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Aus dem Pathologischen Institut der Humboldt-Universit/~t Berlin, 
dem Rudolf-Virehow-I-Iaus der Charit6 (Direktor: Prof. Dr. L. H. KETTr.E~) 

Fluorescenzmikroskopisehe Untersuehungen experimenteller 
h y p o x i i m i s c h e r  Nierensch~digungen 

Von 
GIs~LA MoLz 

(Eingegangen am 7. Oktober 1955) 

Sauerstoffmangel fiihrt an hoehdifferenzierten Zellen sehon nach 
kurzer Zeit zur Einsehr/~nkung der Zellfunktion und bei l~ngerer Dauer 
zu irreversiblen Ver~nderungen an den Plasma- und Kernstrukturen. 
Funktionelle St6rungen lassen sieh am gesehgdigten Gewebe bereits 
friih, morphologisehe Umwandlungen mit Hilfe der gebr~uehlichen 
F/irbemethoden abet erst verh/~ltnism~Big sp~t naehweisen (OPITz). Eine 
friihzeitige Unterseheidung lebender und toter Zellen soll naeh ST~UGGER 
dutch F~rbung mit dem Fluoreseenzfarbstoff Aeridinorange mSglieh 
sein. Er  konnte ngmlieh an Pflanzenzellen und Bakterien eine Adsorp- 
tionssteigerung des Farbstoffes in geseh~digten Zellen und dabei einen 
Umsehlag yon Grtin naeh Rot  beobaehten. Die irreversible Rot- 
fi~rbung wurde daher als Ausdruek eines nekrobiotisehen Zustandes 
gedeutet. 

In Tierversuchen haben EPPINGEtr G6SS~'E~, KREBS und SOHO~MEL- 
FEDEI~ die Unterseheidungsfluorochromierung untersueht, ihre Anwend- 
barkeit grunds~tzlieh besti~tigt und auf Besonderheiten - -  bedingt dureh 
das tierisehe Eiweig - -  hingewiesen. 

Wir versuehten die Frage zu kli~ren, ob es mit ttilfe der Fluoro- 
chromierung mSg]ieh ist, Frfihver/~nderungen am absterbenden Nieren- 
gewebe zu erfassen und sieher darzustel]en. 

Ausgangspunkt ffir diese Untersuchungen bilden einmal die unter- 
sehiedlich angegebene Zeitdauer bis zum Eintri t t  des Zelltodes, zum 
anderen die verschiedenen Meinungen fiber die Pathogenese experimen- 
tell erzeugter hypoxgmiseher Nierennekrosen. LITTE~ (1880) und ebenso 
t~RODERSEN (1904) hatten gezeigt, dal3 es bereits im Anschluft an eine 
zweistiindige Durehblutungssperre der Kaninehenniere bei naehfolgender 
Wiederdurehblutung zu Rindennekrosen kommt. KETTLE~ fand beim 
gleiehen Versuehstier naeh zweistfindiger Sperrung der Nierenarterie 
und AusschMtung der kollateralen Zuflfisse sowie Dekapsulation der 
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Niere ein Absterben yon Parenchymzellen, bei anschlieBender Wieder- 
durehblutung oftmals weiteren Zellzerfall. OPITZ, ROTTER und HILSCHEI~ 
geben bei Anwendung derselben Versuehsanordnung und Technik wie 
X~TTL]m eine tempor~re Ischgmie yon 150--180 rain als notwendig 
zur Erzeugung naehweisbarer Nekrosen in der Rattenniere an. Nach nur 
einstiindiger Absperrung und darauffolgender Wiederdurehblutung stell- 
ten sie irreversible Seb~digung der Zellen zu etwa 50% lest. HOLLE, 
BURXttARDT, A:aNDT und BLSDORN fanden bei manometrischen Unter- 
suchungen yon iscbgmischem Iklierengewebe eine Verminderung der 
Atmung auf die Hglfte nach 4,6 Std. Diese Ergebnisse sind an einer 
anderen Tierart (Meersehweinehen), unter Anwendung einer anderen 
Versuehsanordnung (keine Wiederdurchblutung) und einer anderen 
Technik (keine Dekapsulation der Niere) gewonnen. 

