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Mit 4 Textabbildungen

(Eingegangen am 1. Februar 1965)

Die sog. Masugi-Nephritis dient auch heute noch als ein fiir vergleichende
Untersuchungen durchaus geeignetes tierexperimentelles Modell der mensch-
lichen Glomerulonephritis. Masver verwandte zur Erzeugung dieser nach ihm
benannten Nierenverfinderung — wie auch zahlreiche spétere Nachahmer seiner
Untersuchungsmethode — ein sog. nephrotoxisches Vollserum, das neben Im-
munoglobulinen mit spezifischen Antikérpern gegen Nierengewebe (Glomerulum-
schlingen, RoTHER und SARRE) noch alle iibrigen Serumeiweille enthielt. Diesen,
also die Immunoglobuline begleitenden Eiweillen, konnte aber ein moglicher
pathogenetischer Effekt fir die Entstehung der sog. Masugi-Nephritis nicht abge-
sprochen werden, so dafl in jungster Zeit ORTEGA und MELLORS das ,nephro-
toxische Gamma-Globulin unter Verwendung der Cohnschen Alkoholfraktio-
nierung — in der Methodik nach DEvUTscH — separierten, bevor sie nach dem
Modell von Masuct eine Nierenentzindung erzeugten; tatsichlich erzielten sie
mit einem so gereinigben Gamma-Globulin vom Kaninchen — mit nephrotoxi-
schem Antikdrpercharakter gegen Ratten-Nierengewebe — eine Glomerulo-
nephritis bei Ratten. Auch HarERKAMP trennte bei seinen immunopathologischen
Untersuchungen an Schilddriise und Speicheldriisen der Ratten in der prépara-
tiven Flussigkeitselektrophorese die Immunoglobuline (= Gamma-Globuline) von
Kaninchen mit Antikérpern gegen Ratten-Speicheldriisen- bzw. Ratten-Schild-
driisengewebe ab.

Da nun auf der einen Seite die praparative Darstellung von antikorper-
charaktertragenden Immunoglobulinen in der Fliissigkeitselektrophorese sehr
zeltraubend ist, auf der anderen Seite aber die Ausfillung der erwihnten Globu-
line mittels Alkoholfraktionierung nicht absolut sicher vom Einwand einer
Eiweilldenaturierung befreit werden kann, bot sich fiir weitere vergleichende
Untersuchungen als Isolierungsverfahren fiir Gamma-Globuline die Cellulose-
Ionen-Austausch-Chromatographie an. Diese Methode soll nach NITSCHMANN
nicht nur nach kiirzester Zeit hochgereinigte Gamma-Globuline, sondern diese
Eiweile auch in undenaturiertem Zustande liefern. Es wurden daher beim
Kaninchen gewonnene heterologe Antikérper gegen Ratten-Nierenextrakt in der
Gamma-Globulinfraktion mittels der Lonen-Austausch-Cellulose unter immuno-
elektrophoretischer und serologischer Kontrolle separiert, diese Immunoglobuline

* Arbeit auf Veranlassung und unter Leitung von Doz. Dr. O. HAFERRAMP.
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dann gesunden Ratten i. v. injiziert und immunohistologisch iiberpriift, ob die
injizierten Gamma-Globuline -— mit den Rattennieren-Antikérpern — auch
tatsdchlich ihr Erfolgsorgan, die Nieren, erreicht und sich auf den Glomerula
niedergeschlagen hatten.

Methodik

Als Antikérperspender dienten 5 Monate alte Hauskaninchen beiderlei Geschlechts, zur
Nierenextrakt-, d. h. zur Antigengewinnung und auch als ,,Antikérper”-Empfinger wurden
1/, Jahr alte Albinoratten beiderlei Geschlechts (Sprague-Dawley-Stamm) verwandt.

1. Nierenextraktgewinnung

60 Ratten beiderlei Geschlechts wurden mit gepufferter physiologischer Kochsalzlgsung
bis zur weitgehenden Blutfreiheit der Nieren durchspilt. Dann wurden die herauspréparierten
Nieren zerstiickelt. Vier Volumenteile Aceton wurden mit einem Volumenteil Nierenbrei
versetzt. Nach Sedimentation der Gewebsbestandteile wurde der Uberstand abgegossen und
sodann der Nierenbrei und gepufferte physiologische Kochsalzlgsung in gleichen Volumen-
anteilen zusammengebracht, der Nierenbrei dreimal bei 6000 U/min mit dieser physiologi-
schen Kochsalzlosung gewaschen und anschlieBend auf einem Biichner-Filter mit Aceton
bis zur Trockenheit des Nierenhomogenates gewaschen. Das so gewonnene Nierenpulver
wurde in sterile Ampullen eingeschmolzen. 1 g dieses Pulvers wurde mit 10 ml gepufferter
physiologischer Kochsalzldsung versetzt und 4 Wochen lang bei +4° C im Eisschrank be-
lassen, sodann zentrifugiert und eine Eiweifbestimmung nach KJELpanut ausgefithrt; sie
ergab einen Wert von 0,756 g-%,. Dieser Uberstand diente als Ausgangs-Antigen- (Standard-
extrakt-) Losung (= Ag) fur alle weiteren Untersuchungen.

