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Ablagerungen von Lipidmaterial in der Niere bei Ratten
nach Verfiitterung von autoxydierten Fetten

Von
W. GrRIEM

Mit 4 Textabbildungen
( Eingegangen am 4. April 1963)

In den letzten Jahren haben wir Fiitterungsversuche mit Fetten durchgefiihrt,
die bei 180° C autoxydiert worden sind. Die auffalligsten Befunde fanden wir
bei den Versuchstieren an den Nieren, wihrend die Nieren der Kontrolltiere keine
pathologisch-histologischen Verdnderungen aufwiesen. Durch histochemische
Untersuchungen gelang es uns, die bei den Versuchstieren in den Nieren nach-
gewiesenen Ablagerungen als Kalk-Fett-Substanzen zu identifizieren. Uber diese
Untersuchungen wollen wir in der folgenden Arbeit berichten.

Methoden

Die Versuchsratten (Versuchsgruppen Sj V bis VIII und Kontrollgruppe Sj Kw) standen
8 Wochen im Versuch. Als Futter bekamen sie: 31 % Mondamin, 10% Casein, 33,3 % Mager-
milchpulver, 0,7% Salzmischung A (Hawk-Oser), 3% Hefe, 2% pulverisierte Cellulose und
20% Sojadl. Ferner wurden jedem Tier téglich 2 Tropfen Vitamin B-Komplex und 3 mg
Vitamin E, sowie wochentlich 30 IE. Vitamin A verabreicht. Der 20 %ige Fettanteil bestand
bei den Versuchstieren aus einem toxisch geblasenen Sojadl. Dieses gewinnt man durch
folgende Behandlung: Das O1 wird im Olbad auf 180° C erhitzt. Gleichzeitig blist man eine
bestimmte Menge Luft, die durch eine Glasfritte foin verteilt wird, durch das Ol. So erzielt
man bei den polyensiurereichen Olen chemisch erfaBbare Verinderungen, die in der Tabelle 1
wiedergegeben sind. Die durch diese Behandlung autoxydierten Substanzen zeigen im Tier-
versuch mit zunehmender Blasintensitét eine zunichst zunehmende Toxicitéit, die ein Maxi-
mum erreicht und dann wieder abnimmt. Dieser spéter zu beobachtende Toxicitétsabfall
der stark geblasenen Ole ist nach unserer Ansicht dadurch bedingt, dafl die fiir die Toxieitit
verantwortlichen Substanzen immer schlechter resorbiert werden. Die Toxicitdt der gebla-
senen Ole fithren wir auf die bei dieser Behandlung entstehenden Oxypolymere zuriick.

Nach der Versuchszeit wurden die Ratten durch Ather getstet. Die Anzabl der Todesfille
war in den einzelnen Gruppen unterschiedlich. Bei den mé#nnlichen Tieren wurden in der
Kontrollgruppe und in der Versuchsgruppe Sj V keine Todesfille beobachtet. In der Gruppe
Sj VI betrugen sie 15 %, in der Gruppe Sj VII 50% und in der Gruppe Sj VIII 35%. Beiden
Weibchen traten in der Kontrollgruppe und in den Gruppen Sj V und 8j VI keine vorzeitigen
Todesfille ein. Dagegen starben in der Gruppe Sj VII 20% und in der Gruppe Sj VIII 15%
der Versuchstiere. Weitere Angaben iiber die Versuchsbedingungen, die physiologischen
Untersuchungen der Versuchstiere und iiber die chemischen Verdinderungen der toxisch
geblasenen Fette finden sich in den Arbeiten von K. Lawe u. Mitarb. und bei K. JAHR.

Von den Organen wurden die Herzen, die Lebern und die Nieren, sowie die Milzen
histologisch untersucht.

Ergebnisse
Bei der mikroskopischen Untersuchung der Organe sind an den Lebern und
an den Herzen keine pathologischen Verdnderungen nachzuweisen. Bei der
histologischen Untersuchung der Nieren fallen sofort die starken, bei der HE-
Farbung sich dunkelviolett anfidrbenden Einlagerungen im Nierenparenchym auf.
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Jedoch ist die Hiufigkeit und die Grofe der Einlagerungen bei den einzelnen
Versuchstieren unterschiedlich. Wihrend sich bei den Versuchstieren, die stark
autoxydiertes Fett mit der Grundkost erhielten, in jedem histologischen Nieren-

praparat Einlagerungen
finden, lassen sich bei
den Versuchstieren, die
nur ein schwach autoxy-
diertes Fett als Beikost
bekamen, etwa in 75%
der Nierenpraparate
Einlagerungen  nach-
weisen. Auch die Lo-
kalisation ist unter-
schiedlich. In den
Praparaten, in denen
nur geringgradige KEin-
lagerungen sind, finden
sich diese vornehmlich
in der Zona intermedia
der Marksubstanz. Bei
starken Kinlagerungen
sieht man sie auch in
der Zona basalis des
Nierenmarkes, und ge-
legentlich kann man sie
auch in der Nierenrinde
nachweisen (Abb. 1).