Die Pathogenese dieser l~ierennekrosen wird yon den einzelnen 
Untersuchern wie folgt gedeutet: Nach LITTEN ist der Sauerstoff- 
mangel alleinige Ursache, nach BaODERSEN sollen nur nerva] bedingte 
DurehblutungsstSrungen, die erst nach LSsung der Blutzuflu2sperre 
einsetzen, den Gewebstod herbeiftibren. K]~TTL]Sa sowie OPITZ und 
Mitarbeiter nehmen ein Zusammenwirken yon Hypoxamie und sekun- 
d~r auftretenden DurchblutungsstSrungen an. Die yon I-IoLLE und 
Mitarbeitern beobachteten ZirkulationsstSrungen, die bei der Ent- 
stehung der Iqierennekrosen nur eine unterstiitzende Rolle spielen 
sollen, sind auf Grund der anderen Versuchsanordnung aUerdings niebt 
identisch mit den sekundaren DurehblutungsstSrungen der anderen 
Untersueher, da HOLLE und Mitarbeiter nicbt wiederdurchblutet haben, 
sondern die ,,Absperrung der arteriellen Blutzufuhr bis zur TStung der 
Tiere" belieBen. 

Wesentlich ftir die Erklarung der Pathogenese ist die Beantwortung 
der Frage, ob sieh bereits unmittelbar nach Aufheben der Ischamie in 
der Niere morpbologische Zellvergnderungen nachweisen lassen. Mit den 
bisher fiblichen F~irbemethoden gelang dies nicht. Auch Versuche, durch 
intravitale F~rbung rait Farbstoffen wie Indigocarmin (LI~EN) oder 
Trypanblau (KETTLER) eine deutlichere Markierung der Nekrosen zu 
erzielen, haben nieht roll befriedigt. Ein gleiehma[tiger Blutumlauf ist 
namlich in den ersten Stunden nach Beginn der Wiederdurehblutung 
infolge sekund~trer Stase und Erythrodiapedesen (KwTTL~R, OPITZ und 
Mitarbeiter) nieht gewahrleistet, so dab auch die Abgabe der Farbstoff- 
15sung behindert ist. Eine vollstandige Erfassung der tatsaehlieh ab- 
gestorbenen Zellen wird also auf diesem Wege nicht mSglieh. 

Wir versuchten daher, die bei der Vitalfarbung auftretenden Schwie- 
rigkeiten zu iiberwinden, indem wir supravital die Schnittpraparate mit 
Acridinorange f~rbten. 
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Versuehsanordnung und Methoden 
Bei insgesamt 50 m~nnlichen und weiblichen erwaehsenen, 1600--2800g 

sehweren Kaninehen wurde in Evipannarkose (1%) die ]inke Niere von einem 
R~ekenschnitt aus extraperitoneal freigelegt, die linke Nieren~rterie entweder aUein 
oder mit der Vene zusammen durch einen doppe:[t gelegten und zweifach geknoteten 
Perlonfaden (St/~rke 4) 1 2 Std lang auf einer Lederlasehe unterbunden und die 
Niere zusatzlieh dekapsuliert, um kollaterale Zufliisse (his auf diejenigen des 
Ureters) weitgehend auszuschalten. 