II. Antigeninjektion bei Kaninchen z2ur Antikorperbildung (Sensibilisierung )

Zwei Kaninchen wurden insgesamt 17 mg Antigenprotein (Ag-P) injiziert, und zwar nach
folgendem Schema: In der ersten Woche 0,1 ml (= 1 mg Ag-P) + 0,01 Freundsches Adjuvans
(FA) i. m., in der 2. Woche 0,2 m! (= 2 mg Ag-P) und 0,02 FA i. m., in der 3. Woche viermal
0,05 ml (= 2 mg Ag-P) i. v., in der 4, Woche viermal 0,1 ml (= 4 mg Ag-P) i. v. und in der
5. Woche viermal 0,2 ml (= 8 mg Ag-P i. v.) in die Ohrvene. Eine Woche nach der letzten
Injektion wurden die Kaninchen aus der Bauchaorta entblutet, das Blut iiber Nacht bei
-+ 4° C abgesert und in sterilen Ampullen eingeschmolzen.

I1I. Nachweis der heterologen Antikérper

Agarpriicipitationstest nach Ouchterlony in der Mikromethode auf Objekitriigern (s.
Hrrzie, Harerxame®). In das zentrale Loch wurde die Ag-Losung und in die peripheren Locher
das Antiserum vom Kaninchen gebracht, und zwar in das Loch bei 12 Uhr das unverdimnte
Serum und im Uhrzeigersinne anschlieBend die Serumverdimnungen (1:1, 1:10, 1:100,
1:1000 und 1:10000).

Ergebnis. Es gelang, in den Seren der mit Ag behandelten Tiere drei Pra-
cipitatbanden nachzuweisen (vgl. Abb. 1). Auffallend scharf konturiert war das
dem mit Ag-Extrakt gefiillten Loch benachbarte Pricipitat, welches nach den
Untersuchungen von Ross und VORLAENDER durch das Zusammentreffen des
nierenspezifischen Ag mit seinem homologen Antikérper entsteht, also nieren-
spezifisch ist. Dieses Pracipitat lie sich bei dem einen sensibilisierten Tier bis
zu einer Serumverdiinnung von 1:10 und bei dem zweiten entsprechend behan-
delten Kaninchen in allen Serumverdinnungen, also bis 1:10000 nachweisen.

Immunoeelektrophoretische Analyse in der Mikromethode nach SCHEIDEGGER (Methodik
s. bei Hirzie oder HarergAMP3). In die Stanzlécher wurde eine Verdimnung des 0,756 %igen

Ag-Extraktes von 1:100 bzw. 1:200 eingefiillt und denn 70 min lang bei 15 mA Stromstiirke
und 25V Spannung elektrophoretisch aufgetrennt. Danach wurde jeweils eines der beiden

22*
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Antinieren-Seren von den Kaninchen und ein Antirattenserum von der Ziege (Behringwerke)
in die Rillen eingefiillt; entsprechend wurden die Antinieren-Seren gegen normales Ratten-
serum untersucht.

Ergebnis. Bei Verwendung der gegen Rattennierenextrakt gerichteten Anti-
seren stellten sich vom Nieren-Ag drei Pracipitate dar, und zwar eines, das dem
Pricipitat nach dem Albumin sowie ein zweites, welches so dem Gamma-Globulin
entsprach; ein drittes Pracipitat katho-
denwirts in gerader Fortsetzung des
Stanzloches war dagegen im normalen
Rattenserum nicht auffindbar. Brachte
man auf der Immunoelektrophoreseplatte
das aufgetrennte Nieren-Antigen mit
einem Antirattenserum von der Ziege in
Reaktion, so erhielt man lediglich die
Darstellung eines Albumin-, eines Alpha,-
und Gamma-Glebulinpricipitates bei einer
Ag-Verdinnung von 1:10. Mit dem
Antirattennieren-Serum vom Kaninchen

