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W o u n d  Heal ing  of K i d n e y  af te r  Cryoneerosis  

Autoradiographie Investigations with 8H-Thymidine on Rats 
Summary. Histological and autoradiographie studies were performed to investigate the 

proliferative - -  reparative actions during wound healing in kidneys with eryoneerosis. The 
kidney parenehyma of 27 Wistar-rats was frozen for 30 see. with a eryosealpel at atemperature 
of --186 ~ C. The survival time ranged between 12 hours and 30 days. One hour before decapi- 
tation 3H-thymidine (3.0 ~C/gr body weight) was injected intraperitoneally. The autoradio- 
grams (stripping film) were stained with haematoxylin. 

12 hours after freezing the eryoneerosis is completely developed but without leueocytie 
demarcation. In the following 5-10 days, eryoneerosis is organized rapidly by proliferating 
fibroblasts. After the 5th day the eryonecrotie area shows a pronounced calcification of necrotic 
tubuli. After 4 weeks the reparation of the cryolesion is finished; a small scar is visible. The 
reparative-regenerative activity of the kidney parenehyma is limited to a small 300 ~ wide 
tissue area surrounding the cryoneerosis. The labeling index of the tubulus epithelia shows a 
maximum after 48 hours. The mesenehymal cells in the surrounding area and the fibroblasts 
within the eryoneerosis have their highest values between the 2nd and 3rd postoperative day. 
After 14 days the labeling indices are very low. 30 days after freezing there are no differences 
between the labeling indices in frozen, nonfrozen parts of the formerly injuried kidney and the 
contralateral organ. 

These results are comparable to the cell proliferative activity in eryoneerotieal liver and 
spleen; they underline the rapid repair of eryoneerosis without any functional lesions of the 
organ. But in contrast to the puncture of the kidney, the parenehymal loss after freezing in- 
duces cell proliferation in the eontralateral organ during the 2nd and 10th day. 

F i i r  die o rganerha l t ende  Nierenehh'urgie  ha~ die Anwendung  ex t r em t iefer  
T e m p e r a t u r e n  du tch  ihre gute  Gewebsver t r~gl iehkei t ,  den hgmosta t i schen  Ef fek t  
auf  die Capi l la rb lu tung  nnd  du tch  die S teue rba rke i t  der  Kgl tesehgdigung  in den 
le tz ten  J a h r e n  eine zunehmende  Bedeu tung  gewonnen (Ubersieht  bei Lymbero-  
poulos,  1970). His to logisehe Ver laufskontro l len  haben  gezeigt,  da6 umsehr iebene  
Kryol~s ionen  an  der  Niere  a n d  an der  Leber  sehr raseh narb ig  abhei len (Buss, 
1969; Breining et al, 1970, 1972; t t e l p a p  et al., 1973). Zel lkinet isehe Unte rsuchun-  
gen warden  jedoeh bis lang an  k ryonekro t i seh  gesehgdigten Nieren noch n ieh t  
durehgeff ihrt .  W i t  haben  daher  mi t  der  s I - t -Thymidin-Autorad iographie  geprfift ,  
in welehem MaRe repara t iv - regenera to r i sehe  Vorg~nge im Nie renpa renehym naeh 
umsehr iebener  Vereisung ab laufen  nnd  ob Ubere ins t immungen  mi t  den zellkine- 

*Mit Unterstiitzung des Landesamtes fiir Forschung Nordrhein-Westfalen in Dtisseldorf. 
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Abb. 1. Komplette Kryonekrose der Niere 24 Std naEh Vereisung. 50 X HE 

tischen Ergebnissen nach mechanischen und thermischen Sch~digungen an der 

Leber  vorl iegen ( t te lpap et al . ,  1970, 1972 a, b, 1973 a, b). 

Methodik 
~n .~_thernarkose wurden bei 27 Wistarratten (Gewicht 180 g) nach Er6ffnung des Bauch- 

raumes mit einem Kryoskalpell an einer :Niere lokale Vereisungen in einem Durchmesser yon 
ca 4 mm (--186 ~ C, 30 see) durchgefiihrt s. auch Breining et al. (1970). Die ~berlebenszeiten 
der Tiere betrugen 12 und 18 Std sowie 1, 2, 3, 5, 10, 14 und 30 Tage. Jeweils 1 Std vor der 
TStung erhielten diese Tiere und zus~tzlich drei Kontrolltiere eine intraperitoneale Injektion 
yon aH-Thymidin (3,0 ~C/g KSrpergewicht, spezif. Aktivit~t 2,0 C/m Mol, NEN ChEmicals, 
Boston, Mass. USA). 

