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Als Ursache der nephrotoxischen Nephritis wird allgemein eine in der Niere
ablaufende Antigen-Antikérper-Reaktion angesehen. Immunhistologisch ist beim
Versuchstier eine Ansammlung des i.v. injizierten heterologen Nierenantikérpers
entlang der Glomerulumcapillaren nachzuweisen. Der heterologe Antikérper
scheint demnach vorwiegend an die glomeruldre Basalmembran gebunden zu
werden. Das beschriankte Auflosungsverméogen des Fluorescenzmikroskopes 1a8t
jedoch eine exakte Aussage iiber den genauen Reaktionsort der in vivo ablanfenden
Antigen-Antikorper-Reaktion in der Niere nicht zu.

In der vorliegenden Arbeit wurden die Globulinfraktionen von Kaninchen-
antirattennierenserum (Ka-ANS) und Entenantirattennierenserum (E-ANS) nach
der Methode von SingER und Scuick (1961) an Ferritin, ein elektronendichtes
Molekiil, gekuppelt. Das vom ungebundenen ANS-Globulin gereinigte Ferritin-
konjugat wurde Ratten i.v. injiziert und die in der Niere gebundenen ferritin-
markierten Antikorper elektronenmikroskopisch direkt nachgewiesen.

Ferritin enthilt bis zu 23 % seines Trockengewichtes Eisen (GrANIOK, 1942).
Der hohe Risengehalt erméglicht eine Darstellung der Ferritinmolekiile im
Elektronenmikroskop (Farrant, 1954). Durch Kupplung von Ferritin an Anti-
koérperglobulin ist es somit moglich, Antigen-Antikérperkomplexe elektronen-
mikroskopisch sichtbar zu machen (SiNa¢ER und ScHIcK, 1961).

Material und Methoden
1. Versuchstiere

Die Versuche wurden an 150 bis 170 g schweren méinnlichen Wistar-Ratten (Fa. A. Kri-
mer, Koln) durchgefiihrt. Die gereinigten ferritinmarkierten Enten- und Kaninchenantinieren-
seren wurden den Versuchstieren in leichter Athernarkose stets in einer einmaligen Dosis i.v.
in die Schwanzvene injiziert. Kontrollratten erhielten statt des Conjugates gleiche oder
hshere Mengen Ferritin oder Ferritin, das an normales Globulin gekuppelt worden war.

2. Ferritin
(zweimal kristallisiertes Ferritin aus Pferdemilz) bezogen wir von der Firma Nutritional
Biochemicals Corp., Cleveland, Ohio. Der Gehalt an Ferritin wurde photometrisch bei 440 my.
bestimmt. Eine 0.D. von 1,0 entsprach einem Ferritingehalt von 0,615 mg/ml (durch N-
Bestimmung im Mikrokjeldahl ermittelt, wobei der N-Gehalt des Ferritins mit 10% ange-
nommen wurde).

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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Da Ferritinpraparate noch Cadmium enthalten, dialysierten wir das Ferritin zunichst
unter &fterem Wechsel der Dialysefliissigkeit gegen phosphatgepufferte 0,075 m EDTA-
Lésung (Dinatriumsalz der Athylendiamintetraessigsdure), um das toxische Cadmium zu
entfernen (FARQUHAR u. Mitarb., 1961). Nach einer ausreichenden Dialyse wurde das Ferritin
von den Ratten bis zu einer Dosis von 100 mg ohne nennenswerte Nebenwirkungen vertragen.

Bevor wir das Antikérperglobulin an Ferritin kuppelten, trennten wir das freie Apo-
ferritin vom eisenhaltigen Ferritin durch mehrmaliges Ultrazentrifugieren ab (Kopp u. Mit-
arb., 1964). Ferritinpriparate enthalten gewdhnlich 20 bis 25% eisenfreies Apoferritin, das
sich natiirlich nicht. im Elektronenmikroskop darstellt und daher fir die Markierung von
Antikérpern nicht geeignet ist.

