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Tltrastructural and Histochemical Studies of the Rat Kidney in Chronic Starvation

Summary. Light- and electron microscopic and histochemical changes of the proximal
renal tubule of female rats have been studied after four weeks of restriction of total dietary
intake. The most prominent findings are:

1. Hemosiderosis of the proximal convoluted tubule cells;

2. in the same part of the nephron, an augmentation of autophagic vacuoles (cytolysosomes)
whose contents seem to transform into myelin figures;

3. an increase in the acid phosphatase activity of the cortex and the outer medullary
stripes (72% and 60% respectively, in female rats in oestrus), and

4. a highly significant decrease in the alkaline phosphatase activity of the outer medullary
stripes (72% in female rats in oestrus) without morphologic alteration of the brush horder.
The findings are discussed and interpreted as an adaptation of the tubular cells to an altered
stress associated with chromnic starvation.

Zusammenfassung. An weiblichen Ratten werden die lichtmikroskopischen, ultrastruktu-
rellen und histochemischen Verdnderungen des proximalen Tubulus nach vierwdchiger
Mangelerndhrung untersucht. Die wesentlichen Befunde sind: 1. eine Hamosiderose des
gewundenen Hauptstiicks, 2. im gleichen Nephronabschnitt eine Vermehrung von Auto-
phagievacuolen bzw. Cytolysosomen, deren Inhalt sich in Myelinfiguren umzuwandeln
scheint, 3. eine Aktivitédtssteigerung der sauren Phospbatase in Rinde und AuBenstreifen
um 72% bzw. 60% (bezogen auf Weibchen im Oestrus) und 4. ein hochsignifikanter Aktivitits-
abfall der alkalischen Phosphatase im AuBenstreifen um 72% (bezogen auf Weibchen im
Oestrus) ohne morphologische Verdnderungen am Burstensaum. Die Befunde werden als
Anpassung der Tubuluszelle an eine veriinderte Belastung bei chronischer Mangelerndhrung
gedeutet.

Bei chronischer Phenacetinbelastung ist die Nahrungsaufnahme von weib-
lichen Ratten etwa auf die Hélfte eingeschrénkt. Es ist deshalb diskutiert worden,
ob die beschriebenen ultrastrukturellen Verdnderungen am proximalen Tubulus
teilweise durch Mangelerndhrung bedingt sein kénnten (TorEORST u. Mitarb.,
1967).

Bei chronischer Untererndhrung ist lcktmikroskopisch eine Himosiderose
sowohl von Leber und Milz als auch der Nierenhauptstiickepithelien bekannt
(LuBarscH, 1921; VoLranDp u. PrrsiLLa, 1957; Gimsy, 1962). Elekironenoptische
Untersuchungen der proximalen Tubuluszelle bei chronischer Mangelerndhrung
sind uns jedoch bisher nicht bekannt geworden. Bei akutem Nahrungsentzug da-
gegen werden neben einer reversiblen Schwellung der Mitochondrien polymorphe
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Cytoplasmaeinschliisse beschrieben, die unter anderem untergehende Mito-
chondrien enthalten (ROUTLLER u. GANSLER, 1955; GANSLER u. ROUILLER, 1956).

In der folgenden Arbeit soll der proximale Tubulus der Rattenniere bei
chronischer Mangelerndhrung lichtmikroskopisch, ultrastrukturell sowie histo-
chemisch untersucht werden.

Yersuchsanordnung und Methodik

Von insgesamt sieben weiblichen, 3—35 Monate alten, 270--390 g schweren Ratten
(Stamm 46 BR Wistar IT) erhalten funf tédglich je 6 g Altromin-R iiber 4 Wochen, zwei
Ratten 20 Wochen lang je 10 g Altromin-R téglich und Wasser ad libitum, Weibliche, gleich-
altrige Kontrollratten fressen zwischen 15 und 30 g Futter téglich.