Bei 6 Tieren wurde die Niere ohne vorherige Wiederdurehblutung heraus- 
genommen, bei 8 Tieren nach zweistfindiger WiederdurchstrSmung, bei weiteren 
5 naeh 24stiindiger und bei 4 Tieren nach 48stfindiger Wiederdurchblutung. 
An dem deutlichen Pulsieren der l~ierenarterie, der wiederkehrenden trischroten 
Farbe der l~ierenoberf]/~che sowie der Entfa:[tung 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 C~IqoYsche 
LSsung. Von der unfixierten Nierenh/~lfte wurden auf dem Gefriermikrotom (gegen 
C02-Schnee durch einen tdeinen Trichter abgesciSirmt) unverzfiglieh 20--30 # dicke 
Sehnit~e angefertigt, in kleinen TSpfen und reinen isotonischen Na-Phosphat- 
puffern mit einem p]t-Werb yon 5,4 und 5,8 aufgefangen und in gepufferten Acridin- 
orangelSsungen (mit einem PH-Wert yon 5,4 und 5,8 und einer Farbstoffkonzentra- 
tion yon 1 : 10000) anschliel~end 10 rain gef/~rbt. Diese pl~-Werte wurden yon uns 
naeh ausgiebigen Vorversuchen als die geeignetsten ermittelt. Bei PH-Werten 
yon 6,2, 6,6 und 7,0 wurden die Schnitte in steigendem MaBe klebrig, w/~hrend 
wir bei einem p~ yon 5,0 den Eindruck hatte~a, es seien die Farbnuaneen nicht 
so deutlich wie bei Anwendung yon pK 5,4 und 5,8. 

Der fiberschiissige Farbstoff wurde dutch 15 rain ]anges Waschen in reinen 
isotonisehen Na-Phosphatpuffern herausgelSst, die Schnitte auf fettfreie Objekt- 
tr/~ger aufgezogen, in den entsprechenden Puff,~rn eingeschlossen und die Deck- 
g]/~ser mit Paraffin oder Lanolin-Colophonium umrandet. 

D~s in CARNoYscher L5sung fixierte Gewebe kam nach mehrstiindiger Ent- 
w/~sserung in der iiblichen Weise zur Paraffineinbettung (s. ROMEIS) und wurde 
nach dem Entparaffinieren f~rberisch wie die unfixierten Sehnitte behandelt~, 

Zur Fluoreseenzpriifung verwendeten wir die groBe Luminescenzeinriehtung 
yon Zeiss (Jena), untersuehten im durehfallenden Lieht unter Benutzung des B]au- 
filters BG3 sowie des Okularsperrfilters OG1 (Sehott). 

Zum Vergleich mit den fluoreseenzmikr0skopisehen Untersuehungen wurden 
weiteren 15 Tieren nach LSsen der Ligatur je nach KSrpergewicht und Vertraglieh- 
keit 12--18 cm 3 einer stets friseh zubereiteten, in Aqua dest. gelSsten l%igen 

1 Wir verwendeten Perlonseide, da sieh in Vorversuchen gezeigt hatte, dab sich 
der Catgutfaden bei l~nger dauernder Ligatur mitunter lockert und die Sperrung 
dadurch nieht mehr voll st~ndig ist. 

Die verwendeten Na-Phosphatpuffer wurden naeh Angaben v. MV~ALTS die 
gepufferten Farbl6sungen wie bei SCHUMMELFEDER hergestellt und Kontrollunter- 
suchungen stets vor und wiederholt nach dem F~rbebad mit ttilfe yon Farbindica- 
toren und elektrometrisch an der Chinhydronalektrode durchgefiihrt. - -  Herrn 
Dipl.-Chemiker SC~EEWOL~, Leiter der Chemischen Abteflung unseres Institutes, 
sei ffir seine Unterstfitzu]lg vielma]s gedankt. 