Die ersten Einlage-
rungen findet man als
kleinste Kérnchen im
Protoplasma der Nieren-
epithelien. Sie liegen in
der Regel an der der
Basalmembran  zuge-
kehrten Seite der Zelle,
féarben sich bei der HE-
Farbung meist dunkel-
violett an wund das
Protoplasma in ihrer
Umgebung ist vacuolig
aufgelockert. An diesen
Stellen kann man ferner

Tabelle 1. Die Kennzahlen der in den Fiitterungsversuchen
verwendeten geblasenen Sojadle

Sj Kw SiVv Sj VI | Sj VIT | Sj VIII
Blasezeit Std . . — 2,07 3,0 4,3 7,6
Luftmenge m?/k — 0,7 1,1 1,7 5,0
Jodzahl . . . . | 130 110 96 75 70
Peroxydzahl 13,3 14,2 12,1 7,6 7,4
Saurezahl. . . . 0,0 1,6 2,4 2,8 3,7
Epoxydzahl . 0,27 6,3 8,1 8,1 8,4
Hydroxylzahl . . 0,0 20,7 27,6 | 33,0 38,5
Verseifungszahl . | 184 196 199 197 208

Abb. 1. Starke Einlagerungen in der Zona intermedia und in der

Zona basalis des Nierenmarkes.
sich auch in der Nierenrinde.

Vergr. etwa 15 x

Einige Ablagerungen befinden
Ubersicht, H.E.-Farbung;

in der Regel auch eine Zerstérung der Basalmembran beobachten. Nehmen die
Finlagerungen zu, so beginnen die Nierenepithelien in das Lumen des Tubulus
zu wuchern (Abb. 2). Spéter gehen die basal gelegenen Nierenepithelien zu-
grunde. Daher sieht man in den mikroskopischen Priparaten die abgelagerten
Massen zwischen dem interstitiellen Bindegewebe und den sich neu gebildeten

Nierenepithelien liegen.
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Abb. 2 Abb. 3
Abb. 2. Die Nierenepithelien des Sammelrohrs beginnen in das Lumen zu wuchern. (H.E.-Firbung;
Vergr. etwa 415 X
Abb. 3. Stirkere Einlagerungen in den Epithelien eines Sammelrohrs. Die basal gelegenen Zellen sind
zugrundegegangen. H.HE.-Farbung; Vergriferung etwa 400 X

—— L s 1

Abb. 4. Durch sehr starke Einlagerungen gehen die Zellen einer Henleschen Schleife zugrunde (rechts).
Das links von den Einlagerungen gelegene Sammelrohr wird zusammengedriickt. H.E.-Férbung;
Vergr. etwa 270 X

Die Zellkerne dieser wuchernden Zellen zeigen hiufig Mitosen. Ferner fallt
auf, daB die Zellkerne groBer sind als die Kerne der Nierenepithelien, die keine
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Wucherungen aufweisen. Die abgelagerten Massen nehmen dann an Grofle zu
und driicken die neu gebildeten Zellen in das Lumen der Tubuli. Aus diesem
Grunde ist das Lumen der Harnkandlchen an diesen Stellen nicht mehr kreis-
rund, sondern man sieht im mikroskopischen Priaparat entweder nur noch einen
schmalen Spalt oder das Tubuluslumen ist ganz verschlossen (Abb. 3). Werden
die Einlagerungen im Laufe der Zeit starker, so driicken sie das Nachbargewebe
zur Seite, und die Nierenepithelien gehen durch die Druckatrophie zugrunde
(Abb. 4). So gelangen die eingelagerten Substanzen in das Lumen der Harn-
kandlchen. Sie kénnen nun entweder in das Lumen des Sammelrohrsystems oder
der Henleschen Schleife kommen. Gelangen sie in das Sammelrohrsystem, so
werden sie bald durch den Harnstrom in das Nierenbecken ausgeschwemmt, in
dem sie in den histologischen Schnitten hiufig nachgewiesen werden kdnnen.
Gelangen jedoch die Substanzen in das Lumen der Henleschen Schleife, so werden
sie durch den Harnstrom in die Tubuli recti II und in die Tubuli contorti 11
gespiilt. Da wir in der Nierenrinde die Einlagerungen nur in den Tubuli cont. IT
nachweisen konnten, ist anzunehmen, dal der Druck des Flissigkeitsstromes
nicht ausreicht, um die losgelosten Substanzen aus der Niere auszuschwemmen.
Aus diesem Grunde bleiben sie in den Lumina der Tubuli contorti II als Ablage-

