die sich beim Farbstoffangebot auf dem Blutweg (intravitale Fiarbung
mit Vitalfarbstoffen, z. B. Trypanblau) infolge sekunddrer Durch-
blutungsstérungen einstellen. Die Farbung mit Acridinorange bringt
befriedigende Ergebnisse. Allerdings erschwert die besondere Technik
— gepufferte Farblosung, bestimmte pg-Werte — die Anwendung der
Unterscheidungsfluorochromierung als Routinemethode.

Zusammeniassung

Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen an Kaninchennieren mit
experimentell erzeugten hypoxdmischen Nekrosen ergaben bei Anwen-
dung von Acridinorange folgende Ergebnisse:

Eine zweistiindige Durchblutungssperre allein fiihrt bereits zu Friih-
verdnderungen, die sich an supravital gefdrbten Schnitten sicher nach-
weisen lassen.

Zellnekrosen treten nach anschlieflender 2 Std langer Wiederdurch-
blutung auf und werden als Folge der Durchblutungssperre und sekun-
darer Kreislaufstérungen gedeutet.

Die ersten morphologischen Verdnderungen werden an den Haupt-
stiickepithelien beobachtet; aber nach zweistiindiger Wiederdurchblu-
tung zeigen die Ubergangsabschnitte intensivere Veréinderungen.

Vergleichende Untersuchungen mit Trypanblau-vitalgefirbten Nieren
und HE-gefirbten Schnittpriparaten unterstiitzen die Ergebnisse der
Fluorescenzuntersuchung.
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