Die Organe wurden in 6% :Formalin unter Zusatz yon inaktivem Thymidin (0,1 mg/ml) 
fiir 24 Std fixiert. Nach W~sserung und Einbettung in Paraffin wurden yon 5 ~ dicken Schnit- 
ten Strippingfilm-Autoradiogramme (Kodak, AR 10) angefertigt. Die Expositionszeiten bei 
4 ~ C betrugen im Durchschnitt 19 Tage. In den Haematoxylin gef~rbten Autoradiogrammen 
wurden die Prozents~tze der radioaktiv markierten Tubulusepithelien und der mesenchymalen 
Zellen in unmittelbarer Nachbarschaft der Kryonekrose in einer bis 300 [~ breiten Zone bzw. 
im Granulations- und Narbengewebe sowie in den welt entfernt yon der Vereisungszone lie- 
genden nicht gefrorenen Parenchymabschnitten und in der kontralateralen nicht gesch~digten 
Niere bestimmt. Auf eine getrennte Auswertung der Tubulusepithelien im Stratum labyrin- 
thicum und subcorticale sowie in der Zona intermedia und basalis (StScker, 1966) im Bereich 
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Abb. 2. Nephrohydrose der Tubuli in N~he der Kryosch~digung 

der direkten Sch~digungszone muBte verzichtet werden, da die reparativ-regeneratorischen 
Parenchymabschnitte hier aul~erordentlich schmal waren und die kryonekrotischen Bezirke 
yon der Lokalisation her variierten. 

Ergebnisse 
Histologische Befunde 

Ahnlich wie in der Leber bildet sich auch in der l~attenniere 12 Std nach der 
Vereisung eine keilf6rmige yon der Rinde bis tier in das Mark hineinreichende 
Nekrosezonc aus, in de rnu r  noch schattenhaft glomerul~tre und tubul/ire Struk- 
turen erkennbar sind (Abb. 1). Auf die reaktionslose Nekrosezone folgen zum Mark 
hin ausgedehnte frische tI/~morrhagien. Zwischen diesen h~morrhagischen Zonen 
und dem unvergnderten Parenchym trifft man auf einen schmalen Saum nephro- 
hydrotischer Tubuli, der mit zunehmender Versuchszeit breiter wird (Abb. 2). 
Nach 24 Std treten einzelne polymorphkernige Leukocyten auf. Eine eigentlich 
leukocyt/~re Demarkation entwickelt sich jedoch auch zu sp~teren Versuchszeiten 
nicht. Am 2. Versuchstag sind bereits fibroblast~re Zellen am Rande der Nekrose 
sichtbar. Die Tubulusepithelien in der bis 300 # breiten Parenchymzone am Rande 
der Nekrose sind erheblich geschwollen. Vielfach sind Mitosen sowie doppelker- 
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Abb. 3. Verkalkungen nekrotischer Tubuli in der Kryonekrose 10 Tage nach Vereisung. 
32 x HE 

nige Epithelregenerate zu beobachten. N a c h 3  Tagen ist die Nierenkapse] fiber 
der Nekrose dureh die Zunahme yon Bindegewebszellen deut]ieh verbreitert. Am 
Nekroserand hat sieh ein untersehiedlieh breites Band yon Wundfibroblasten 
gebildet, das nekrotische Tubulusepithelien und Glomerula ein- und umschlieBt. 
Die Mitoserate der nekrosenahen Epithelien ist erhSht und die Nephrohydrose 
reicht bis tief in das Mark (Abb. 4.). 