Tabelle 2. Farberisches Verhalten und histochemische Eigenschaften
der Einlagerungen in den Nieren

Methode Ergebnis

Figenfarbe . . . . . . . . . .00 hellbraun
Hamatoxylin-Eosin-Farbung . . . . . . . . . . . . ... .. dunkelviolett
Azan-Farbung . . . . . . . . . . ... oo blau
van Gieson-Farbung . . . . . . . . . .. .. L. rot
Eigenfluorescenz, UV-Licht . . . . . . .. . . . ... ... blaugriin
Eigenfluorescenz, Blaulicht . . . . . . . . . . .. ... ... gelbgriin
Untersuchung im polarisierten Licht . . . . . . . . . . . .. doppelbrechend
Untersuchung im polarisierten Licht mit Gipsrot I. . . . . . . . Vorzeichen + und —
Farbung mit Scharlachrot . . . . . . . . . .. .. ...
Farbung mit Sudanschwarz am Gefrierschnitt . . . . . . . . . ++
Farbung mit Sudanschwarz am Paraffinschnitt . . . . . . . . . +
Farbung mit Nilblausulfat . . . . . . . . . . . . ... ... blau
Anfarbbarkeit mit Methylenblau (0,019%) beipy5 . . . . . . . +++
Anfarbbarkeit mit Methylenblau (0,019%) beipg 8 . . . . . . . +++
PAS-Reaktion (Hotehkiss) . . . . . . . . . . . . ... ... +++
PAS-Reaktion nach Acetylierung . . . . . . . . . . . . . .. +++
Anfarbbarkeit mit Osmiumtetroxyd . . . . . . . . . . . . .. +
Nadi-Reaktion . . . . . . . . . . . . . .. ... ... .. ++
Reaktion mit Schiffschem Reagens . . . . . . . . . . . . .. ++
Reaktion mit Schiffschem Reagens, Vorbehandlung mit Natrium-

bisulfit . . . . . . . . . .o L ]
Reaktion mit Schiffschem Reagens, Vorbehandlung mit Phenyl-

hydrazin . . . . . . . . . . . oo o 0
Anfarbbarkeit mit alkalischem Silbernitrat . . . . . . . . . . . -+
Ninhydrin-Schiff-Reaktion . . . . . . . . . . . . .. . ... 0
Behandlung mit 0,62nH,S0, . . . . . . . . . .. .. ... Gipskristalle
Silbernitratmethode nach v.Kossa . . . . . . . . . . . . .. + A+
Turnbullblaureaktion . . . . . . . . . . . . . . . . .. .. + 4+
Berliner Blau-Reaktion . . . . . . . . . . . .. ... ... +++

Reaktion mit Ferricyankalium . . . . . . . . . .. . . ...

Zeichenerkldrung: 4+ -+ = starke positive Reaktion, bzw. gute Anfirbbarkeit; +-+ =
mittelgradige positive Reaktion, bzw. mittelmifBige Anfirbbarkeit; -+ = schwach positive
Reaktion bzw. schlechte Anfirbbarkeit; § = negative Reaktion bzw. keine Anfirbbarkeit.
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rungen liegen. Der grofite Teil der Einlagerungen verbleibt in der Zona inter-
media der Marksubstanz. Da die abgelagerten Massen in dieser Zone einen
Durchmesser von 200 g erreichen kénnen, kann es in diesem Bereich zu einem
vollstindigen Verschluf der Tubuli kommen. Durch die damit verbundene
Stauung des Primérharnes sieht man dann im Rindengewebe in den histologischen
Schnitten schon bei kleiner Vergréferung sektoral eine starke Erweiterung der
Hauptstiicke. Die Riickstauung geht auch auf die Nierenkdrperchen ither. Dies
ist daran erkenntlich, daB der freie Raum der Bowmanschen Kapsel stark er-

weitert ist, wihrend in

Tabelle 3. Die Lislichkeit der Niereneinlagerungen in Sduren,  Jen nicht gestauten Be-

