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( Eingegangen am 13. Juli 1964)

Die nach chronischer Bleivergiftung in den Tubulusepithelien der Niere bei
Mensch und Tier auftretenden Kerneinschliisse sind oft beschrieben worden
(BrackMan; FInNER und CALVERY; FATrRHALL und Mritrer; CHIODI und CAR-
DEZA; WACHSTEIN ; ZOLLINGER; ZAK und FINKELSTEIN; T6NzZ; BRACKEN et al.;
Ising und Vorer; LaxpiNg und Nagar; BeavER; ANGEVINE et al.; BoYLAND
et al.; vax EscH et al.; Kitaam et al.; MitLEr und v. RaMiy; s. Abb. 1 und 2).
Uber ihre Zusammensetzung, Entstehung und Bedeutung ist bisher wenig bekannt.

Der direkte histochemische Nachweis von Blei in den Kerneinschliissen nach
Bleivergiftung ist bis heute nicht gelungen, vor allem wohl deshalb nicht, da die
in den Einschlissen enthaltene Bleimenge offenbar zu klein ist und sich so dem
histochemischen Nachweis entzieht (T'0nz; LaNDING und NARAT; BEAVER).

Dagegen gelingt der indirekte Nachweis von unspezifischen Schwermetall-
sulfiden in diesen Einschlissen (TtMm und NETH; Isine und Vorer; VoieT und
Jonsson). Vor kurzem durchgefithrte eigene radioautographische Untersu-
chungen (DALLENBACH et al.) mit radicaktivem Blei (Pb210) zeigen, daB die
Kerneinschliisse Blei enthalten (Abb. 3). An ihrer Bildung muf} also entweder
Blei selbst oder eine vielleicht im Kérper daraus entstandene Bleiverbindung, die
vom Zellkern aufgenommen wird, beteiligt sein.

Die Kerneinschlitsse enthalten ferner wechselnde Mengen von RNS (Zor-
LINGER; DALLENBACH und KiLuaMm; s. Abb. 6) sowie Proteine, Lipide (WacH-
STEIN; WormaN) und gelegentlich spédrliche Kohlenhydrate, aber keine DNS
(Worman; KiLaam et al.), wie frither angenommen (BRACKEN et al.). Diese Er-
gebnisse machen es sehr wahrscheinlich, dafl die Einschliisse entweder durch
Blei verdnderte Nucleoli (WacHSTEIN; ZOoLLINGER) sind oder nucledre Boten-
RNS und Histone, die in irgendeiner Weise durch das vom Kern aufgenommene
Blei précipitiert werden, oder RNS-haltige Cytoplasmaeinstiilpungen.

Die Literatur der letzten Jahre enthilt zahlreiche Untersuchungen iiber die Bedeutung des
Nucleolus fiir die Funktion der Zelle. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen legen es sehr nahe,
dafl der Nucleolus durch seine RNS aktiv an der Regulierung der Proteinsynthese in der Zelle
beteiligt ist (Hyp®N; CASPERSSON; STOCOKINGER; OnNO und Kixostra; HERTL; MCMASTER-
Kaye und Tavror; SticH; AMANO und LEBLOND; BEERMANN; LONGWELL und SVIHLA;
PrrrY; ERRERA et al.; OmHLERT; PERRY et al.; ScHULTZE et al.; SIRLIN et al.; StrLIN;
BIRNSTIEL et al.; CASPERSSON et al.; CHIPCHASE und BirwNstirsn; Warsow; Harris). Umge-
kehrt wird die Bildung der nucleéiren RNS hchstwahrscheinlich vom Cytoplasma aus reguliert.

* Herrn Prof. HAMPERL zum 65. Geburtstag gewidmet.

** Diese Arbeit wurde mit Mitteln des United States Public Health Service, Grant GM-
10210 durchgefihrt.
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- .&
ADbb. 1. Querschnitte durch Hauptstiickkandlechen aus der Pars recta von einer Rattenniere nach
chroniseher Bleivergiftung. Glasig-homogene Einschliisse in vielen Kernen der Tubulusepithelien,

deren. Cytoplasma eine kornig-vacuolige Degeneration aufweist. Firbung: Hamatoxylin-Eosin.
Vergr. 1200mal

Abb. 2. Hauptstiickkanélchen (Pars recta) aus einer Rattenniere nach chronischer Bleivergiftung.
Stark vergroBerte Tubuluszelle mit zweigroien, atypischen Kernen (Endomitose) und kérnigem Cyto-
plasma. Firbung: Hamatoxylin-Eosin, Vergr. 1200mal

Ausgehend von diesen Befunden und im Hinblick auf die Tumorentwicklung
in bleigeschidigten Nieren erschien es von Interesse, die funktionelle Kapazitit
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der mit groBlen Kerneinschliissen beladenen Nierentubulusepithelien mit Hilfe
der Vitalspeicherung und Ausscheidung von Farbstoffen zu untersuchen. Da die
Einschliisse RNS enthalten, lag die Annahme nahe, dal zumindest die Funktion
solcher Zellen gestort sei und sich dieses z. B. in einer Unfihigkeit des Farbstoff-
transports dullern wiirde. Von den sie umgebenden Epithelzellen ohne Kernein-
schliisse dagegen war eine normale Farbstoffverarbeitung zu erwarten. Eine tiber
lange Zeit gestorte Zellfunktion bei erhaltener Lebensfihigkeit der Zelle wiirde

Abb. 3. Radiohistogramm einer Rattennierc nach l10monatelangem Zusatz von 1 %igem Bleiacetat
zum Trinkwasser und 4 Wochen lang jeden 2. Tag durchgefiihrten intraperitonealen Injektionen von

je 1 ml radioaktiven Bleis (Ph 210, 9 uc/ml). Konzentrisch von den Kerneinschliissen in vergréfBerten
Epithelkernen der Tubuli ausgehende Silberkornstrahlen (x-Strahlen). Vergr. 480mal

méglicherweise ein Licht auf die Tumorentwicklung im Bereich der durch Blei-
vergiftung geschidigten Nierentubuli werfen kénnen.

Da die normale Ausscheidung von Phenolrot (GersH; TacaarT und FORSTER,
Roviuivser; RoLLaAuser und VogeLL; WOLKER) und die Vitalspeicherung von
Trypanblau (H6B3ER; SUzZURI; v. MOLLENDORF; PrFUHL; ZIMMERMANN et al.;
Trumrp) durch die Nierentubulusepithelien schon genau untersucht worden sind,
wurden diese beiden lichtmikroskopisch gut verfolgharen Farbstoffe zur Priifung
von Ausscheidungsfunktion und Speicherungsfihigkeit der Nierenepithelien mit
Kerneinschliissen nach chronischer Bleivergiftung angewandt.