Vom 5. Yersuchstag an fallen deutliehe Kalkablagerungen im Bereieh der 
nekrotisehen Tubulusabschnitte auf, die streekenweise yon Rundzellen und mehr- 
kernigen FremdkSrperriesenzellen umgeben werden (Abb. 3). Die Nekrosezone 
wird jetzt yon einem leukocytenarmen jedoeh fibroblastenreiehen Granulations- 
gewebe weitgehend durehsetzt. Naeh 2 Wochen ist die ehemaligeKryonekrose 
stark geschrumpft. Nach 4 Wochen liegt nur noch eine kleine yon Kalksalzen im- 
pr~gnierte faserreiehe Narbe vor. 

A utoracliographische Be/unde 

Naeh Pulsmarkierung mit  3It-Thymidin treten am Rande der Nekrosezone 
12 Std nach der Vereisung die ersten radioaktiv markierten mesenchymalen 
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Abb. 4. Radioaktiv markierte Tubulusepithelien und eine Mitose in der 300 ~z breiten Nierem 
randzone an der Kryonekrose am 2. Versuchstag 196 • Haematoxylin 

Zellen auf. Zwisehen dera 2. und 3. Versuehstag erreiehen die Prozentsatze der 
raarkierten Zellen am Rande der Nekrose und ira Interstitiura der bis 300 ~ breiten 
Parenehyrazone ihre h6ehsten Werte (Abb. 5 a). Danach korarat es innerhalb der 
verschiedenen Zonen zu einem rasehen Abfall der Markierungsindiees. 14 Tage 
naeh der Vereisung sind im Granulationsgewebe bzw. ira Interstitiura des angren- 
zenden Nierengewebes nur noeh geringfiigig erhShte Proliferationswerte raeBbar. 
Naeh 30 Tagen entsprechen die Markierungsindiees ira Narbengewebe und in der 
300 # breiten Randzone Werten, die in den Nieren der Kontrolltiere erhoben wer- 
den konnten. 

Einen ahnlichen Verlauf zeigen aueh die Markierungsindices der Tubulusepi- 
thelien in der 300 ~ breiten Parenehyrazone (Abb. 4 und 5 b). Das Maximum der 
epithelialen Proliferation rait 20% liegt am 2. postoperativen Versuchstag. Zu 
diesera Zeitpunkt sieht man aueh verraehrt raarkierte Gloraerulurazellen. Naeh 
30 Tagen sind ebenso wie irn Interstitiura wieder Werte erreieht, die denen der 
Kontrolltiere ghneln. Aul~erdera ist aus den Verlaufskurven ersiehtlieh, dab bereits 
innerhalb der 300 ~ breiten Zone die Markierungsindices yon der ersten 100 
breiten, der Nekrose am ngehsten gelegenen Zone zur 200 bis 300 ~ breiten zura 
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Abb. 5. a Zeitlieher Ablauf der Markierungsindiees der Fibroblasten im Granulationsgewebe 
der Kryonekrose und der Zellen des Niereninterstit iums sowie b der Tubulusepi~helien in der 
300 ~ breiten Randzone. -- -- M.I. in den nieht  vereisten I-Iomolateralen und kontralateralen 

Nierenbezirken 

u n v e r ~ n d e r t e n  P a r e n c h y m  h i n  g e l e g e n e n  Z o n e  a b f a l l e n .  D a s  Verh /~ l tn i s  de r  Mar -  

k i e r u n g s i n d i e e s  z u m  M i t o s e i n d e x  verh/~l t  s ieh  v o n  m i n i m M e n  S e h w a n k u n g e n  ab-  

g e s e h e n  wie  10 : 1 (Abb .  6). 
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Abb. 6. Mitose und Markierungsindex der Tubulusepi~helien in der Nierenrandzone unmittel- 
bar an der Kryonekrose 

In den weir yon der Nekrosezone entfernten nicht vereisten Nierenabsehnitten 
zeigen mesenchymale und epithe]iale Zellen ebenfalls am 2. und am 10. postopera- 
riven Yersuehstag eine leiehte Steigerung ihrer Zellproliferation, die jedoch fast 
20mal geringer ist als in der 300 ~ breiten Randzone (Abb. 5 a und b). Aueh in der 
nicht vereisten kontralateralen Niere sind am 2. und 10. postoperativen Versuchs- 
tag leichte Anstiege der Markierungsindiees der Tubulusepithelien und intersti- 
tiellen Zellen in Rinde und Mark zu beobachten, die den Werten der Markierungs- 
indices in den nicht vereisten homolateralen Nierenbezirken entspreehen. 