Laugen und Fettlosungsmitteln zirken dieser freie Raum

Lésungsmittel pLe | fomperas | Hirgebnis nur als ein schmaler
Spalt in Erscheinung
InHNO,. . . ... . 2 20 + tritt. In der Regel liegen
In H§€3 ------- 18 20 ++ die Einlagerungen reak-
;g %CL gi 38 _?_ tionslos im Parenchym.
S3nHCL . . . . ... 24 20 4 Teilweise sieht man je-
?ﬁk%ESFOOH """ gi 28 g doch eine beginnende
Chloroform-Alkohol . . 24 60 o Bindegewebsbildung.
Ather-Chloroform . . . 24 60 0 In einigen Priparaten
31(/)17})0%\75».01.{ """ 2; gg g findet man auch am
nI0KOH . . . ... 2 20 ] Rande der REinlage-
2n HCL und n/lO NaOH | 24 und 2 20 + rungen grf)[sere Haufen
2n HCL und n/10 KOH 24 und 2 20 -+ + trophilen G
2n HCL und n/10 NaOH. | 24 und 24 | 20 ++ vonneutrophulen trang-
2n HCL und n/10 KOH | 24 und 24 20 4+t locyten. Gelegentlich
In HNO,undn/I0NaOH | 24 und 2 20 +++ 5 inlage-
1o HNO und n/10KOH |24und 2| 20 | 44  <onmen auch Rinlage
2n HCL und Alkohol- rungen in den Blut-
. Igll?(l) o Allohol. 24 und 2 20 ++++ capillaren nachgewiesen
n T ohol- . .
Xy1013 ....... 94 und 2 20 bt ?Verden. Von diesen ist
Zeichenerklarung: Grad der Léslichkeit = + schlecht < ]edoch. anzunehmen,
++ -+ gut; O unléslich. daBl sie erst nachdem

die Gefalwand druck-
atrophisch zerstort worden ist, in das Lumen der Capillaren gelangt sind. Anédmi-
sche Infarkte oder hyperdmische Bezirke sind in den histologischen Schnitten
nicht nachgewiesen worden. In einigen Préparaten finden sich in der Nieren-
rinde vornehmlich um die GefdBe liegende lymphocytire Zellinfiltrate.

Die eingelagerten Massen sind nicht von einheitlicher Substanz. So firben
sich bei sdmtlichen angewandten Férbungen und histochemischen Reaktionen die
Einlagerungen niemals homogen an, sondern der Farbton ist stets unregelméBig.
Eine Ubersicht iiber das firberische Verhalten und die histochemischen Reak-
tionen der Einlagerungen gibt die Tabelle 2 wieder. Ferner ist versucht worden,
die Einlagerungen aus den histologischen Praparaten mit Hilfe von Séuren
herauszulésen. Eine Ubersicht iiber die Loslichkeit der Einlagerungen gibt die
Tabelle 3 wieder.

Aus dem farberischen Verhalten und aus den Ergebnissen der histochemischen
Reaktionen ist zu entnehmen, dafl die Einlagerungen Lipide enthalten. Dafiir
spricht, dafl die Substanzen sich mit Sudanschwarz anfirben lassen, und daB
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sie im polarisierten Licht eine Doppelbrechung aufweisen, die durch Alkohol-
behandlung geloscht wird. DalB es sich bei den Einlagerungen nicht um einheit-
liche Substanzen handelt, zeigt die Anfirbbarkeit mit Methylenblau, die sowohl
im sauren als auch im alkalischen Milieu méglich ist. Bestitigt wird diese Tat-
sache durch die Untersuchung im polarisierten Licht mit Gipsrot I. Nach Ein-
fahrung von Gipsrot I in den Strahlengang des polarisierten Lichtes haben die
Substanzen stellenweise ein positives, an anderen Stellen jedoch ein negatives
Vorzeichen. Da die PAS-Reaktion nach der Acetylierung positiv und da eine
Anfarbbarkeit mit Osmiumtetroxyd moglich ist, miissen die Substanzen unge-
sattigte Carbonséuren enthalten. Ferner sind in den abgelagerten Brocken Per-
oxyde (positive Nadi-Reaktion) und Aldehydgruppen (positive Reaktion bei der
Behandlung mit Schiffschem Reagens, negative Reaktion nach Vorbehandlung
mit Natriumbisulfit und Phenylhydrazin; grauschwarze Niederschlige an den
abgelagerten Massen nach einer Behandlung mit ammoniakalischer Silbernitrat-
l6sung) enthalten. Ferner befinden sich in den Einlagerungen eiweiBhaltige Sub-
stanzen (Fibrin, nekrotisches Gewebe). Der negative Ausfall der Ninhydrin-
Schiff-Reaktion 148t darauf schlieBen, dal die Einlagerungen keine o-Amino-
sduren und «-Aminosduregruppen enthalten. Der anorganische Teil der Ablage-
rungen besteht nach unseren bisher durchgefiihrten Untersuchungen aus Eisen
(positive Turnbullblaureaktion) und Kalk (Schwirzung der Einlagerungen bei
der Silbernitratmethode nach von Kossa; Gipskristallbildung nach Schwefel-
sdurebehandlung).