Virchows Arch. Bd. 328 8 
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Trypanblaul6sung (~erck) inSravbnSs injiziert, erst naeh Blaufiirbung der Nieren- 
oberfli~ehe die Schnittwunde gesehlossen und die linke Niere naeh 2-, 24- oder 
48stiindiger Wiederdurehblutung herausgenommen. Naeh Fixieren in Formalin 
in starker LSsung (3 Tefle Wasser auf 1 Tell Formalin) wurden Gefrier- und Paraffin- 
sehnitte herges~ellt. ~ 

Von jeder Niere Wurden au2erdem IL-E.-Sehnitte angefertigt. 
Versuehe an 12 Tieren, durch intraven6se Injektion wi~griger Aeridinorange- 

16sung ebenfalls eine VRalfi~rbung zu erreiehen, brachten weder bei ErhShung der 
Konzentration yon h 10000 auf 1:5000 oder 1:2000 noeh bei Steigerung der in- 
jizierten FarblSsungsmenge (auf 20--25 cm 3) iiberzeugende Fluorescenzbilder. Naeh 
Paraffin- oder Celloidineinbettung war die Fluoreseenz restlos gelSseht. 

Ergebnisse 
I n  den  m i t  Trypanblau durchgefi ihr ten Versuchen besti i t igten sich 

die yon  BRODERSEN, KETTLER, LITTEIr OPITZ und  Mitarbei tern  erhobenen 
Befunde.  Nach  alleiniger Ar te r ienunterb indung ist die 2 Std  lang 
wieder durchblu te te  Niere vergrSBer~ und  b lauro t  ve r f i rb t .  I m  
histologischen Bild f inden sich H y p e r g m i e  der  Capillaren und  blagbl/~u- 
lich gefi~rbte Exsuda tmassen  in den erwei ter ten BowMx~schen Kapsel -  
ri iumen, in der Marksubs tanz  prallgefiillte Gefiige sowie vereinzelte,  un-  
regelmi~gig gelegene kleine Blutungen.  An den proximalen  Harnkan~l -  
chenabschni t t en  zeigen sich blasige En ta r tung ,  feintropfige Verfet tung,  
K e r n p y k n o s e  und  Epi thelnekrose,  wiihrend die Epi thel ien der Samrael-  
rShren weniger auffi~lllg, ihre L u m i n a  aber  mi t  gef i rb ten ,  homogenen  

Tabelle 1. Supravital]drbung yon Kaninchennieren-Schnitten mit Acridinorange 
(Prt 5,4 und 5,8) 

u Fluorescenz 

Glomerula Hauptstiick ~berga~ sabschnitt! Sammelr6hrchen 

Farbton 

I Wieder- 
Ligatur durch- 

b lu tung 

Std S~d 

2 0 

2 2 

Inten- Farb- 
sitar ton 

+ + hell- 
griin 

Inten- 
sit&t Farbton 

+ + +4- grfingelb 
bis 

orange- 
gelb 

orangerot 

hell- I )range 
griin gelbbis 

_ _ _  :anger~ 
griin- 1 Lellgrii: 
gelb keine 

:Kerne 

Inten- 
sitit 

+ +  

F a r b t o n  I n t e n -  
s i t i t  

griingelb + + 
bis 

gelb - 
orange 

rotorang~ 
bis 

kupferrot 

hellgriin, + - -  
t 

keine 
Kerne 

hell- 
grtin 
bis 

gr/in- 
ge]b 

griin- 
gelb 

grfin- 
gelb 
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Cylindern vollgestopft sind. Nach 24- und 48stfindiger Wiederdurch- 
blu~ung treten die nekrotischen Rindenbezirke deutlich hervor. Die 
Cylinder weisen Konsolidierung, Einschliisse yon Blur- und abgeschil- 
ferten Epithelzellen auf, w~hrend der Epithelbesatz d e r  SammelrShren 
im allgemeinen gut erhalten ist. Das Nierenbeeken erseheint aueh jetzt  
unauff~llig. 

Bei gleichzeitiger Ligatur yon Arterie und Vene sind die Vers 
rungen noeh deutlieher. 

Die Ergebnisse der Fluorescenzversuche sind in Tabelle 1 zusammen- 
gestellt 1. 