Abb, 1. Agar-Pricipitationstest (OUCHTERLONY)
eines Kaninchenserums nach Sensibilisierung des
Tieres gegen einen Acetonextrakt aus Ratten-
nierengewebe. Im zenfralen ILoch der Aceton-
extrakt aus Rattennierengewebe, in den peri-
pheren Lochern bei 12 Uhr beginnend unver-
diinntes, 1:1, 1:10, 1:100, 1:1000, 1:10000 ver-
diinntes Antiserum des Versuchskaninchens,
Dicht um das mit Ag gefillte zentrale Loch

konnten wir offenbar infolge ungiinst-
iger Antigen-Antikérper-Korrelation keine
Priacipitatreaktion mit irgendeinem der
Serumproteine nachweisen. Es sieht also
so aus, als ob tatsidchlich das bei der
Ag-Auftrennung und der anschlieBenden
Einwirkung der Anti-Rattennieren-Seren

ein scharf gezeichnetes Précipitat (a), ent-

sprechend einer Reaktion zwischen dem ,,nieren-

spezifischen* Ag und dem ,nephrotoxischen‘
Antikdrper

auftretende Précipitat in der Nachbar-
schaft des Stanzloches mit seinem katho-
denwérts gerichteten Verlauf ,nieren-
spezifisch* wire; es diirfte mit dem ,antigenlochnahen nierenspezifischen
Pracipitat bei dem Agar-Pricipitationstest identisch sein.

1IV. Priparative Gewinnung des anitkérperhaltigen Gamma-Globulins aus den Kanin-
chenseren unler immunoelekirophoretischer Konirolle: Fraktionierungsvorgang

10 ml Kaninchenserum wurden auf einer 2,5 cm breiten und 10—12 cm hohen Didthyl-
Amino-Athyl-(DEAE-) Cellulosesiiule mit einer Elutionsgeschwindigkeit von 20 ml pro Stunde
(bei +4°C) fraktioniert. Als Elutionslosungen dienten folgende Pufferlosungen (,,Gradien-
ten*): NaPO,-Puffer 0,005 m, pH 7,0 = Gradient 1; NaPO,-Puffer 0,02 m pH 6,0 = Gra-
dient 2; NaH,PO, 0,05 m, pH 4,6 = Gradient 3; NaH,PO, 0,1 m, pH 4,6 = Gradient 4 und
NaH,PO, 0,3 m, pH 4,6 = Gradient 5. Nachdem ein Serum eingesickert war, wurden ent-
sprechend einer diskontinuierlichen Gradientenelution (Hrss und WALTER) zuerst 100 ml
des Gradienten 1 und fortlaufend dann die iibrigen Gradienten (2—5) hinzugefiigt und zwar
jeweils 100—200 ml der einzelnen Gradienten-Pufferlgsungen, das Eluat wurde in Fraktionen
von 20 ml gesammelt, die Eiweillkonzentration der Eluatportionen im Photometer ,,Eppen-
dorf* bestimmt und schlieBlich die einzelnen Portionen gegen Aqua dest. bei 4-4° C 24 Std
lang dialysiert. Nach Lyophilisierung wurden die so gewonnenen Proteine in sterile Ampullen
eingeschmolzen.

Die immunoelektrophoretische Auftrennung der 1%igen Eluatfraktionen gegen

Antikaninehenserum nach der Mikromethode auf Objekttriigern in der Modifika-
tion von ScHEDEGGER (5. bei HiTZia oder HAFERRAMP2). Krgebnis. Nur in den
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Fraktionen 1 bis 13 entsprechend den Gradienten 1 und 2 konnte von den beiden
Seren der mit Ag behandelten Kaninchen immunoelektrophoretisch reines Gamma-

1%ig

Abb. 2a. Immunoelektrophoretische Analyse des in der Cellulose-Ionen-Austausch-Chromatographie mit dem
Salzgradienten 1 eluierten Gamma-Globulins des Kaninchensernms unter Verwendung eines Anti-Kaninchen-
serums vom Schaf

Abb. 2b. Agar-Pricipitationstest (OUCHTERLONY) fiir das in der Abb.2a in der immunoelektrophoretischen
Analyse dargestellte Gamma-Globulin von dem Kaninchenserum der Abb. 1. Im Loch A befindet sich das 1:100,
im Loch B das 1:200 verdinnte Ag, im Loch C das chromatographisch elunierte, auf eine 1 %ige Lisung konzen-
trierte Gamma-Globulin. Dentlich erkennbare, dem Ag-Loch benachbarte Pricipitationslinie bei Loch A,
schwichere bei B, als Ausdruck eines im eluierten y-Globulin bewahrten ,,nephrotoxischen®* Antikérpergehaltes