Diskussion 

Morphologische Ver~inderungen nach Kryoliision der Rattenniere 

Die histologischen Vergnderungen nach Kryol~sionen an der Rattenniere ent- 
sprechen denen, wie sie an der Kaninchenniere beschrieben worden sind (Breining 
et al., 1970). Charakteristiseh ist die innerhalb yon 3--4 Woehen stattfindende 
rasche narbige Abheilung der Kryonekrose und die Neigung zur Verkalkung. Der- 
artige Kalkinkrustationen sind jedoch nicht kglte- wohl aber organspezifiseh, da 
sie aueh nach mechanisehen und toxischen Schgdigungen auftreten (Litten, 1881; 
Mfiller, 1955; Drapper et al., 1957; Miskalany und Gilbert, 1957; Noltenins et al., 
1963; Pieritz, 1967; Buss, 1969; Breining et al., 1970; Reif et al., 1972). In ande- 
ren Organen mit Kryolgsionen wie Leber, Milz, Magen und Darm werden der- 
artige Verkalkungen nicht beobaehtet (Cooper und FIirose, 1966; Hass und 
Taylor, 1948; Serra und Brunsehwig, 1955; Stucke, 1966; Stucke und Ciroth, 
1967; Stueke und Kahlert, 1969; t telpap et al., 1973, 1974). 

9 Virchows Arch. A Pa th .  Anat .  and  tIistol . ,  u  363 



130 B. Helpap et al. 

Im Gegensatz zur Leber und dar Kaninchenniere kommt es in der l%attenniere 
nach ]okaler Vereisnng nicht zu einer wesentlichen leukocyt/~ren Demarkation der 
Kryonekrose. Aueh das Granulationsgeweba ist relativ arm an Leukocyten. Xhn- 
liche Befunde konnta aueh Buss (1969) an der Rattenniere nach Trockeneis-Ver- 
eisung erheben. Ebenso ist keine Verflfissigungstendenz in der Nekrose zu beob- 
aehten, wie sie sich in der Leber um den 5. postoper~tiven Versuchstag entwicketn 
kann (Fraser und Gill, 1967 ; Helpap et al., 1973). Das Ausmal3 tier Nephrohydrose, 
die sieh in Naehbarsehaft der Kryonakrose entwiekelt und auf einen p~rtiellen 
intrarenalen Abflul~stop der teilwaise zerstSrten abffihrenden Tubulussehlinge 
znriiekzuffihren ist, ist im Gagensatz naeh mechanischer Nierensch/idigung z.B. 
naeh Niarenpunktion weitaus geringer (Ditseherlein, 1966 ; Ditseherlein nnd Kranz, 
1969). 

Zur Gewebsregeneration und Reparation nach Vereisung 

Die besehriebenen morphologischen und autoradiographischen Befunde nach 
Iokaler Vereisung h/~ngen wesent]ieh vom Ki~ltegrad, yon der Dauer der Vereisung, 
yon der Geschwindigkeit der Temperatursenkung und yon der Auftaugeschwin- 
digkeit ab. Eine schnelle und tiefe Temperatursenkung sowie langsames Auftauen 
bewirken irreversible Zellsch/~digungen, die der homogenen Nukleation entspre- 
chen (Meryman, 1966, 1960, 1968). Die in der 300 ~ breiten Parenchymrandzone 
an der Nekrose zu beobaehtenden regenerativen und reparativen Vorg~nge sind 
mit der Zone der heterogenen Nukleation, d.h. dem Bezirk reversibler Zellsehs 
gungen mit Erholungsvorg/~ngen zu vereinbaren (Meryman, 1956, 1960, 1968; 
Breining et al., 1970). Die zeitlichen Abl/infe der epithelialen Proliferation an der 
~Niere /~hne]n denjenigen, die an der kryogeseh/~digten Leber nachzuweisen sind 
(Helpap et al., 1973). Auffallend ist, dal3 die Markierungsindiees der Tubulusapi- 
thelien in der Niere betr/ichtlich hSher sind als die der Hepatoeyten in der Lebar. 
Diesar Intensit~tsunterschied ist wahrscheinlieh auf dan vergleiehsweise grSl~eren 
Paranchymdefekt in der 5Tiere zuriiekzufiihren, wenn man die Gewiehte bzw. 
Volumina yon Laber (ca. 7,7 g/180 g KSrpergewieht) und airier Niere (ca. 0,82 g/ 
180 g KSrpergewicht) (Cremer) bei fast gleiehgrol3er Nekrosaausdehnung berfick- 
siehtigt. Auf die relativ hohe epitheliale Regeneration nach direkter meehaniseher 
Seh/~digung im Vergleieh zu einer kurzfristigen Isch/imie, toxisehen Seh/~digung 
oder unilateralar Nephrektomie haben bereits Kranz et al., (1968) sowie Ditseher- 
lein und Kranz (1969) hingewiesen (s. anch Podwyssozki, 1888). Dabei muB jedoeh 
berficksichtigt warden, dab diese hohen Markierungsindices epithelialer und mesen- 
ehymaler Zellen sieh nach ]okaler thermiseher oder mechanischer Parenchym- 
1/~sion in der Niere nut  in einer schmalen der Nekrose benachbarten Gewebszone 
linden, w/~hrend das fibrige Parenehym weitaus garinger mitraagiert. 