Bereits nach 2stfindiger Arterienunterbindung ohne Wiederdurch- 
blu~ung zeigen die Schnittpriiparate Farbkontraste: An zahlreichen 
Glomerula finder sieh innerhalb des erweiterten Bow~a~schen Kapsel- 
raumes ein mehr oder weniger breiter dunkler Spalt. Es handelt sieh 
hierbei wohl um Exsudatmassen, da auch an den Stellen, an denen 
erfahrungsgem~/3 Blur- und Exsudatmassen liegen - -  wie in der Mark- 
substanz und in den Harnkan~lchen - -  die Fluorescenz mit Acridin- 
orange vermiBt wird, denn wie alle Sehwermetalle ist das Eisen des 
Hi~moglobins ein FluoreseenzlSscher (]~tCIEO). Zur Kontrolle fgrbten 
wir aul~erdem diese Schnitte mit den Fluorescenzfarbstoffen Euchrysin 
und Thiazinrot 1~, dg sieh nach EPPI~G~ diese Fluorochrome ffir die 
Eiwefl]darstellung besonders vortei]haft erweisen. Wir fanden in den 
erweiterten Bow~A~sehen Kapse]rgumen dann den fiir das SerumeiweiB 
typischen ge]b-briiunlichen Farbton. 

An den prall gefiillten Gefi~Ben tr i t t  das Endothel als hellgrfiner 
feiner Streifen deutlieh hervor, wghrend einzelne Blutzellen inmitteu 
des dunkel erseheinenden Lumens dunkelgrfin fluoreseieren. 

Die deutlichsten Farbnuancen linden sieh an den Hauptstiickepithe- 
Hen. Neben griiner Fluorescenz zeigen sieh innerhalb des Protoplasmas 
~bergiinge zu orangegelber und oftmals aueh zu orangeroter Fluoreseenz, 
w~hrend die Zellkerne rStliehgelb leuchten. Nach 2stiindiger Wieder- 
durehblutung sind die Farbkontraste starker. ~berraschenderweise 
zeigen die Epithelze]len im Bereich der ~bergangsabsehnitte dureh- 
schnittlieh intensivere Rotf~rbung als die proximal gelegenen Ab- 
sehnitte, wi~hrend die Glomerula unver~ndert hellgriin bis gelbgriin 
fluorescieren. 

24 Std nach Aufheben der 2stfindigen Durchblutungssperre erseheint 
das Fluoreseenzbild eintSniger. Wohl zeigen die Glomerula grfingelbe 

1 Das Beweisma~terial (F~rbdiapositive) kann in unserem Institut eingesehen 
werden. 

8* 
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Fluorescenz, und es linden sich in den rindennahen Partien unregel- 
m~$ig verstreut kleine kupferrote Bezirke, abet der grSf~te Teil der 
strukturlosen Epithelzellen leuchtet jetzt wieder hellgriin. Noch aus- 
gepr/igter zeigt sich das permanente Gdin in dem nach 48stiindiger 
Wiederdurchblutung untersuchten Gewebe. Die im Lumen der Sammel- 
rShrehen liegenden Cylinder zeigen den gleichen blaSgriinen Farbton. 
Dieses Phanomen wurde bereits yon K ~ s  beobachtet und aueh 
gedeutet, da er naehweisen konnte, da$ an tierisehem Gewebe nach 
stgrkerer Peptisation nut noch griine Fluoreseenz mit Aeridinorange 
erreieht werden kann. 

Die gef~rbten Paraffinschnittpr~parate ergaben dieselben Farb- 
kontraste, jedoeh war ihre Leuehtkraft nieht ganz so kr~ftig wie bei 
den supravitalgefSrbten Gefriersehnitten. 