3. Anitiseren

a) Antirattennierenserum. Die Herstellung der Antirattennierenseren (ANS) von der
Ente und vom Kaninchen durch Immunisierung mit isolierten Rattenglomerula wurde
bereits an anderer Stelle nidher beschrieben (NaxaxoIx und Voer, 1965).

b) Auntiferritin. Kaninchen erhielten zwei- bis dreimal wéchentlich je 5 mg Ferritin i.v.
injiziert, insgesamt 100 bis 150 mg pro Tier. Eine Woche nach der letzten Antigeninjektion
wurden die Tiere aus der A. carotis entblutet und das Serum ohne Zusétze bis zum Gebrauch
bei —20°C aufgehoben.

¢) Antikaninchenglobulin. Enten erhielten zwei- bis dreimal wdchentlich je 5 mg Kanin-
chenglobulin i.v. injiziert, insgesamt 150 bis 300 mg pro Tier. Das Antikaninchenglobulin von
der Ziege iberlie uns freundlicherweise Herr Dr. Scawick, Behringwerke, Marburg.

d) Priparation der Globulinfrakiionen. Die Globulinfraktionen wurden durch drei aufeinan-
derfolgende Fallungen mit gesittigter Ammoniumsulfatlésung gewonnen, wobei einer ersten
Féllung bei 50% Ammoniumsulfatsittigung zwei weitere Fallungen bei 40% Sattigung an-
geschlossen wurden. Nach ausreichender Dialyse gegen physiologische Kochsalzldsung (mit
einem Tropfen Toluol in der Dialyseflissigkeit zur Vermeidung einer stirkeren bakteriellen
Verunreinigung) hoben wir die Globulinfraktionen bis zur baldigen Weiterverarbeitung bei
4°C im Kihlraum auf. Die Bestimmung des Proteingehaltes erfolgte photometrisch bei
280 my.

4. Kupplung von Antikorperglobulin an Ferritin

Die Kupplung der ANS-Globulinfraktionen an Ferritin fithrten wir nach der Methode
von Six¢ER und Scaicx (1961) mit Toluol-2,4-Diisocyanat (TC) (Fluka A.G., Buchs S.G.,
Schweiz) durch. Der erste Reaktionsschritt (Umsetzen des TC mit Ferritin bei 49C im Wasser-
bad und 25 bis 30 min Rihren je nach Reaktionsvolumen) konnte soweit standardisiert
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Abb. 1. Immunelektrophorese eines ungereinigten Ferritin-ANS-Globulin-Conjugates. Oben: Darstellung des

Ferritins mit einem Antiferritin vom Kaninchen. Unten: Darstellung von Kaninchenglobulin mit einem Anti-
kaninchenglobulin von der Ziege

werden, daf die Ausbeute an gekuppeltem Ferritin stets um 30% des gesamten zugegebenen
Ferritins ausmachte. Vergleichende Untersuchungen von Ferritinkupplungsprodukten mit
verschieden hohen Ausbeuten an Conjugat hatte ergeben, daB hohe Ausbeuten von Nachteil
sind, da mit steigendem Ausmall an gekuppeltem Ferritin ein zunehmender Verlust an Anti-
kérperaktivitéit verbunden ist (Voar und Kopr, 1965).

Den Nachweis der gelungenen Kupplung fiihrten wir immunelektrophoretisch (Abb. 1).
Der Anteil des gekuppelten Ferritins wurde nach elektrophoretischer Auftrennung des Kupp-
lungsproduktes im Agargel und Anfirben der ferritinhaltigen Komponenten mit der Berliner-
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Blau-Reaktion (Abb. 2) densitometrisch (Vitatron-Universal-Photometer UFD) bestimmt.
Hieraus ist bei bekanntem Ferritingehalt des Kupplungsproduktes der Anteil des an Ferritin
gekuppelten Antikérperglobulins unschwer zu errechnen (VogT und Korp, 1964).