Material und Methode

A. Ausscheidung von Phenolrot
Sechs minnliche und 4 weibliche Sprague-Dawley-Ratten zwischen 211 und 451 g Korper-
gewicht hatten 201/,—25 Monate lang als Trinkwasserzusatz basisches Bleiacetat (1%ig in
Aq. dest.) erhalten und zusétzlich die handelsiibliche Rattentrockenfiitterung. Je 1 m1/200 g
Kérpergewicht einer sterilen physiologischen Kochsalzlssung, der pro Milliliter 6 mg Phenolrot
7%
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zugesetzt waren (0,6 %ige Phenolrotlosung von Hynson, Westcott & Dunning, Inc.) wurde
den Tieren unter Athernarkose! in die Zungenvenen, Femoralvenen oder Vena cava inferior
innerhalb von 5—10 sec injiziert. 45—60 sec nach der Injektion wurden die Arterien und
Venen der linken Niere abgeklemmt, die Niere sofort herauspriapariert und mit Rasierklingen
in 7—8 jeweils 2 mm dicke Scheiben zerlegt. 5—7 mm im Quadrat messende Teile dieser
Scheiben wurden dann auf '/;, mm dicke Kupferplittchen gelegt, die vibrations- und lirm-
sicher geformt waren. Das Gewebe wurde auf diesen Plattchen, die der Plattform des Gefrier-
apparates (nach THOrRNBURG) auflagen, in einem Strom von Stickstoffgas bei —190°C
gefroren (Durchstromungsdruck 68,9 X 104 ub). Die Zeit des Gefrierens schwankte von
2—7 sec je nach Grofe der Gewebestiicke, wobel die dem Kupferplittchen aufliegenden An-
teile zuerst einfroren. Die so gefrorenen Gewebestiicke wurden bei —65° C bis zur Weiter-
verarbeitung aufbewahrt. 4—5 min nach der Phenolrotinjektion wurden die GefiBe der
rechten Niere abgeklemmt, diese Niere ebenfalls herausprapariert und in gleicher Weise weiter-
verarbeitet wie die linke Niere. Die rechte Niere erschien bei allen Tieren etwas roter als die
linke. Die Ratten wurden danach durch Aortenpunktion exsanguiniert und das Blutserum
zur Bestimmung des Blutharnstickstoffs benutzt.

Zur Kontrolle dienten 3 ménnliche und 2 weibliche Ratten von 253—462 g Kérpergewicht,
die normales Trinkwasser und die gleiche Ernghrung wie die Versuchstiere erhalten hatten.
Die Injektion von Phenolrot und die Weiterverarbeitung erfolgte in der gleichen Weise wie
bei den Versuchsratten.

Von der Aufbewahrung bei —65° C gelangten die Gewebestiicke in eine Trockenkammer
bei —75°C, die auf ihrem Boden Paraffin enthielt. Die Trockenkammer war an einen
Gefriertrockenapparat angeschlossen, der 72 Std lang bei —40°C und in einem Vakuum
von 10~*mm Hglief (GErsH; GERSH und STEPHENSON ; NEUMANN); anschliefend Einbettung
der Gewebestiicke in dem in der Trockenkammer befindlichen Paraffin. 8—20 u dicke
Schnitte, etwa 50 pro Gewebsstiick, wurden nach der Methode von ROLLEHAUSER mit Ammo-
niakddmpfen behandelt und sofort mikroskopisch untersucht.

B. Vitalspeicherung von Trypanblou

Sieben ménnliche und 9 weibliche Sprague-Dawley-Ratten zwischen 222 und 415g
Kérpergewicht hatten 19—23 Monate lang den gleichen Zusatz von basischem Bleiacetat
zum Trinkwasser und die gleiche Erndhrung erhalten wie die Tiere der Gruppe A. 48 und
24 Std vor dem Tode erhielten sie je eine intraperitoneale Injektion von 1 ml/200 g Kéorper-
gewicht einer sterilen physiologischen Kochsalzlésung, der pro Milliliter 10 mg Trypanblau
(diamine blue 3 B, C.I. 477, Allied Chemical Corp.) zugesetzt waren (1%ige Losung). Die
Tiere wurden in Athernarkose durch die Aorta exsanguiniert, das Blutserum zur Bestimmung
des Blutharnstickstoffs benutzt und die Nieren in frisch zubereiteter Susalésung fixiert zur
Erhaltuug des Farbstoffes im Gewebe (PFurL; ScHMIDT).

Zur Kontrolle dienten 3 ménnliche 201—450 g schwere Ratten, die normales Trinkwasser
und die gleiche Rattenfiitterung wie die Versuchstiere erhalten hatten.

Ergebnisse
A. Ausscheidung von Phenolrot

1. Ratten nach chronischer Bleivergiftung. Die Nieren dieser Tiere zeigen mehr
oder weniger hochgradige Erweiterungen der Tubuli bis zur Cystenbildung
(Abb. 4), Hyperplagien der Tubulusepithelien bis zur Bildung von Adenomen,
Ablagerung von Blutpigment im Cytoplasma der Tubulusepithelien, interstitielle
Fibrose, chronische Entziindung, Gefafiverdnderungen, und Kristall- und Stein-

1 Der Athernarkose wurde der Vorzug gegeben, da wihrend dieser die Injektion, Frei-
legung und Abklemmung der Gefife mit Unterbindung der Blutzufuhr zur Niere zeitlich
genau kontrolliert werden konnte. AuBerdem waren die Tiere wihrend der Narkose nicht
erregbar, was sich ungiinstig auf die Ausscheidungsverhiltnisse hétte auswirken kénnen. Bei
einer Totung durch Nackenschlag schligt erfahrungsgemél das Herz eine unbestimmte Zeit
lang weiter.
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bildungen in den Tubuli. Der Grad dieser pathologischen Verinderungen
schwankt nicht nur von Tier zu Tier, sondern auch innerhalb einer Niere.

Die Tubuli dieser Nieren weisen nach Phenolrotinjektion in den gefrier-
getrockneten Schnitten eine mit der Lupenvergriferung erkennbare verschieden-
gradige Rotfirbung auf, obwohl der Farbstoff allen Tieren in ganz konstanter,
zum Korpergewicht proportionaler Menge injiziert worden war. Bei einigen
Tieren erscheint diese Farbung selbst in den nur 8 4 dicken Schnitten intensiv
rot und bleibt mehr als 24 Std lang gut lokalisiert, wahrend sie bei anderen Tieren
und zum Teil in anderen Abschnitten
der gleichen Niere weniger deutlich
ist und trotz anhaltend zugefiihrter
Ammoniakddmpfe auf Schnitt und
Eindeckungsmedium  bereits nach
15—20 min orange-gelb wird. Die so-
mit von Tier zu Tier und auch inner-
halb der gleichen Niere schwankende
Intensitit der Rétung erscheint in o 8
erster Linie abhéingig zu sein vom
Schweregrad der pathologischen Ver-
anderungen, d. h. von der Ausdehnung
der GefaBverdnderungen (mangelhafte
Blutzufuhr) sowie von Zahl und Sitz
der Adenome und Cystenbildungen
(Verschlul von Kanilchen). Ein
nennenswerter Unterschied in der Farb-
intensitdt der 1 min nach der Phenol-
rotinjektion entnommenen linken und
der 5 min spéter entnommenen rechten
Niere findet sich nicht. Ebenfalls fin-  aAwpb. 4. Niere einer Ratte nach chronischer
den sich keine Unterschiede zwischen  Bleivergiftung. In der Rinde zahlreiche Cysten

und Adenome (4) verschiedenster Grifie

den Nieren der ménnlichen und denen

der weiblichen Tiere. Durch hochgradige Erweiterung der Tubuli ist die nor-
male Nierenarchitektur stellenweise so weitgehend zerstort, dall die Identi-
fizierung von Nephronabschnitten nur noch auf Grund ihrer Lage mdglich ist.
Im allgemeinen ist aber in allen Nieren die Rotfirbung der Tubuli im Bereich
der Pars recta der Hauptstiicke (in den Markstrahlen und im AuBenstreifen
des Marks) am stédrksten {Abb. 7b).