Bei gleichzeitiger Unterbindung yon Arterie und Vene erhilt man 
am Parenchym dieselben Fluoreseenzbilder wie nach alleiniger Ligatur 
tier Arterie; Hyperimie und Blutungen sind hierbei jedoch stirker. Die 
Tubulusepithelien zeigen braungelbe FarbtSne, homogenes Zellplasma 
und schwaeh hervortretende Kerne. 

Zum Vergleich angefertigte HE.-Schnitte braehten folgende Befunde: 
Am nicht wieder durehbluteten Gewebe fallen neben Hyperimie der 
Glomerula Blutungen im Bereich der Markschieht, tri~be gesehwollene 
und zum Teil verfettete Tubulusepithelien mit ldeinen basophil ge- 
firbten oder gebl~hten, hellen Kernen auf. In einzelnen besonders 
groSen Zellen erscheint das Protoplasma grobkSrnig. Innerhalb der 
geraden Harnkanalehenepithelien zeigen vereinzelte Zellen hydropische 
Schwellung. 

Am 2stiindig wiederdurchbluteten Gewebe sind neben Hyper~mie 
und Blutungen im BowMANschen Kapselraum Dissoziation der Tubulus- 
epithelien und Kernpyknose auffSllig. In den t)bergangsabschnitten 
zeigen sieh einzelne gesehwollene Zellen mit schwach basophil gefirbten 
Kernen und starker eosinophilem Farbton des Plasmas. 24 und 48 Std 
naeh Abnahme der Ligatur und freier Wiederdurchblutung linden sieh 
in den bisher auff~lligen Gewebsabschnitten einwandfrei erkennbare 
Nekrosen. 

Deutung der Befunde 

Die Anhiufung des basisehen Farbstoffes Acridinorange in absterben- 
den und toten Zellen wird yon STRCGOE~, KSLB~L und SC~Z~M~LrED~R 
auf elektroadsorptive Vorg~nge zurfickgefiihrt. Mit dem Absterben des 
Gewebes sollen die EiweiBkSrper denaturiert und dabei saure Gruppen 
frei werden, die nunmehr das basisehe Aeridinorange adsorbieren. Die 
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Rotf/~rbung, als Zeichen maximMer Konzentration, wird daher yon 
ST~rGGEI~ als sicheres Zeiehen ffir den eingetretenen Zelltod angegeben. 
Im Gegensatz dazu haben Z]flIG:Etr und HARDES, STOCXI:NGER, WEISS- 
~A~N, ZEIG~a und WIEDE nachgewiesen, dab die rote Fluoreseenz mit- 
unter Ms Vitalph/~nomen und nieht als Ausdruck eines nekrobiotisehen 
Zustandes zu werten ist. 

Zur Kl~rung der entscheidenden Frage, ob die beobachtete l~ot- 
fluorescenz Zellver~nderungen anzeigt, wurde zunachst das Fluorescenz- 
bild der normalen Kaninchenniere sowohl bei Primer- als auch bei 
Sekundgrfluorescenz geprfift. 

Das ungefi~rbte Nierengewebe zeigt eine weiBgelbe Eigenfluorescenz 
und lgBt weder Strukturen noch Zellgrenzen erkennen. Die naeh 
Fluorochromierung beobachtete Seknndarfluorescenz weist hingegen 
leuchtend grfine Glomerula, gelbgriin fluoreseierende Epithel- und gelb- 
leuehtende Bindegewebskerne auf, an keiner Stelle aber orangegelbe 
oder rote Fluorescenz (das rStliehe Randph~nomen ist, wie auch SCH~3M- 
_~LF~DEa angibt, ein Kunstprodukt). 

Erst im Anschlul~ an die zweistfindige Ligatur sind Farbabstufungen 
sieher erkennbar, die naeh zweistfindiger Wiederdurchblutung noch 
deutlicher werden. Dal3 es sich hierbei nur um rfiekbildungsfi~hige Spei- 
eherungen handeln soll, mSchten wir aus folgenden Grfinden ffir wenig 
wahrscheinlich halten: Im Vergleich mit den Trypanblau- und den ale 
besonders zuverl~ssig geltenden HE.-Sehnitten li~Bt sich ngmlieh zeigen, 
dab bei allen 3 Methoden die auffi~llig ver/~nderten Zeilen in korrespon- 
dierenden Absehnitten liegen. 