Nach Tétung der Tiere werden Nieren, Leber und Milz lichtmikroskopisch und elektronen-
mikroskopisch untersucht. (Fixierung in 2% 0s0,, Einbettung in Epon 812, Nachkontrastie-
rung mit Bleihydroxyd oder Bleicitrat.) Die histochemische Enzymdarstellung erfolgt an
Kryostatschnitten.

Bestimmung der spezifischen Enzymaktivititen: Aus gefriergetrockneten Nierenschnitten
von 800 & Dicke werden mikromanipulatorisch eine nur Rindenmaterial enthaltende und
eine aus dem AuBenstreifen stammende Zone abgetrennt (Priparationsweise: v. DEIMLING
u. Mitarb., 1967). In beiden Abschnitten werden getrennt die alkalische Phosphatase (Methode:
Brssey u. Mitarb., 1946) und die saure Phosphatase (Methode: ANDERSCH u. SZOZYPINSKY,
1947) bestimmt und auf den Proteingehalt bezogen (Proteinbestimmung nach Lowry u.
Mitarb., 1951). Die Angabe der spezifischen Enzymaktivitdt erfolgt in MKH (Mol Umsatz
pro kg Protein und Stunde bei 37° C).

Ergebnisse

Die nach 4 Wochen untersuchten Tiere (6 g Futter/Tag) verlieren kontinuierlich zwischen
23 und 33% des Ausgangsgewichtes. Dabei nehmen die Tiere mit hoherem Ausgangsgewicht
stirker ab. Die beiden nach 20 Wocken untersuchten Tiere (10 g Futter/Tag) haben bereits
nach 2 Wochen das tiefste Gewicht erreicht (Gewichtsabnahme 7 bzw. 12% des Ausgangs-
gewichtes), danach folgt ein Gewichtsanstieg bis fast zu den Ausgangswerten. Die Vaginal-
abstriche ergeben bei diesen beiden Tieren einen etwas verlangsamten Cyclus, die iibrigen
zeigen keine cyclischen Verinderungen der Vaginalschleimhaut mehr. Da sich die licht-
mikroskopischen, ultrastrukturellen und histochemischen Verinderungen der proximalen
Tubuluszelle bei den nach 4 Wochen und nach 20 Wochen untersuchten Tieren nicht wesent-
lich voneinander unterscheiden, werden die Ergebnisse zusammengefaBt.

Lichtmikroskopie

Niere. Die Glomerula erscheinen unverdndert. In der Rinde zeigen sich bei
einigen Tieren kleine, herdférmige, lymphocytdre Infiltrate. Das Interstitium
ist nicht verbreitert. Die Gefille sind unverdndert.

Die Tubuluslichtungen des gewundenen Hauptstiicks sind nur teilweise erhalten.
In den Lumina finden sich vereinzelt Pigmentschollen und Zelltriimmer. In den
Tubuluszellen kann mit der Turnbull-Reaktion reichlich kérniges und scholliges
eisenpositives Pigment nachgewiesen werden, ebenso in den Zellen des Rinden-
interstitiums. Mit der Berliner-Blan-Reaktion stellt sich nur ein sehr geringer
Teil dieses Eisens dar. Daneben sieht man im gewundenen Teil des Hauptstiicks
ein itberwiegend scholliges, eisennegatives Pigment von goldgelber Eigenfarbe.
Das Pigment ist PAS-negativ, farbt sich nach MassoN-HamprrL dunkelbraun
bis schwarz und ist in der Ziehl-Neelsen-Farbung dunkelrot. Die pars recia des
Hauptstiicks erscheint bis auf geringe herdférmige Einlagerung von feingranu-
larem, eisennegativem Pigment mit brauner Eigenfarbe unverandert.
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Abb. 1. Ausschnitt einer proximalen Tubulusepithelzelle der Rattenniere nach vierwéchiger
Mangelerndhrung. Autophagievacuolen bzw. Cytolysosomen mit Membranfragmenten.
N Zellkern; M Mitochondrien; GF Golgi-Feld; — Cytolysosomen. 16000:1

Leber. Der Lappchenaufbau ist regelrecht. In den Leberparenchymzellen und vor allem
in den v. Kupfferschen Sternzellen findet sich besonders centroacinir reichlich eisenpositives
Pigment. Die Periportalfelder sind unauffillig.