Mit stérkerer und stirkster Vergroferung des Lichtmikroskops lassen sich
in Richtung des Ausscheidungsweges folgende Befunde erheben: Nur wenige
Glomeruli sind rosa gefarbt, wihrend andere in ihrer direkten Nachbarschaft
ungefdrbt erscheinen. Die Farbverteilung ist diffus iber die Capillarschlingen
ausgebreitet. Eine Basalmembran 140t sich firberisch nicht sicher von den iibrigen
Zellstrukturen abgrenzen. Auch die Mitochondrien kénnen von den Faltungen
der Basalmembran und den , Filtrationsspalten® (Doppellamellen) des Cyto-
plasmas (RorrHAUSER) lichtoptisch weder in diinnen noch in dickeren Schnitten
sicher differenziert werden.
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Die Epithelien der den meisten Farbstoff aufweisenden Pars recta der Haupt-
stiicke sind durchschnittlich karminrot bis dunkelrosa gefdrbt (Abb.7c). Sie
bilden somit einen deutlichen Kontrast zu den benachbarten ungefirbten Quer-
schnitten der distalen Tubuli. Viele der aus Tubulusabschnitten der Pars recta
der Hauptstiicke entstandenen Cysten werden von rosa bis rot gefarbten, flachen
Epithelien ausgekleidet; ihr Lumen enthalt reichlich rot gefédrbte amorphe Sub-
stanzen. In fast allen Nieren ist aullerdem eine deutliche Rosaférbung der Epithe-
lien in der Pars contorta der Hauptstiicke zu erkennen, die bis zum Glomerulus
reicht. Thr Biirstensaum ist durch seine Dunkelrosafirbung vom heller rosa-

Abb. 5. Rattenniere nach chronischer Bleivergiftung und Injektion von Trypanblau. Vitalspeicherung
von Trypanblaupartikeln (schwarz) in den Tubulusepithelien aus der Pars recta des Hauptstiicks.
Zwei Zellen mit groBen Kerneinschliissen, aufgebldhtem Kern und schmalem Cytoplasmasaum ent-
halten nur vereinzelt Partikel an der Zellbasis. Gegenfarbung mit Kernechtrot. Vergr. 1200mal

farbenen Cytoplasma abgesetzt. Das enge Lumen beider Kanilchenabschnitte
erscheint leer und farblos. Das Cyfoplasma der gefarbten Hauptstiickepithelien
ist sowohl in der Pars recta als auch in der Pars contorta diffus rot (Abb. 7c).
Davon ausgenommen sind nur die Cytoplasmaanteile, die Ablagerungen von
feingranulidrem phagocytiertem Blutpigment enthalten. Die Pigmentkérnchen
haben also den Farbstoff offensichtlich nicht aufgenommen, oder zumindest
nicht in gentigendem MaBe, um eine Farbinderung zu bewirken. Das Cyto-
plasma zeigt auBerdem eine feine Streifung, die in den schwicher gefirbten
Epithelien der Pars contorta deutlicher erkennbar ist als in der Pars recta. In
allen gefarbten Epithelien weist die Innenzone die stirkste Rotfirbung auf.
Die Zellkerne zeigen den gleichen Farbton wie das Cytoplasma und lassen sich nur
durch die besondere Lichtbrechung des Chromating vom Cytoplasma unter-
scheiden. Die fiir die Bleivergiftung charakteristischen Kerneinschliisse finden
sich in zahlreichen Kernen aller Hauptstiickepithelien, vor allem der Pars recta,
sowie auch in einigen Epithelzellkernen des aufsteigenden Teils der Henleschen
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Abb. 6

Abb, 7

Abb. 6. Hauptstick (Pars recta) aus eciner Ratten-
niere nach chronischer Bleivergiftung. Firbung:
Acridin-Orange (Methode nach ScHUMMELFEDER
et al.), Fluorescenzbild. Rotlich gefirbtes Cyto-
plasma (RNS). In den grin gefirbten Kernen
(DNS) groBenteils rdtliche Xerneinschlitsse und
kleinere, leuchtend rote Nucleolen

Abb. 7a—ec. Nierentubuli nach Injektion von Phenol-
rot. a Normale Rattenniere. Die Epithelien der
Hauptstiickkansdlchen gleichméBig rot durchtriankt.
b Rattenniere nach chronischer Bleivergiftung. Un-
gleichméBige Weite und Rotfarbung der Kan#lchen.
¢ Qucrschnitt durch die Pars recta des Haupt-
stiicks. Grofle rote Kerneinschliisse in vergréBerten
Tubulusepithelien mit granulirem Cytoplasma
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Nierentubuli bleivergifteter Ratten nach Vitalspeicherung von Trypanblau. a Glomerulus mit

Trypanblaupartikeln in den Epithelien der Bowmanschen Kapsel; gleiche Partikel im Epithel der angrenzen-

den Kanélchen. b Querschnitt durch Pars recta des Hauptstiicks. Zahlreiche Trypanblaupartikel in den

Epithelien, auch in denen mit groBen Kerneinschliissen. Die Einschliisse groBenteils ungefirbt, zum Teil
blaulich. ¢ Tubuluseyste, von hohem Epithel ausgekleidet, das Farbstoffpartikel gespeichert hat



98 FrEDERICK D. DALLENBACH:

Schleife. Ein Kern enthilt jeweils einen grolien oder bis zu 5—6 kleinere Ein-
schliisse. Diese zeigen eine rotliche Anfdrbung, die in den kleineren Einschliissen
besonders intensiv und gleichméaBig ist (Abb. 7¢). Die groBen, ebenfalls rot
getrinkten KEinschliisse lassen ihre konzentrische Ringbildung héufig noch
erkennen. Diese Rotfiarbung der Kerneinschliisse findet sich oft selbst in den
Epithelzellen im Bereich der Pars contorta, deren Cytoplasma und Kern noch
schwach oder gar nicht gefdrbt sind, und ist daher dort besonders auffallend.
In den Bezirken der Tubuli mit bereits diffuser Anfiarbung der Epithelzellen ist
das Cytoplasma selbst derjenigen Zellen, deren Kerne groBe Einschliisse ent-
halten, intensiv rot. Eine Ausnahme davon machen nur die schon stark aufge-
quollenen Epithelzellen mit den Kern ausfilllenden Einschlissen, deren ge-
korntes oder vakuolisiertes Cytoplasma die normale Streifung verloren und
weniger Phenolrot aufgenommen hat.