Gegen die Annahme, dab die untersehiedliche Fluorescenz auf die 
normalerweise yon der Niere ausgesehiedenen Substanzen zurfiekzuffih- 
ren sei, sprechen sowohl das l~luorescenzbild der normalen Niere, als 
auch die Untersuehungen yon KR1EG, der nachgewiesen hat, dab weder 
Harnstoff oder Harns/~ure noeh Kreatinin fluoreseieren. 

Nach KRI~G zeigt Aeridinorange Beziehung zum isoelektrischen 
Punkt der angefi~rbten EiweiBstoffe. Demnach treten Grfinfluorescenz 
unterhalb des IEP (ira sauren Bereich), Rotf/~rbung oberhalb des IEP 
(ira basisehen Bereieh) auf. Wir prfiften daher die verwendeten Farb- 
und WaschlSsungen auch nach ihrer Benutzung. Eine Versehiebung 
der pg-Werte um 3--4/10-Werte zur alkalischen Seite hin konnte bei 
den supravitalgefgrbten Schnittpraparaten in den meisten F~llen nach- 
gewiesen werden; niemals aber ging der Wert fiber p~ 6,3 hinaus, so 
dab die beobaehtete gotfi~rbung nicht durch alkalisches Milieu bedingt 
sein kann. 



118 GIs~.A Mo~z: 

Nach zweistiindiger Wiederdurchblutung ergeben sich unterschied- 
]iche Befunde im Fluorescenzbild und bei der HE-Fiirbung: mit Acridin. 
orange fluorescieren die Ubergangsabschnitte kupferrot, die Tubulus- 
epithelien orangegelb bis orangerot. Im }IE-Schnitt dagegen erscheinen 
die Tubulusepithelien durch Kernpyknose und hydropische Schwellung 
veri~ndert, w~ihrend in den ~bergangsabschnitten nur wenige Zellen als 
sicher tot erkennb~r sind. Diese Unterschiede lassen sich zwanglos er- 
kli~ren: Am supravital gef~rbten Acridinorange-Schnitt hat die Farb- 
15sung gleichmiil~ig, gleichzeitig und vollsti~ndig die Zellen angefiirbt 
und dabei auch die Zellen erfassen kSnnen, die dutch sekundiire Durch- 
blutungsstSrungen bereits nachhaltig geschiidigt sind, ~ber im HE.- 
Schnitt noch nicht das volle Bild der Nekrose zeigen. Die permanente 
Grfinfiirbung dieser Abschnitte 24 und 48 S~d nach Aufheben der Durch- 
blutungssperre spricht in Ubereinstimmung mit KI%IEG und der Struktur- 
losigkeit der Zellen im ttE-Schnitt ffir vorangegangene irreversible 
Schiidigung. 

Am nicht wiederdurchbhteten Gewebe ermSglicht dis Schnitt- 
fiirbung mit Acridinorange, Sch~den zu beurteilen, die allein dutch die 
Isch~mie bedingt werden. Es zeigt sich, dal~ die zweistfindige Durch- 
blutungssperre bereits tiefgreifende Ver~nderungen am Nierengewebe 
hervorbringt, deren Umfang durch nachfolgende, bei der Wiederdurch- 
blutung eintretende ZirkulationsstSrungen vergrSl~ert wird. Dieser Be- 
fund best~tigt die Angaben von LITT~ und KETTLER, dab eine zwei- 
stiindige Durchblutungssperre an besonders empfindliehen iNierenzellen 
zum ZeUtod ffihrt und unterstfitzt auch die Ansieht yon K~TTLER, OPITZ 
und Mitarbeitern, nach der sowohl der Sauerstoffmangel a]s auch 
sekundi~re DurchblutungsstSrungen far die Zellsehiidigung verantwort- 
hch sind. 