Globulin gewonnen werden, das im Verlaufe seines Pricipitates dem mensch-
lichen Gamma,-Globulin entsprach (vgl. Abb. 2a). Erst bei den Gradienten 3
und 4 16sten sich dann die anderen Serumfraktionen (Alpha- und Beta-Globuline
sowie Albumin) von der Séule. Schlieflich eluierte der Gradient 5 neben Albumin,
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einem Alpha,- und einem Beta-Globulin auch solche Globuline, die dem mensch-
lichen Gamma - und Gammay ,-Globulin im immunoelektrophoretischen Ver-
halten entsprachen.

Serologischer Antikérpernachweis im chromatographisch abgetrennten Gamma-
Globulin. Das in der immunoelektrophoretischen Analyse darstellbare Gamma-
Globulin der chromatographischen Eluate wurde im Agar-Pricipitationstest nach
OvcHTERLONY auf seine Antikérper-Aktivitdt gegeniiber dem Rattennieren-
extrakt geprift (vgl. Abb. 2b). Auffallend konstant lieB sich dabei das offenbar

Abb. 3. Immunohistologischer Nachweis des nach der chromatographischen Reinigung gesunden Ratten injizierten

Gamma-Globulins (der Abb. 2a und b) mit serologisch nachgewiesenem spezifischen Antikérper gegen Ratten-

nierengewebe mittels eines an Fluoresceinisothiocyanat gekoppelten Anti-Kaninchenglobulins vom Schaf. Im

Priparat gelb-griine, in der Wiedergabe weiBliche markierende Fluorescenz auf den Glomerulumschlingen.
Vergr., 450 x

,.nierenspezifische Ag-Antikorper-Pracipitat™ nachweisen, welches sich wie bei
der Priifung des Vollserums stets nahe um das mit Ag angefillte Loch fand.
Die beste Pricipitation erreichten wir bei einer Ag-Verdiinnung von 1:100 und
unverdiinntem, d. h. 1 %igem Gamma-Globulin. Somit scheint also das chromato-
graphisch eluierte Gamma-Globulin der sensibilisierten Kaninchen seine spezifi-
sche Antikorper-Aktivitdt gegen das Nieren-Ag behalten zu haben.

V. Immunohistologische und histologische Nierenuntersuchungen nach Injektion der
wn der Chromatographie elurerten Gamma-Globuline mit den heterologen Antikirpern
gegen Rattennierenextrakt bei gesunden Ratten

Das aus beiden nephrotoxischen Kaninchenseren eluierte Gamma-Globulin mit Anti-
kérpern gegen Rattennierengewebe wurde zusammengebracht. 14 Ratten wurden 0,9 ml
dieser 1%igen Gamma-Globulinlésung i.v. injiziert, weitere 5 Ratten erhielten zum Ver-
gleich 0,9 ml nephrotoxisches Vollserum. Alle 19 Tiere wurde am 35. Tag nach dieser Injek-
tion zusammen mit 10 unbehandelten, gleichaltrigen Kontrolltieren getétet.
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Abb. 4a. Nicht veriinderfes Glomerulum aus einer Rattenniere der Xonfrollgruppe, die kein Serum oder Gamma-
Globulin mit Antikérper gegen Rattennierengewebe erhalten hatte. Hiamatoxylin-Eosin-Férbung., Vergr. 312 x

Abb. 4b. Rattenniere am 35, Tag nach Injektion des in der Cellulose-Chromatographie gereinigten Gamma-

Globulins (vgl. Abb. 2a und b) mit spezifischem Antikdrper gegen Rattennieren. Schlingenverklebungen sowie

leukocytire und lymphocytire Infiltrate im Glomerulum, entsprechend einer nichteitrigen Glomerulitis.
Himatoxylin-Bosin-Férbung. Vergr. 312 x

Der immunohistologische Nachweis der injizierten Globulinfraktion — mit den heterologen
Antikdrpern gegen Rattennieren — in den Nieren dieser 19 Ratten erfolgte nach der indirekten
Methode von Coons und KAPLAN entsprechend einem von MELLORS u. Mitarb. ausgearbeiteten
Schema mit einem an Fluoresceinisothiocyanat (FITC) gekoppelten (= markierten), gegen
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Kaninchenglobulin gerichteten Antiserum vom Schaf -— eigener Herstellung — (genaue
Methodik s. HAFERRAMPS).