In einem Teil der Mittelstiicke und Sammelrohre erkennt man im Lumen
flockige Ablagerungen eines dunkelrot gefirbten homogenen Materials als
Urinfiltrat. Daneben finden sich aber auch viele distale Tubuli ohne jegliche Ab-
lagerungen im Lumen. Die rotes Filtrat enthaltenden Tubuli sind teils normal
weit, teils auch dilatiert, die anliegenden Epithelzellen der Mittelstiicke und
Sammelrohre in ihren apikalen Cytoplasmaanteilen ebenfalls intensiv rot gefarbt.

Sowohl die gut differenzierten tubuldren als auch die undifferenzierten Ade-
nome zeigen keinerlei Anférbung mit Phenolrot.

2. Kontrolltiere. Die Nieren dieser gesunden Ratten sind makroskopisch und mikrosko-
pisch frei von pathologischen Verinderungen. Mit ihren natiirlichen Altersverinderungen
(WiLeraM und INeLE; DURAND et al.) sind sie ein MaBstab fur das AusmaB solcher auch bei
den bleivergifteten Ratten zu beriicksichtigenden Befunde. Eine Minute nach der Phenol-
rotinjektion sind die Tubulusepithelien der Pars recta der Hauptstiicke fast gleichmiBig
dunkelrosa gefirbt (Abb. 7a) und bilden einen scharfen Kontrast zu den benachbarten un-
gefirbten Epithelien der distalen Kanilchenabschnitte. Die Lumina der Mittelstiicke und
der Sammelrohre enthalten groBenteils sich dunkelrosa firbende Massen, wenn der Farb-
stoff in dem betreffenden Nephron bereits durch die Pars recta der Hauptstiicke ausgeschie-
den war. Dieses Urinfiltrat ist viel gleichmiBiger verteilt und schwicher angefdrbt als in
den Nieren nach chronischer Bleivergiftung. Im Gegensatz zu den Befunden bei den
bleivergifteten Ratten unterbleibt die Anfirbung der Glomeruli und der Pars contorta der
Hauptstiicke.

B. Vitalspeicherung von Trypanblou

1. Ratten nach chronischer Bleivergiftung. Tn den Nieren dieser Tiere finden
sich die gleichen durch die chronische Bleivergiftung bedingten pathologischen
Verianderungen wie in den Nieren der mit Phenolrot injizierten Ratten. Diese
Abweichungen von der normalen Nierenstruktur bedingen auch hier eine Ab-
hiingigkeit der Intensitit und Ausdehnung der Trypanblauspeicherung von Sitz,
Grad und Ausdehnung der pathologischen Verinderungen (Cysten, Adenome,
Fibrose usw.).

In zahlreichen Glomeruli sind groBkernige Zellen, die ihrer Lage nach sowohl
Epithel- als auch Mesangium-Zellen sein kénnten, mit groBen Trypanblaukérn-
chen beladen. Die Bowmansche Kapsel vieler Glomeruli weist kubische, dicht
mit groben Farbstoffpartikeln angefitllte Epithelzellen auf (Abb. 8a).

Bei allen Versuchstieren sind die Epithelien der Hauptstiicke von ihrem Ur-
sprung am Glomerulus bis zur Henleschen Schleife mit phagocytierten Trypan-
blauteilchen beladen (Abb. 5). Dabei nehmen die Ablagerungen distalwérts mehr
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und mehr ab. Bei den meisten Tieren enthalten aber auch die Epithelien des
Uberleitungsstiicks (diinner Schleifenteil) und des dicken Teils der Henleschen
Schleife noch feine Farbstoffpartikel. In seltenen Féllen, wenn die Hauptstiick-
epithelien mit Trypanblau idberladen sind, finden sich feine Farbstoffpartikel
sogar noch in den Epithelien der Schaltstiicke und der proximalen Abschnitte
der Sammelrohre. Die Lumina einiger Schaltstiicke und Sammelrohre sind
von blaBblauen homogenen Massen ausgefillt. Im Gegensatz zur intensiven
Phenolrotfarbung der flachen Epithelauskleidung vieler Tubuluscysten, enthalten
diese flachen Cystenepithelien nach Trypanblauinjektion oft keinen Farbstoff.
Dagegen weisen die von grofien und zum Teil mehrschichtig proliferierten Zellen
ausgekleideten Cysten oft eine intensive Anreicherung von Trypanblau in diesen
hyperplastischen Epithelien auf (Abb. 8¢).

Einige Adenome enthalten kein Trypanblau, obowobl sie aus gut differenzier-
ten tubuldren Strukturen aufgebaut sind; andere des gleichen Tieres zeigen eine
schwache Trypanblauspeicherung: feine Farbstoffpartikel sind sparlich tber das
Cytoplasma der Tumorzellen verteilt. Dabei haben nicht nur die in der Néahe
von BlutgefdBen gelegenen Tumorzellen den Farbstoff aufgenommen, sondern
ziemlich gleichméfig alle Zellen des Adenoms.

Im Inferstitium aller Nierenabschnitte, im Bindegewebe der Nierenkapsel
und der Papillen finden sich mehr oder weniger zahlreiche mit Trypanblau
beladene Histiocyten, und zwar um so mehr, je stdrker die chronisch entziind-
lichen Verdnderungen in dem betreffenden Bereich sind.

Art und Ausdehnung der Trypanblauspeicherung im Cytoplasma. Die grobsten
Trypanblauaggregate finden sich in den Epithelien der proximalen Anteile des
Nephron und in den kubischen Epithelien der Bowmanschen Kapsel. Die Partikel
sind hier oft ibereinandergelagert und zum Teil zu unregelmafiigen Klumpen
zusammengeballt. In einigen Zellen ist das ganze Cytoplasma von diesen Farb-
stoffmassen ausgefiillt, die Kerne erscheinen entweder geschrumpft oder in Auf-
losung begriffen, und der Birstensaum ist nur noch als amorphe Masse andeu-
tungsweise erkennbar. Dort, wo das Cytoplasma zwischen den Farbstoffmassen
noch sichtbar ist, hat es seine normale Struktur ebenfalls verloren. Diese zu-
grundegehenden Zellen losen sich schlieflich aus dem Epithelverband, und einige
fillen als amorphe, trypanblaugefarbte Massen das Tubuluslumen aus. In den
Epithelien der proximalen Tubuli, die etwas weniger Trypanblaupartikel enthal-
ten, sind diese vorwiegend paranucledr angehéduft (Abb. 8b). Die Partikel bleiben
auch dann in diesem Zellabschnitt liegen, wenn die sie beherbergende Zelle sich
vergréBert und sich in das Tubuluslumen vorbuchtet. Die einzeln im Cytoplasma
liegenden Partikel lassen oft eine sie umgebende kleine Vacuole erkennen. In den
Epithelien der distalen Kanélchenabschnitte werden die Farbstoffpartikel all-
méihlich immer kleiner und erscheinen schlieBlich nur noch als feine, ,,schiitter
iiber das Cytoplasma verteilte Stippchen.