Bisher war die Frage noch offen, ob die Epithelien der Hauptstiicke 
(M~Tz und Tt~RK) oder die der ~bergangsabschnitte (LuFT) zuerst 
zugrunde gehen. Wir mSchten naeh unseren Untersuchungen diese 
Frage im Sinne yon MAATZ und Ti2RK entseheiden, denn unmitte]bar 
naeh Abnahme der Ligatur finden sieh die ersten deutliehen Ver~nde- 
rungen an den Hauptstiickepithelien. Interessaut ist, daI~ nach den 
Untersuchungen yon HOLLE und Mitarbeitern die ersten Ausf~lle in den 
Fermentreuktionen (Oxydasen und Dehydrasen) auch im Anfangsteil 
der tIauptstiicke zu linden sind. 

I~aeh zweistiindiger Wiederdurehblutung weisen allerdings die iJber- 
gangsabschnitte starkere Rotfluoreseenz als die Tubuli auf, so dal~ ver- 
mutet werden k~nn, dal~ die Ubergangsabschnitte zwar sp~iter, aber inten- 
siver gesch~digt werden. OPITz, ROTTE~ und HrLSO~]~R vertreten auf 
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Grund ihrer Untersuchungen die Ansicht, dab ,,die Verteilung der 
Nekrosen ganz iiberwiegend durch die auf das St ra tum subcorticale und 
das Mark begrenzte Stase best immt wird". 

1Jber Wert  und Brauchbarkeit  des Fluorescenzverfahrens bei Unter- 
suchung hypox/~mischer Nekrosen mSchten wir abschliei]end folgendes 
sagen: Ein wesentlicher Vorteil der Fluorochromierung besteht darin,  
da6 bereits Ver/inderungen am nicht ~dederdurchbluteten Gewebe 
f/irberisch dargestellt werden kSnnen. Durch direktes Farbstoffangebot 
(Supravitalf~rbung der Schnitte) werden FehlermSglichkeiten vermieden, 
die sich beim Farbs~offangebot auf dem Blutweg (intravitale F/irbung 
mit  Vitalfarbstoffen, z .B.  Trypanblau) infolge sekund/~rer Durch- 
blutungsst6rungen einstellen. Die F/irbung mit  Acridinorange bringt 
befriedigende Ergebnisse. Allerdings erschwert die besondere Technik 
- -  gel0ufferte l~arbl6sung, bestimmte lo~-Werte - -  die Anwendung der 
Unterscheidungsfluorochromierung als Routinemethode. 

gusammenIassung 
Fluorescenzmikroskopische Untersuchungen an Kaninchenniereu mit 

experimente]l erzeugten hypox/~mischen Nekrosen ergaben bei Anwen- 
dung yon Acridinorange folgende Ergebnisse: 

Eine zweistfindige Durchblutungssperre allein f/ihrt bereits zu Frfih- 
ver~nderungen, die sieh an supravital gef~rbten Schnitten sicher nach- 
weisen lassen. 

Zel]nekrosen treten nach anschliel]ender 2 Std langer Wiederdurch- 
blutung auf und werden Ms Folge der Durchblutungssperre und sekuu- 
d/irer KreislaufstSrungen gedeutet. 

Die ersten morphologischen Ver~nderungen werden an den Haulot- 
stiickepithelien beobachtet;  abet  nach zweist/indiger Wiederdurchblu- 
tung zeigen die Ubergangsabschnitte intensivere Ver~inderungen. 

Vergleichende Untersuchungen mit Trypanblau-vitalgef/irbten Nieren 
und HE-gef/~rbten Schnittpr~10araten unterstiitzen die Ergebnisse der 
Fluorescenzuntersuchung. 
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