Kontrollen. Uberschichtung des Schnittes mit einem nicht markierten Antikaninchen-
globulin vom Schaf, Abspiilen mit Kochsalzlssung, Uberschichtung mit dem markierten
Anti-Kaninchenglobulin vom Schaf.

Ergebnis. Im UV-Licht zeigte sich — unter Beriicksichtigung der Eigen-
fluorescenz des Nierengewebes — eine gelb-griine Fluorescenz des markierenden
Antikaninchenglobulins fast ausschlieBlich auf den Glomerulumschlingen der mit
dem Gamma-Globulin und auch dem Vollserum injizierten Kaninchen (vgl.
Abb. 3); da die gelb-griine Fluorescenz bei der Kontrolle der Methode wesentlich
schwicher ausfiel, sicht es demnach so aus, als hitten tatsdchlich die Gamma-
Globuline mit spezifischem Antikdrpergehalt gegen Nierengewebe ihr Ziel, d. h.
die Glomerula der Nieren, erreicht.

Die in Formalin fixierten Nierenhélften zeigten — mit Ausnahme der Nieren
von den unbehandelten Kontrolltieren (vgl. Abb. 4a und b) — histologisch bei
allen 19 Versuchstieren die gleichen Verdnderungen, die von Versuchstier zu
Versuchstier nur leicht in bezug auf Stirke und Ausdehnung wechselten. Im
einzelnen wiesen die Nieren der Versuchstiere das Bild einer nichteitrigen Glo-
merulitis auf (vgl. Abb.4b) mit lymphocytirer und leukocytéirer Infiltration
und Verdichtung der Zellkerne im Bereiche der Glomerula bei Kapseladhésionen
der auch untereinander verklebten Schlingen. Dabei war es vereinzelt zu einer
Proliferation von Kapselendothelien im Sinne einer beginnenden Halbmondbildung
gekommen.

Diskussion

Die vorliegenden eigenen Versuche zeigen, dafl in der Cellulose-Chromato-
graphie isoliertes und immunoelektrophoretisch reines Gamma-Globulin mit
spezifischem Antikorpercharakter gegen Rattennierengewebe nach seiner i.v.
Injektion durchaus in der Lage ist, in Nieren eine nichteitrige Glomerulitis zu
erzeugen. Demnach scheinen Rattennieren auf die Injektion in der Gamma-
Globulinfraktion vorkommender, spezifisch gegen sie gerichteter Antikérper ein
anderes Verhalten als Rattenspeichel- und Rattenschilddriisen aufzuweisen. Er-
krankten die zuletzt erwdhnten Organe nach den Versuchen Harmrrames doch
nur dann, wenn nach einer Injektion eines spezifisch gegen Speichel- bzw. Schild-
driise gerichteten heterologen Antikérperglobulins entweder noch das zugehdrige
Antigen (Extrakt aus Speichel- bzw. Schilddriise) oder ein Fremdeiweill nach-
injiziert wurde. Das verschiedene Verhalten der erwédhnten Organe erklirt sich
am chesten noch durch den unterschiedlichen anatomischen Aufbau. Stellt doch
das Ag-Substrat bei den Nieren die Masse der Schlingenwandungen in den
Glomerula, also gewissermaBen das Gefillsystem selbst dar, wohingegen die
Gamma-Globuline mit spezifischem Antikérpercharakter bei der Schilddriise und
den Speicheldriisen erst GefaBschranken durchbrechen miissen, um an die fiir
sie antigenen Gewebskomponenten, die Follikelepithelien bzw. die Parenchym-
zellen der Speicheldriisen, zu gelangen.

Zusammenfassung
Die Cellulose-Ionen-Austausch-Chromatographie ist als ein technisch ein-
faches Verfahren geeignet, Gamma-Globuline von Kaninchen mit spezifischem
Antikérpercharakter gegen Rattennierengewebe zu eluieren. Dabei scheinen diese
Globuline ihren spezifischen Antikorpercharakter zu bewahren. Sie sind némlich
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imstande, bei i.v. Injektion in gesunden Ratten ebenso eine Glomerulitis zu
erzeugen wie 1.v. einverleibtes sog. nephrotoxisches Vollserum.

On the Preparation of Nephrotoxic Antibody in the Gamma-Globulin Fraction
by means of Cellulose-Ion-Exchange Chromatography
Summary

Cellulose-ion-exchange chromatography is a technically simple procedure
suited to elute rabbit gamma-globulin of a specific antibody character directed
against rat renal tissue. With this procedure, the globulins preserve their specific
antibody character. On i. v. injection into healthy rats these globulins are as
capable of inducing a glomerulitis as i.v. administered socalled nephrotoxic
whole serum.
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