Milz. Der histologische Aufbau erscheint unverindert. Bei Turnbullfirbung findet sich
in der roten Pulpa massenhaft eisenpositives Pigment. Bei Berliner-Blau-Farbung ist wesent-
lich weniger Eisen dargestellt, dafir aber ,eisennegatives” Pigment mit gelber Eigenfarbe.
In geringerem MafBle haben auch die Reticulumzellen der Follikel eisenpositives Pigment
gespeichert.

Elektronenmikroskopie

Niere. Der auffallendste ultrastrukturelle Befund am gewundenen Teil des
Houptstiicks ist das Auftreten von sehr vielen Autophagievacuolen bzw. deren
Umwandlungstformen, den Cytolysosomen, die untergehende Mitochondrien sowie
andere Bestandteile der Zelle enthalten (Abb. 1). Der Inhalt der Cytolysosomen
scheint sich manchmal in Myelinfiguren umzuwandeln (Abb. 2). Ebenfalls in den
Zellen des gewundenen Hauptstiicks lassen sich homogen granulierte Pigment-
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Abb. 2. Proximale Tubulusepithelzelle der Rattenniere nach vierwéchiger Mangelernahrung.
Autophagievacuolen bzw. Cytolysosomen mit Myelinfiguren. BM Basalmembran;
BB Birstensaum; > Cytolysosomen. 14000:1

korper nachweisen, die von einer Membran umgeben sind (Abb. 3). In einem
Teil der Pigmentkérper sind Membranen enthalten, die eine Tendenz zur Bildung
von Myelinfiguren zeigen. Myelinfiguren kommen seltener auch frei im Cyto-
plasma vor, auBerdem finden sie sich im Tubuluslumen (Abb.4). Die Mito-
chondrien zeigen besonders in enger Nachbarschaft der Pigmentansammlungen
eine ungewohnlich wechselnde Grofie. Ihre Innenstruktur ist regelrecht aufgebaut.
Das glatte endoplasmatische Reticulum zeigt eine herdférmige Proliferation.
Die Golgi-Felder erscheinen vergréBert. Das basale Labyrinth ist in den Zellen
mit groflen Autophagievacuolen dilatiert. Die im Rindenbereich untersuchten
Anteile des gestreckien Hauptstiicks zeigen im wesentlichen dhnliche Verdnderungen
wie die angrenzenden gewundenen Hauptsticke: Auch hier wird das Bild be-
herrscht von Autophagievacuolen bzw. Cytolysosomen, die fast Kerngrofie er-
reichen. Diese Korper schlielen jedoch nur verhaltnismaBig wenig Membranreste
in sich ein. Myelinfiguren sind nur spérlich vorhanden und stehen meist in enger
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Abb. 3. Ausschnitt einer proximalen Tubulusepithelzelle der Rattenniere nach vierwochiger
Mangelernahrung. Homogen granulierte Pigmentkorper, die teilweise Membranen enthalten.
N Kern; M Mitochondrien; — Pigmentkdrper mit Membranen. 16000:1

Beziehung zu lysosomalen Zellstrukturen. Die tbrigen Zellorganeilen und im
besonderen die Biirstensiume lassen keine pathologischen Verdnderungen er-
kennen. Das basale Labyrinth ist wechselnd weit gestellt.

Enzymaktivititen

Da die Enzymaktivitdten nicht hungernder weiblicher Tiere vom endokrinen
Status stark abhangig sein kénnen, werden die Ergebnisse der Hungerexperimente
gleichzeitig drei verschiedenen Kollektiven: Weibchen im Oestrus, Weibchen im
Dioestrus und kastrierten Weibchen, gegentibergestellt.