Diejenigen Epithelzellen der Pars contorta der Hauptstiicke, die reichliche
intracytoplasmatische Ablagerungen von Blulpigment aufweisen, enthalten gar
keine oder nur wenige Trypanblaupartikel, trotz reichlicher Trypanblauspeiche-
rung im Cytoplasma der benachbarten Epithelien. Nur in einigen Epithelzellen
erkennt man eigentimliche eckige Kornchen von griiner bis griinblauer Farbe,
die an eine Verklumpung des Trypanblau mit dem Blutpigment denken lassen.
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AuBerdem enthalten vereinzelte Hpithelien der Pars contorta der Hauptstiicke
hellblau angefarbte Hyaliniropfen zwischen den etwa gleich groBen Trypanblau-
partikeln.

Die Kerneinschliisse enthaltenden Tubulusepithelien, vor allem in der Pars
recta der Hauptstiicke, haben =zahlreiche Trypanblaupartikel phagocytiert
{Abb. 5, 8b). In einigen Tubuli sind die Epithelien mit Kerneinschliissen die
einzigen, die Trypanblau gespeichert haben, wéhrend ihre Nachbarzellen ohne
diese Einschliisse keinen Farbstoff aufweisen. Nur bei den Kern ausfiillenden
Einschliissen mit resultierender Aufquellung des Cytoplasmas, das jetzt blaB,
feinkornig oder vacuolisiert erscheint, enthdlt dieses keine Farbstoffpartikel.
Ein Teil der Kerneinschliisse, vor allem die kleineren, sind blau angeféarbt, wihrend
die groflen hiufig farblos glasig und stark lichtbrechend erscheinen oder mit
Kernechtrot schwach rétlich gefirbt sind (Abb. 8b).

2. Kontrolltiere. Die Nieren dieser gesunden Tiere zeigen keinerlei pathologische Ver-
dnderungen. Im Vergleich zur Verteilung der Trypanblauspeicherung bei den bleivergifteten
Ratten ist die viel gleichméBigere Ausbreitung des vorwiegend in den Hauptstiicken phago-
cytierten Farbstoffs besonders auffallend. Mit Ausnahme von sehr geringfiigigen Ablagerungen
in einzelnen Glomeruli einer Ratte sind die Glomeruli aller iibrigen Kontrolltiere frei von
Trypanblau. Die regelm#Big flachen bis niedrig kubischen Epithelien der Bowmanschen
Kapsel enthalten nur ganz vereinzelt spérliche Trypanblauteilchen. Die Zahl und Dichte der
Trypanblaupartikel sind in der Pars contorta der Hauptstiicke deutlich geringer als in den
Nieren der bleivergifteten Ratten. Die Farbstoffpartikel finden sich auch bei den gesunden
Tieren hauptsichlich im mittleren Anteil der Epithelzellen kranziormig um den Zellkern
angeordnet, und die groBeren Partikel liegen innerhalb deutlich erkennbarer Vacuolen
des Cytoplasmas. In der Niere eines Kontrolltieres erkennt man zwischen den Trypanblau-
teilchen auBerdem kleine bldulich gefirbte ,,Hyalintropfen® im Cytoplasma der Haupt-
stiickepithelien der Pars contorta. Vereinzelte Epithelien der Pars contorta enthalten weiter-
hin wenige kleine gelbe bis gelbbraune Blutpigmentkérnchen. Die Zahl und GroBe der
gespeicherten Farbstoffpartikel nimmt in den Epithelzellen der Pars recta distalwérts
schnell ab.

Besprechung

1. Ausseheidung von Phenolret. Die im Vergleich zur Norm (ROLLHAUSER
1960) gefundenen Abweichungen in der renalen Farbstoffausscheidung von
Phenolrot bei der Ratte nach chronischer Bleivergiftung sind im wesentlichen
durch die ausgedehnten pathologischen Verdnderungen in diesen Nieren bedingt.
Da durch Verschlufl oder Zerstorung eines grolen Teils der Henleschen Schleifen
und der Schaltstiicke die entsprechenden proximalen Anteile der Tubuli cystisch
erweitert sind, kénnen die noch erhaltenen Pars-recta-Anteile der Hauptstiicke
den an sie herangetragenen Farbstoff nicht allein ausscheiden, da ihre exkretori-
sche Fahigkeit begrenzt ist. Je nach der im Blutplasma noch verbleibenden Farb-
stoffkonzentration werden daher mehr oder weniger grofle Anteile der Pars
contorta der Hauptstiicke und gelegentlich sogar die Glomeruli und die kubischen
Epithelien der Bowmanschen Kapsel zur zusitzlichen Ausscheidung mit heran-
gezogen. Weiterhin mag auch die auf Grund der pathologischen Veranderungen
unregelmifige Blutzufuhr mit verantwortlich sein fir den ungleichméaBigen
Transport des Phenolrot durch die Tubuli. Zu der ortlichen Verschiebung in der
Farbstoffausscheidung kommt eine zeitliche: die rechte Niere, obwohl 5min
spiter von der Blutzufuhr getrennt als die linke, zeigt noch das gleiche Aus-
scheidungsbild, wihrend ROLLHAUSER bei seinen normalen Ratten bereits nach
3 min nur noch eine Rotfirbung der Markstrahlen und des AuBenstreifens fand.
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Die geschadigten Nieren brauchen also lingere Zeit zur Ausscheidung. — Zu-
sammengefallt ist die Transportfihigkeit der Kanéilchenepithelien vom Farb-
stoffspiegel des an sie herangefiithrten Blutes abhangig.

Warum das Phenolrot trotz Behandlung mit Ammoniakddmpfen in einigen
Nieren nur wenige Minuten festgehalten werden konnte, in anderen dagegen
sich stunden- bis tagelang in den histologischen Schnitten hielt, ist schwer zu
erkliren. Die Gelbfirbung des Phenolrots lift an ein schnelles Absinken des pH
denken, das moglicherweise durch eine schwere Urdmie oder Acidose dieser
bleivergifteten Tiere bedingt sein kénnte.

Wihrend die Glomerulusschlingen und die Bowmansche Kapsel sich in den
Nieren nach chronischer Bleivergiftung mit Phenolrot zuweilen ungewdhnlich
deutlich darstellen, sind die Basalmembranen der Glomeruli und Tubuli und die
intraplasmatischen Doppellamellen, die RoLrmiUusERr in den normalen Ratten-
nieren als FarbstoffstraBen deutlich rot gefdrbt fand, nicht sicher erkennbar.
Dieser Unterschied war nicht von der Schnittdicke abhingig und bleibt schwer
zu erkléren.

Die von flachem, kriftig rot gefdrbtem Epithel ausgekleideten groBeren
Cysten sind sicher an der Farbstoffausscheidung beteiligt. Dafiir spricht auch die
Anfilllung ihrer Lumina mit rotlichem Material. DaB andere, ebenfalls von
flachem Epithel ausgekleidete Cysfern in ihrer Nihe keinen Farbstoff aufweisen,
konnte daran liegen, da3 thnen kein Phenolrot-haltiges Blut zugefiihrt wurde,
oder wahrscheinlicher daran, dal ihre Epithelzellen die zur Farbstoffaufnahme
erforderlichen Membransysteme oder Micellen eingebiilt haben, wie dies an
flichenhaft wachsenden Nierenzellen aus Hithnerembryonen in der Gewebekultur
beobachtet wurde (CAMERON).