Die Proliferationsmaxima der Tubu]usepithelien naeh Kryoseh/~digung liegen 
ebenso win naeh meehanisehen oder toxischen Yar/inderungen an Leber und 
Nieren zwisehen dem 2. und 3. postoparativen Versuehstag (Cain und Fazek~s, 
1963/64; Klinge, 1964; Noltenius etal., 1963, t964, 1965; Hiibner, 1966, 1967; 
Kranz et al., 1968 Ditscher]ein und Kranz, 1969; He]pap und Cremer, 1970, 1972 ; 
t telpap et al., 1973). Marlderungsindiees und Mitoseindiees zeigen dabei einen 
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gleichartigen Verlauf im Verh~ltnis l0 : 1 und unterstreichen die epitheliale mito- 
tisehe Regenerationsleistung. 

In  dem nieht vereisten Parenehym der homolateralen und kontralateralen 
Nitre  fallen dabei am 2. und 10. postoperat iven Versuehstag leiehte Anstiege der 
Markierungsindiees der Tubulus- und interstitiellen Zellen in Rinde und Mark auf, 
die mit  den rhythmischen Proliferationswellen naeh einseitiger Nephrektomie  
oder Isehgmie in der Gegenniere vereinbar sind (Klinge, 1964; Hfibner, 1966, 1967 ; 
I-Itibner und Selak, 1967). Der ausgefallene Bezh-k naeh Vereisung seheint somit 
zu einer kompensatorisehen Gewebsreaktion in der nieht  geseh/~digten kontra- 
lateralen Nitre  und in den erhaltenen Absehnit ten der homolateralen Niere zu 
ffihren und ist in seiner Auswirkung deutlieh starker als z.B. der Parenchym-  
verlust  naeh Nierenpunkt ion (Kranz et al., 1968). 

Naeh 3 - - 4  Wochen ist die epitheliale und mesenehymale Proliferationssteige- 
rung in der Niere nach lokaler Vereisung weitgehend abgesehlossen und  entspricht  
den Befunden an der Leber naeh Kryol/tsion. 

Da die Vereisung im Zentrum, d.h. im Bereieh der homogenen Nukleat ion zu 
irreversiblen Strukturseh/~digungen ffihrt, ist eine vollst/~ndige epitheliale Wieder- 
herstellung insbesondere yon Nephronen nieht  zu erwarten,  sondern es k o m m t  
lediglieh zu einer narbig-fibrSsen l~eparation. Das nieht  vereiste Nierenparenehym 
1/~Bt bei dieser thermisehen Technik, die im klinisehen Bereieh bereits h/~ufig z.B. 
bei Nierenpolresektionen angewandt  wird, aueh naeh 1/~ngeren Verlaufbeobaeh- 
tungen keine funktionellen St6rungen erkennen. Insbesondere sind beim Men- 
sehen r6ntgenologisch keine Verkalkungen im Parenehym der operierteu Niere 
naehzuweisen (Lymberopoulos,  1970). 

Fraulein Ursula Merkel und Fraulein G. Krumbeck danken wir Ifir die technische As- 
sistenz. 
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