Die Aktivitdten der sauren Phosphatase sind gegeniiber allen drei Kollektiven
in Rinde und AuBenstreifen deutlich erhoht. Das zeigt bereits der unmittelbare
visuelle Vergleich zwischen histochemischen Préparaten (Abb.5). Das Ergebnis
der visuellen Abschitzung steht in guter Ubereinstimmung mit den quantitativen
Messungen (Tabelle). In der Rinde betrdgt der mittlere Aktivititszuwachs der
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Abb. 4. Lumen einer proximalen Tubulusepithelzelle der Rattenniere nach vierwdchiger
Mangelernihrung. Autophagievacuolen bzw. Cytolysosomen und Myelinfiguren im
Tubuluslumen. BB Biirstensaum; -> Myelinfiguren; —>~> Cytolysosomen. 15000:1

Hungertiere gegeniiber Weibchen im Dioestrus 1,7 MKH, gegeniiber den beiden
anderen Gruppen ist er noch grofer. Die Unterschiede sind hochsignifikant.
Etwas geringer, aber ebenfalls hochsignifikant ist der Aktivitdtszuwachs im
AuBenstreifen.

Bei der alkalischen Phosphatase ist in der Rinde im histochemischen Praparat
kein sicherer Effekt wahrzunehmen. Im AuBenstreifen fihrt chronischer Hunger
hingegen zu einem massiven Aktivititsverlust, der sich im Einzelpraparat durch
einen sprunghaften Abfall der Enzymreaktion an der Rinden/Mark-Grenze
anzeigt (Abb. 6). Auch bei der alkalischen Phosphatase stehen die quantitativen
Untersuchungen in guter Ubereinstimmung mit den visuell geschitzten Ergeb-
nissen (Tabelle). Die spezifische Aktivitdt im AuBenstreifen ist bei chronischem
Hunger auf 8,89 MKH abgesunken, das sind 72% der Aktivititen von kastrierten
Tieren und nur 28% der Aktivitit von Weibchen im Oestrus. In der Rinde
betragt der entsprechende Wert 14,2 MKH. Gegeniiber kastrierten Weibchen
bedeutet das eine Aktivitdtszunabme um 2,3 MKH (19%).
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Abb. 5a u. b. Paralleldarstellung der sauren Phosphatase. a Normales Weibchen im Oestrus.
b Weibchen nach vierwochiger Mangelerndhrung. Sowohl in der Rinde wie im Auflenstreifen
hat eine deutliche Zunahme der Enzymreaktion stattgefunden

Tabelle. Die spezifischen Phosphataseaktivititen (MKH ) in Rinde (R) wund Markaufenstreifen

(A) der Rattenniere bet chronischer Uniererndhrung. Zum Vergleich die enisprechenden Werte

bei frither untersuchien Kollektiven: normale Weibchen im Oestrus wnd Dioestrus (V. DEIMLING,

WessELS, OTTERMANN . NOLTENTUS, 1967; v. DEMLING w. BAUSCH, 1967 ) sowie kastrierten

Weibchen (v. DEmmring, Rizper, Krinee w. BrAmswic, 1967). s=Standardabweichung,
n = Anzahl der untersuchten Tiere

a. P’ase s. P’ase
[ R A n R A
Hunger 7 14.20 8.89 7 5.00 3.67
s=2,31 §=3,03 s=04 s=0.6
Weibchen, Oestrus 30 15.98 31.97 20 2.91 2.30
s=1,94 $=3,38 §=0,48 §=0,28
Weibchen, Dioestrus 30 13.45 21.99 31 3.30 2.50
s =2,02 s=2,73 §=10,57 $=0,54
Kastrierte Weibchen 14 11.90 12.30 14 2,81 2,69

s=1,80 §=2,20 $=0,28 §=0,22
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Abb. 6a u. b. Paralleldarstellung der alkalischen Phosphatase. a Normales Weibchen im

Oestrus. Beachte die typische kriftige Enzymreaktion im AuBenstreifen gegeniiber der

schwiicheren in der Rinde. b Weibchen nach vierwochiger Mangelernihrung. Die Enzym-

reaktion in der Rinde hat sich nicht merklich geiindert, im AuBenstreifen wird eine massive
Verminderung beobachtet

Diskussion

Bei langdauernder Unterernihrung kénnen am Nierenhauptstiick der weib-
lichen Ratte die folgenden morphologischen und histochemischen Verdnderungen
gefunden werden:

1. Lichtmikroskopisch eisenpositives und eisennegatives Pigment fast aus-
schlieBlich im gewundenen Teil des Hauptstiicks.