Die durch Bleivergiftung erzeugten Kerneinschliisse scheinen den Transport
von Phenolrot durch die Tubulusepithelien im allgemeinen wenig zu beeinflussen.
Farblos sind nur die Zellen mit auBlergewohnlich groBen Einschliissen in hoch-
gradig geschwollenen Kernen und mit onkocytenihnlichem, fein granuliertem
Cytoplasma, das seine normale Streifung verloren hat. Die Kernschwellung ist
hdchstwahrscheinlich die Folge der grofien Einschliisse in diesen offensichtlich
degenerierenden Zellen. — Die oft ziemlich intensive Rotfirbung gerade der
Kerneinschliisse bei zuweilen ungefarbtem Cytoplasma spricht fiir ihre groSere
Affinitdt dem Farbstoff gegeniiber und damit fiir ihren Gehalt an maskierten
Lipoiden, an denen sich das lipophile Ende des sauren organischen Phenolrot
verankern kann (HOBER).

Zusammenfassend haben also die Kerneinschliisse das Cytoplasma weder
strukturell noch funktionell weit genug verdndert, um den aktiven Transport
von Phenolrot durch die Nierentubuluszelle zu verhindern. Man hitte erwarten
koénnen, dal das von der Zelle aufgenommene Blei mit den intracelluliren SH-
Gruppen reagieren und auf diese Weise durch Hemmung des Zellstoffwechsels
den Farbstofftransport blockieren wiirde (HaMMETT; BEYER et al.; FORSTER).
Das ist aber offenbar nicht der Fall. Nimmt man an, daB Transport und Aus-
scheidung von Phenolrot gebunden ist an aerobe Phosphorylierungsvorginge
(SurpEMAN und RENE; Tacearr und Forster) und an das Lipoid-Wasser-
Schichtensystem der Doppelmembranen (RoLrHAusEr und VogELL), so werden
zumindest diese Vorginge offensichtlich durch den Eintritt von Blei in die Zelle
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und durch die Bildung der Kerneinschliisse nicht wesentlich gestort. Interessanter-
weise fand PARDOE (1952) bei ihren 4 Monate lang mit Blei vergifteten Ratten
den TMp,p-Wert wesentlich erhoht. Andererseits ist eine durch Bleivergiftung
bedingte tubuldre Dysfunktion klinisch beschrieben worden (McKuANN; WILsON
et al.; CarsorM et al.). Dabei handelt es sich aber nur um eine Resorptionsstérung
von Glucose, Aminosduren und Phosphaten, deren Aufnahme in die Zelle andere
Wege beansprucht als die Ausscheidung von Phenolrot.

2. Vitalspeicherung von Trypanblau. Die Ergebnisse der hier beschriebenen
Untersuchungen sowohl an den bleivergifteten als auch an den normalen Ratten
scheinen die Annahme von GERARD zu widerlegen, dal} die distalen Anteile der
Tubuli die gréBeren Farbstoffpartikel aufnehmen: In allen von uns untersuchten
Nieren finden sich die grébsten und meisten Partikel in den proximalen Tubuli,
die feinsten und wenigsten in den distalen Kanélchen (s. auch Suzvkr und
v. MOLLENDORF). Bei den groben Partikeln in den proximalen Tubulusepithelien
handelt es sich hochstwahrscheinlich zumindest teilweise um Verklumpungen
zahlreicher kleinerer Teilchen, wie dies auch ScumipT und TrUuMP elektronen-
mikroskopisch gesehen haben.

Da die Zahl der noch funktionstiichtigen Nephrone in den bleivergifteten
Nieren reduziert ist, finden sich phagocytierte Trypanblaupartikel auch dort, wo
sie bei der Farbstoffspeicherung in normalen Nieren nicht vorkommen: in den
Epithelien der Bowmanschen Kapsel und der distalen Tubuli. Dariiber hinaus
kann die Zahl der von einer Epithelzelle aufgenommenen Partikel in diesen
pathologischen Nieren wesentlich grofer sein als normalerweise. Die mit Trypan-
blaupartikeln tberladenen Epithelien in einzelnen Tubuli der Versuchstiere
erwecken den Eindruck, dafl diese Zellen weit tiber ihre Kapazitidt hinaus phago-
cytiert haben, was sich in Zellauflssung und schliefilich Nekrose dulert. Ob diese
Uberladung der Zellen Folge ihres Alterns ist, oder der durch die Bleivergiftung
bedingten Nierenschédigung, oder der schidigenden Wirkung des Trypanblau
selbst, kann nach diesen Untersuchungen nicht sicher entschieden werden.
In der angewandten Dosierung wirkt Trypanblau im allgemeinen nicht cyto-
toxisch. AuBerdem weisen die Kontrolltiere keine durch Uberladung mit Farb-
stoff nekrotisch gewordenen Tubuluszellen auf.

Die Kerneinschliisse enthaltenden Epithelien der proximalen Tubuli sind. fast
ebenso stark mit Trypanblaupartikeln beladen wie ihre Nachbarzellen ohne Kern-
einschliisse. Nur die Zellen mit sehr groflen Hinschliissen, aufgebléhten Kernen
und aufgedunsenem, blassem, feinkdérnig oder vacuolisiert erscheinendem Cyto-
plasmaleib enthalten deutlich weniger oder zuweilen gar keine Farbstoffpartikel.
Solange die Kerneinschliisse enthaltenden Epithelien also nicht offensichtlich
degeneriert sind, besteht keine Beziehung zwischen der Anwesenheit von Kin-
schlilssen und der Menge des gespeicherten Farbstoffs. Sind die Zellen aber,
hochstwahrscheinlich infolge der Kerneinschliisse, degeneriert, so ist die Aufnahme
von Farbstoffpartikeln offenbar sehr erschwert. Da mit der Aufblihung der
Zelle ihr Biirstensaum verlorengeht, wire es denkbar, dal sie damit auch ihre
Fahigkeit zur Farbstoffaufnahme einbult.

Bin weiterer Faktor, der die Trypanblauspeicherung wesentlich beeintréchti-
gen kann, ist die Anwesenheit von Blutpigment (Hamosiderin-Aposiderin-Korn-
chen, Tonz; SoNNERALB) im Cytoplasma der Tubulusepithelien. Die Annahme
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liegt nahe, dal} in den reichlich Blutpigmentkérnchen enthaltenden Epithelzelien
kein Platz mehr fiir eine zusétzliche Speicherung von Trypanblau ist, bzw. daf}
das Aufnahme- und Transportsystem der Zelle bereits mit der Pigmentspeiche-
rung voll ausgelastet war. Offenbar werden beide Substanzen durch die gleichen
Cytosomen abgeschieden.

Die blaue Anfirbung der Hyalintropfen in den etwas weniger dicht mit Farb-
stoff beladenen Epithelien der proximalen Tubuli einiger Kontroll- und Versuchs-
tiere zeigt eindeutig, dall der Farbstoff von diesen Strukturen aufgenommen
wird. Sie erinnern an die durch Aufnahme von Serumproteinen entstandenen
Hyalintropfen (ZIMMERMANN et al.).