Besprechung der Befunde

Aus den Untersuchungen ist zu entnehmen, daf die Einlagerungen aus Fett-
stoffen bestehen. Diese enthalten ungeséttigte Carbonséduren, Peroxyde und Alde-
hyde. Als anorganischen Anteil kann man in den Ablagerungen Kalk und Eisen
nachweisen. Da die Einlagerungen sich durch Fettlosungsmittel auch nach
laingerer Behandlung nicht entfernen lassen, miissen die Fette im Nierengewebe
in gebundener Form vorliegen. Aus diesem Grunde ist bei den Einlagerungen
an unphysiologische, chemisch verdnderte Fettsduren zu denken. Diese ver-
binden sich sekunddr mit den nachgewiesenen anorganischen Elementen Eisen
und Calcium und dadurch erhalten die Einlagerungen eine chemische Ahnlichkeit
wie Kalkseifen. Die Loslichkeit der Substanzen spricht fiir diese Tatsache.
So zeigt eine Behandlung mit Sduren, Laugen oder Fettlosungsmitteln allein
keinen Erfolg. Erst nach der Kombination der Extraktionsmittel gelingt es, die
Substanzen aus dem Gewebe zu entfernen. Durch Sdurebehandlung wird Calcium
von den Fettanteilen gespalten und im Gewebe bleiben die Fettsiuren liegen,
die sich dann mit Fettlosungsmitteln entfernen lassen. Die unterschiedliche
Loslichkeit: bei den einzelnen Sduren erklirt sich aus der Tatsache, dal z. B.
127 g Ca(NOjg),°4H,0 in 100 ml H,0 l6slich sind, dagegen aber nur 74,5 g CaCl,
6H,0. Bleibt man in der wiBrigen Phase und versucht nach der Sdurebehandlung
durch Laugenbehandlung die Fette in K-Seifen bzw. Na-Seifen zu iiberfiihren,
um so die Substanzen aus dem Gewebe zu extrahieren, so kann man mit KOH
bessere Resultate erzielen als durch NaOH. Vergleicht man die Loslichkeit dieser
Salze miteinander, so findet man, daB die Wasserloslichkeit der K-Salze besser
ist als die der Na-Salze. So sind z. B. 25 g K-Oleat in 100 ml kaltem H,0 léslich,
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dagegen aber nur 10 g Na-Oleat in 100 ml H,0, das aulerdem eine Temperatur
von 12° C haben muf.

Zu den Kalkablagerungen ist zu sagen, dall sie wohl nachtriglich in das
nekrotische Gewebe eingelagert werden, da bei den ersten Ablagerungen keine
Schwérzung mit der Silbernitratmethode nach v. Kossa zu erzielen ist. Dagegen
reagieren schon kleine Einlagerungen bei der Turnbullblaureaktion positiv, eine
Tatsache, die noch weiterer Forschungsarbeiten bedarf, um hier Endgiiltiges zu
sagen.

AbschlieBend mochten wir sagen, daB kein Zweifel dariiber besteht, daf3 die
Ablagerungen im Nierenparenchym auf die Verfiitterung des autoxydierten Sojaols
zurtickzufiihren sind. Hierfirr spricht die Tatsache, dafl in den Einlagerungen
ungeséttigte Carbonsduren nachweisbar sind. Ferner spricht dafiir, dafl die GroBe
und die Haufigkeit der abgelagerten Brocken mit der Stirke der Autoxydation
des verfiitterten Sojadles parallel verlduft.

Zusammenfassung
Nach Verfiitterung von autoxydierten Olen traten bei Ratten im Nierenmark
Ablagerungen auf, bei denen es sich nach ihren Reaktionen vorwiegend um Lipid-
material handelt. Daneben enthielten sie noch Calcium und Eisen.

Fat-Calecium Deposits in the Rat Kidney after Feeding Auto-oxidized Fats
Summary
After feeding auto-oxidized oils to rats, deposits appeared in the renal medulla
which according to their reactions were composed chiefly of lipids. In addition,
the deposits contained calcium and iron.
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