2. Ultrastrukturell reichlich Autophagievacuolen und Cytolysosomen, elek-
tronendichte, homogen granulierte Pigmentkérper und Myelinfignren im Cyto-
plasma der Tubuluszellen des gewundenen Hauptstiicks.

3. Histochemisch eine Aktivititssteigerung der sauren Phosphatase in Rinde
und AuBenstreifen und eine deutliche Aktivititsverminderung der alkalischen
Phosphatase im AuBenstreifen.

Die Autophagievacuole, bzw. das sich durch Aufnahme von hydrolytischen
Enzymen aus ihr entwickelnde Cytolysosom (HrUBAN u. Mitarb., 1963; Ronr,
1966) sind wesentliche Elemente cellulirer Anpassung an unterschiedliche Grade
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funktioneller Belastung, indem sie der Beseitigung iiberfliissiger oder geschadigter
intracelluldrer Strukturen dienen. Autophagievacuolen und Cytolysosomen sind
demnach normalerweise in denjenigen Zellen anzutreffen, die einer wechselnden
funktionellen Beanspruchung ausgesetzt sind. Das vermehrte Auftreten von
lysosomalen Korpern ist zweifellos Ausdruck einer verstdrkten Einschmelzung
von intracellulirem Material. Dabei ist die Grenze zwischen physiologischer und
pathologischer Vermehrung von Cytolysosomen flieBend. Eine Vermehrung von
Cytolysosomen ist bei verschiedenen Tubulusschidigungen beschrieben worden,
z.B. nach akutem Hunger (GANSLER u. ROUILLER, 1956).

Cytolysosomen sind Tréger von hydrolytischen Enzymen, dabei gilt die saure
Phosphatase als Leitenzym (MavnssacH, 1966). Die Vermehrung der Aktivitit
der sauren Phosphatase spricht zusammen mit unseren morphologischen Befunden
dafiir, dafl auch bei chronischer Mangelerndhrung die lysosomale Aktivitit im
proximalen Tubulus gesteigert ist. Beim Abbau der in Cytolysosomen ein-
geschlossenen Zellbestandteile entstehen Myelinfiguren, die sich unter anderem
aus Phospholipiden von ,,verdauten** Mitochondrien aufbauen kénnen.

Aufgrund der morphologischen und histochemischen Resultate haben wir
also in hungernden Ratten mit einer massiven Anderung der funktionellen Be-
lastung der Hauptstiickepithelien zu rechnen, die zweifellos in verschiedene Teil-
komponenten zu zergliedern ist: Eine erste Komponente verdnderter Tubulus-
zellbelastung bei chronischer Mangelerndhrung stellt die massive Hdmosiderose
dar, die indirekt aus der verringerten erythropoetischen Aktivitdt des Knochen-
marks folgt.

Als weitere Ursache fiir die vermehrte Belastung des proximalen Tubulus
mul} die Hungeracidose angesehen werden. Bei normovolamischer, metabolischer
Acidose findet man im akuten Versuch bei Katzen und Hunden eine Abnahme
der Nierendurchblutung um 20—50% des Ausgangswertes. AuBerdem nimmt das
Erythrocytenvolumen und damit der periphere Gefdfiwiderstand bei metaboli-
scher Acidose zu. Beide Faktoren fithren zu einer Sauerstoffmangelversorgung
der Niere (KirTLE u. Mitarb., 1965 ; ZIMMERMANN, 1965). Ferner fiihrt der Hunger
zu einer Abnahme des Kaliumgehaltes der Niere (REiMoLD, 1964). Bei Kalium-
mangelerndhrung werden am proximalen Tubulus Autophagievacuolen bzw.
Cytolysosomen gefunden (Hrupan u. Mitarb., 1963).