3. Zur Entstehung und Bedeutung der Kerneinsehliisse. Seit den Unter-
suchungen von HammerT (1929) an den wachsenden Wurzelspitzen verschiedener
Pflanzen ist bekannt, daBl Bleisalze einen Einflull auf Zellwachstum und Mitose
haben kénnen. HAMMETT vermutete, dall gerade die in Mitose befindlichen Kerne
besonders anfallig fir die Bleiwirkung seien. Die Art der Mitosenschidigung
durch Blei ist aber nicht ganz klar.

LEvaN beschrieb bei Allium cepa eine cholchicin-ghnliche Hemmwirkung des Bleis auf die
Mitosen der Wurzelspitzen; er glaubte, dal die nach Bleizufuhr beobachteten Spindel-
anomalien typisch fur die Colchicin-Mitose seien. Auch OEHLKERS und voN ROSEN zeigten,
daB bei Pflanzen nach Zufuhr von Schwermetallen eine Chromosomenschidigung auftritt.
MaxgENOT und CARPENTIER fanden, daB beim Blei im Gegensatz zu anderen Zellgiften der
pyknotische Effekt sehr viel spiter auftrat als der mitoklastische. ABLSTROM nahm an, dall
Blei in der frithen Prophase angreift und Pyknose oder Karyorrhexis erzeugt, indem es durch
Blockierung von freien SH-Gruppen, die gerade vor der Zellteilung ihren Gipfel erreichen,
enzymhemmend wirkt.

Wie BEERENS und BAaUuMANN zeigten, durchquert Blei offenbar die proximalen
Tubuli von der Zellbasis bis ins Lumen. Sie fanden auferdem in Ubereinstim-
mung mit AUB et al. und Aus, dall Blei sich dort ablagert, wo Calciumdepots
mobilisiert werden, wahrscheinlich deshalb, weil Blei fiir das PO,-Ion eine gréfere
Affinitét besitzt als das Calcium.

Wie und warum Blei Kerneinschlisse in den Tubulusepithelien der Niere
bildet, ist zur Zeit noch ungeklirt. Die Annahme von ZoLLINGER, daf} die Ein-
schlisse verdnderte Nucleoli sind oder aus Nucleolarsubstanz aufgebaut werden,
erscheint logisch im Hinblick auf den Gehalt beider Strukturen an RNS, Histonen
bzw. histondhnlichen Proteinen, maskierten Lipoiden und Kohlenhydraten (Daxz-
LENBACH und KirEaM). Ferner sind die Nucleoli reich an SH-Gruppen (SAND-
RITTER und KRYGIER) und an freien Phosphaten (StrRLIN), die beide eine Affinitat
tir Blei besitzen. Bedenkt man, welch eingreifende chemische Reaktionen durch
Blei ausgelost werden kénnen, so iiberrascht es wenig, dall die Bleieinschliisse
elektronenmikroskopisch anders aussehen als die Nucleolen. Man kann jedoch
diesen Unterschied nicht dahingehend deuten, daf KEinschliisse und Nucleolen
nichts mit einander zu tun hitten, wie ANGERINE et al. und BEAVER es taten.
Wie Borysko und Bawng (1951) gefunden haben, kann der Nucleolus im Laufe
seines funktionellen Cyclus eine Transformation von einer homogenen Masse zu
einem fadigen Gebilde durchmachen, das etwa dem elektronenmikroskopischen
Bild der Kerneinschliisse entspricht. Auch BERNHARD et al., HORSTMANN und
Kxoor und Davis konnten zeigen, dall der Nucleolus zum Teil aus dicken Faden
aufgebaut ist (Nucleolonemata von EstTaBLE und SoreLo). Die Annahme, daf
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die Einschliisse nucleolirer Herkunft sind, wird weiterhin unterstiitzt durch die
Beobachtung von zuweilen zahlreichen kleinen tiber das Kernchromatin ver-
streuten Einschliissen. Diese Verteilung erinnert sehr an die Bildungsorte der
Nucleolen (STOCKINGER; BEERMANN; SIRLIN). Das gleichzeitige Vorkommen von
Nucleolus und KerneinschluB im selben Kern kénnte bedeuten, dall der Nucleolus
schon vor Beginn der Bleivergiftung gebildet wurde, oder wihrend der Bleiver-
giftung in einer Phase, in der gerade keine Blei-Ionen im Kern vorhanden waren,
oder daB der Nucleolus aus irgendeinem Grund das angebotene Blei nicht
aufnehmen konnte. Wenn die Einschlisse aus nachweisbarem siurefestem
Material bestehen sollten, das vom Tubuslumen in den Kern wandert (ANGEVINE
et al.), so miiBte man erwarten, dieses Material auf dem Durchgang im Cyto-
plasma zu finden, was nicht der Fall ist. Eine Trigersubstanz, dhnlich wie
Gepiek und ProcE sie in mesenchymalen Zellen bei Speicherung von Schwer-
metallen beschrieben, ist in den Tubulusepithelien noch nicht gesehen worden.

Im Hinblick auf die von WATRACH nach Bleivergiftung in der Schweineleber
beobachtete Degeneration von Mitochondrien mufl noch in Betracht gezogen
werden, daB es sich bei den Kerneinschliissen auch um Einstilpungen des Cyto-
plasmas in den Kern handeln kénnte. MtLLER und v. Ramin sowie MULLER und
STHoRER beschrieben nach Bleivergiftung in der Rattenniere neben den direkten
Kerneinschliissen aus Cytoplasma bestehende sog. indirekte Einschliisse, wie sie
WesseL sowie ALTMANN und HavusricH nach Colchicin-Vergiftung sahen. Die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen (BEAVER; ANGEVINE et al.; Kmmoam
et al.) zeigen aber keine cytoplasmatische Briicken zwischen EinschluB und
Kernmembran und keine Anzeichen fir einen Gehalt der Kerneinschliisse an
degenerierenden Membransystemen oder Blaschen aus dem Cytoplasma. AuBerdem
haben Zellfraktionierungsuntersuchungen (DALLENBACH und Kivmam) an Nieren
bleivergifteter Ratten, die wochenlang in hypotonischer Losung gehalten wurden,
keinen Verlust oder Verinderung der Einschliisse ergeben. Wenn es sich um Kin-
stiillpungen des Cytoplasma handelte, wéren solche Verdnderungen zu erwarten
gewesen.

Zusammenfassend sprechen zahlreiche Befunde dafiic, daB die bleihaltigen
Kerneinschliisse verdnderte Nucleolen sind. Thr zuweilen unterschiedliches Aus-
sehen und Verhalten gegeniiber histochemischen und Farbreaktionen, wie z.B.
die Schwankungen im RNS-Gehalt, lassen sich durch zeitlich und 6rtlich unter-
schiedliche Blei-Ionen-Konzentrationen einerseits und Aktivitdt der Nucleolen-
bildungsorte andererseits erkliren, die wiederum von zahlreichen anderen Fak-
toren abhéngig sind.