So leicht die Interpretation der Aktivitdtsdnderung der sauren Phosphatase
fallt, so schwierig gestaltet sich ein entsprechender Versuch bei der alkalischen
Phosphatase. Das Verhalten dieses Enzyms bei Hungertieren ist in Rinde und
AuBenstreifen unterschiedlich. Die Enzymaktivitdt wird von mehreren Faktoren
bestimmt, von denen als einziger bisher das Oestradiol genauer bekannt ist. Bei
Ratten wird die Aktivitdt der alkalischen Nierenphosphatase durch Oestradiol
reguliert. Bei hungernden Weibchen mull man mit einer starken Verringerung
des endogenen Oestradiols rechnen, denn es fehlen die eyclischen Verdnderungen
der Vaginalschleimhaut, die ein sehr empfindlicher Indikator fir die Oestradiol-
wirkung sind. Infolgedessen sollten sich beim Hungertier Verhéltnisse einstellen
wie sie beim kastrierten Weibchen bekannt sind (Aktivitédt in der Rinde 11,9 MK,
im AuBenstreifen 12,3 MKH). Es findet sich aber bei den Hungertieren eine
mittlere Rindenaktivitdt von 14,2 MKH und ein entsprechender AuBenstreifen-
wert von 8,89 MKH. Im Aufenstreifen erfolgt also im Hunger eine hochsignifi-
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kante Aktivititsabnahme, die wesentlich iber diejenige hinausgeht, die durch
das Ausbleiben der Oestrogenproduktion bedingt ist. In der Rinde hingegen ist
die spezifische Aktivitit (Enzymaktivitdt bezogen auf Gesamtprotein) zweifellos
hoher als bei den kastrierten Tieren. Es ist nicht ausgeschlossen, daf} dieser Wert
durch einen erniedrigten Proteingehalt der Zellen zustandekommt. Andererseits
sehen wir es auch als durchaus méoglich an, dal} die Zellen des gewundenen Haupt-
stiicks tatsichlich eine héhere Enzymaktivitidt als die Kontrollen enthalten. Bel
der mangelnden Kenntnis von der Funktion der alkalischen Nierenphosphatase
vermogen wir aber auch diese Méglichkeit nicht niher zu begriinden. Versuche
an hungernden minnlichen Ratten ergeben ebenfalls eine Erhohung der Phos-
phataseaktivitit (FaLzoNE u. Mitarb., 1963 ; Barrows u. Mitarb., 1965). Unsere
Befunde stehen also gewissermafien im Einklang mit den Resultaten dieser
Autoren. Die eigene Versuchsanordnung erlaubt zusitzlich eine feinere Differen-
zierung der Aktivitdtsinderung der alkalischen Nierenphosphatase in hungern-
den Ratten.

Der im gestreckten Hauptstiick der Rattenniere bei chronischer Mangel-
ernihrung gefundene Aktivitdtsabfall der alkalischen Phosphatase erscheint
insofern weiterhin erwahnenswert, als er — im Gegensatz zu Aktivitdtseinbulien
unter anderen experimentellen Bedingungen -— ohne wesentliche Verdnderungen
am Birstensaum auftritt.

Fassen wir abschlieBend zusammen, so bieten zwar morphologische und histo-
chemische Befunde iibereinstimmend das Bild schwerer Verdnderungen von
Zellstrukturen und funktionellen Potenzen. Fir eine Auffassung dieser Ver-
anderungen als Zellschadigung ergeben sich hingegen keine sicheren Anhalts-
punkte. Vielmehr sind die Verdnderungen des proximalen Tubulus bei chronischer
Mangelernihrung als Anpassung der Zelle an die Belastung durch Eisenspeiche-
rung, Hypoxie und Acidose sowie als Zeichen der Umstellung auf eine ,vita
minima‘ zu verstehen.
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