Die hier beschriebenen Untersuchungen zeigen, dall die meisten Tubulus-
epithelien trotz zum Teil prominenter Kerneinschliisse mit anhaltendem Verlust
von RNS ihre Funktion, zumindest soweit sie durch Phenolrotausscheidung und
Trypanblauspeicherung meBbar ist, aufrecht erhalten konnen. Dieses Ergebnis
ist umso interessanter, wenn man beriicksichtigt, daB bei anhaltender Bleiver-
giftung mehr und mehr Nephrone durch die ausgedehnte Nierenschidigung aus-
fallen und somit die noch funktionsfihigen Nephrone zunehmend mehr diber-
lastet werden. Erst sehr spit, bei schon weitgehender Ausfillung des Kern-
volumens durch einen oder mehrere Einschliisse, kommt es zu sichtbaren mor-
phologischen und funktionellen Stérungen der Tubuluszelle. Dabei mufl diese
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Stérung noch nicht mal ausschlieBlich durch den Kerneinschlufl verursacht sein.
Die durch den Ausfall zahlreicher Nephrone bedingte chronische Mehrbelastung
der erhaltenen Tubuli fithrt von sich aus zur Zellschddigung, die sich dann an den
durch Kerneinschliisse ,,vorbelasteten® Zellen logischerweise zuerst auswirken
wird. Interessanterweise sind, abgesehen von den Tumorbildungen, in den Tubu-
lusepithelien der chronisch bleivergifteten Nieren Mitosen dullerst selten (s. auch
Tonz), ganz im Gegensatz zu der von NoLTENIUS (3. BUCHNER et al.) gefundenen
Vermehrung der Mitosen bei der tubuldren Belastung. Diese Beobachtung wird
im Hinblick auf den mitoklastischen Effekt des Bleis verstandlich.

Diese Gedankengange fithren uns zuriick zu der eingangs gestellten Frage
nach der méglichen Bedeutung der Kerneinschliisse und der sie begleitenden Zell-
schidigung fiir die Tumorentstchung in der Niere nach chronischer Bleivergiftung.
Ein Zusammenhang zwischen der chronischen Bleivergiftung und der Tumor-
entstehung ist in diesen Nieren wohl als sicher anzunehmen (ZoLuNGER; DUKES;
Boyraxp et al.; vax Escr et al.; KizaAM et al.), zumindest dann, wenn geneti-
sche Faktoren (ERKER) ausgeschlossen werden konnen. Welcher der vielen durch
die Bleivergiftung bedingten und zur chronischen Schidigung der Niere fithrenden
Faktoren im wesentlichen fiir die Tumorauslésung verantwortlich ist, und ob
die Kerneinschliisse selbst daran beteiligh sind, 148t sich schwer entscheiden.

Die nachgewiesene Mitoseschidigung konnte durch direkten Hinfluff des Bleis auf die
DNS zustande kommen (VENNER und ZIMMER) mit ,,irreversibler Schidigung des genetischen
Informations-Code™ (ArRLEY und ExER). Andererseits wire auch eine sekundire Beein-
flussung der DNS nach primérer hochgradiger Verarmung des Kerns an RNS méglich. Ein
RNS-Verlust des Kerns ist nun gerade in den bleivergifteten Zellen auf 2 Wegen denkbar;
einerseits durch Aufnahme von RNS in die Kerneinschliisse und damit Unbrauchbarmachung,
andererseits durch Ausschleusung in das Cytoplasma bei Uberbelastung der Zelle im Sinne
BticEnERs (BUCHNER et al.; NOLTENIUS et al.). Auch eine Regulationsstorung der Nucleolen-
bildungsorte mit resultierender nucleolirer Autonomie ist nicht auszuschliefen (Hrricw;
Norpsiek und Koraxg).

Die hier geschilderten Untersuchungen lassen alle Moglichkeiten offen. Da
sich jedoch eine schwerere Funktionsstérung nur in vereinzelten Tubulusepithe-
lien nachweisen lieB, ist, wenn man von einer priméren Beeinflussung der DNS
absehen will, die Annahme einer Blockierung der nucledren RNS durch die Kern-
einschliisse wahrscheinlicher als die einer RNS-Ausschleusung in das Cyto-
plasma. Hochstwahrscheinlich wirken aber mehrere Faktoren bei der Tumor-
entstehung durch Blei zusammen, deren ortliche und zeitliche Aufeinanderfolge
wir noch nicht genau iiberblicken kénnen. Trotz der Fiille von Arbeiten, die in
den letzten Jahrzehnten tiber die Einwirkungen von Blei auf das Gewebe er-
schienen sind (s. FLury; EcER; MAYERS; MOLEAN et al.; KEHOE u. a. m.) blieben
unsere Kenntnisse tiber den grundlegenden Wirkungsmechanismus des Blei auf
die lebende Strulktur bis heute iiberraschend gering. So konnten unsere bisherigen
Untersuchungen im wesentlichen viele noch unbeantwortete Fragen herausstellen,
die zu weiteren Arbeiten anregen mogen.

Zusammenfassung
Ratten entwickeln bei chronischer Bleivergiftung eine schwere Nephropathie,
bei der Kerneinschliisse in vielen Zellen der proximalen Tubuli ein wesentlicher
Befund sind. Diese Einschliisse enthalten RNS, Proteine, maskierte Lipoide,
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sparliche Kohlenhydrate und, wie radiohistographisch gezeigt werden konnte,
Blei {Aufnahme von Pb?0). Es ist daher anzonehmen, daf diese Hinschliisse das
Ergebnis einer Reaktion zwischen Blei und Nucleolarsubstanz und Vorlaufern der
Ribosomen darstellen.

Um abzukliren, ob der Verlust von Nucleloarsubstanz die aktive Transport-
funktion des Cytoplasmas beeintrachtigt, wurden die Ausscheidung von Phenolrot
und die Vitalspeicherung von Trypanblau morphologisch an chronisch bleiver-
gifteten Ratten untersucht. Dabei hat sich ergeben, dafl die Zellen mit sehr
groBen Kerneinschliissen und aufgequollenem, granularem Cytoplasma die einzigen
sind, die die Farbstoffe schlecht oder gar nicht transportieren. Theorien iiber die
Wirkung des Bleis auf die Zelle, und zwar einerseits sein mitosehemmender Effekt,
andererseits seine carcinogene Wirkung, werden diskutiert.

The excretion of Phenol Red and the Uptake of Trypan Blue in
Lead Nephropathy of the Rat

Summary

Rats chronically poisoned with lead develop a severe nephropathy. A pro-
minent feature is the nuclear inclusions of many of the cells of the proximal
tubule. These inclusions contain RNA, proteins, masked lipids, scanty carbo-
hydrate, and as shown by radiohistographs, the incorporate Pb21®. It is assumed,
therefore, that these inclusions represent the interaction of lead with nucleolar
material and ribosomal precursors.

In an attempt to learn whether the loss of nucleolar substance effects the
ability of the cytoplasm to transport actively, the excretion of phenol red and
the uptake of trypan blue were studied morphologically in groups of rats chroni-
cally poisoned with lead. The results indicate that the cells with large nuclear
inclusions and swollen granular cytoplasm are the only cells that transport the
dyes poorly or not at all. Theories as to the action of lead on the cell are discussed ;
its mitosis inhibiting effect on the one hand, and its carcinogenic effect on the
other.
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