Abb. 2. Agargelelektrophoresen eines ungereinigten Kupplungsproduktes. Oben: Anfarbung mit der Berliner-Blau-
Reaktion. Unten: Anfarbung mit Amidoschwarz

5. Reinigung der Ferritin-ANS-Conjugate

Das Kupplungsprodukt enthilt je nach Ausbeute an Conjugat einen unterschiedlich
grofen Anteil an ungebundenem ANS-Globulin (Abb. 2). Das freie ANS-Globulin kann leicht
von den beiden ferritinhaltigen Komponenten (dem Ferritin-ANS-Conjugat und dem nicht
gekuppelten Ferritin) durch mehrmaliges Zentrifugieren bei 40000 Upm fiir 2 Std abgetrennt
werden (Spinco Ultrazentrifuge, Rotor 40). Das ungebundene ANS-Globulin bleibt zum
gréfiten Teil im Uberstand und kann durch Dekantieren vom ferritinhaltigen Bodensatz ab-
getrennt werden. Wir begniigten uns in den vorliegenden Untersuchungen mit einer einmaligen
Ultrazentrifugation, wodurch wir den groBten Teil des ungebundenen ANS-Globulins, jedoch
nicht alles, entfernen konnten.

6. Elcktronenmikroskopie

Kleine Stiickchen der Nierenrinde wurden sofort nach dem Toten der Tiere (Ather) in
gepufferte 1% 080, mit 10% Saccharose bei Zimmertemperatur fixiert und in Vestopal ein-
gebettet. Elektronenmikroskopische Aufnahmen an Dinnschnitten mit einem Siemens-
Elmiskop I.

7. Proteinbestimmung vm Harn

Die Gesamtproteinausscheidung im Harn wurde, wie an anderer Stelle bereits beschrieben
(Nagawoix und Voar, 1965), mit der Biuretmethode bestimmst.

8. Immunhistologie

Wir markierten die Globulinfraktionen des Antiferritins vom Kaninchen und des Anti-
kaninchenglobulins von der Ente nach den Angaben von NATRN (1962) mit Fluoresceiniso-
thiocyanat (FITC). Zur Entfernung der unspezifischen Fluorescenz wurden die markierten
Globulinfraktionen zunichst durch Sephadex G-25 (Pharmacia Uppsala) gelfiltriert. Das
markierte Antikaninchenglobulin war danach frei von unspezifischer Fluorescenz, wir be-
nutzten es ohne weitere Reinigung. Beim Antiferritin schlossen wir nach der Gelfiltration
noch eine Chromatographie iiber DEAE-Cellulose (stufenweise Elution mit 0,02, 0,06 und
0,1 m Phosphatpuffer pH 8,0) an, um die noch vorhandenen unspezifischen Reaktionen des
markierten Antiserums vollstindig zu beseitigen. Das stufenweise eluierte Antiferritin wurde
in Portionen von je 2,0 ml aufgefangen und die optimal markierten Fraktionen (gewthnlich
bis zu einer Elution von 0,05 m) gepoolt.

Nativschnitte der Nieren zur fluorescenzmikroskopischen Untersuchung iiberschichteten
wir mit den FITC-markierten Antiseren fur 20 min bei Zimmertemperatur.
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Ergebnisse

Mit ungereinigten Ferritin-ANS-Conjugaten gelang es uns nicht, eine wahr-
nehmbare Lokalisation von ferritinmarkierten Antikérpern in der glomeruliren
Basalmembran zu erreichen. Offensichtlich war die Menge an ferritinmarkierten
Antikérpern, die mit der Basalmembran reagierten, zu gering. Eine wesentliche
Frhéhung der Injektionsmenge an ferritinmarkiertem ANS-Globulin war erst
moglich, nachdem wir das ungebundene ANS-Globulin durch Ultrazentrifugation
von den ferritinhaltigen Komponenten des Kupplungsproduktes abtrennten.

Abb. 3. Immunhistologischer Nachweis von Ferritin 24 $td nach Injektion von ferritinmarkiertem AN S-Globulin
im Glomerulum. Vergr. 800fach

Unter den von uns gewéahlten Kupplungsbedingungen blieb ndmlich der
weitaus grofte Teil des Antikérperglobulins immer ungebunden. Das mag folgende
Uberlegung veranschaulichen: Ferritin und Antikérperglobulin liegen im Reak-
tionsgemisch in gleichen Gewichtsmengen vor. Im Ferritin-Antikérperglobulin-
Conjugat finden sich Ferritin und Antikdrperglobulin im molekularen Verhéltnis
von 1:1 vor (SrRT Ram u. Mitarb., 1963). Da das Molekulargewicht von Ferritin
750000, das von Kaninchen y-Globulin jedoch nur 160000 betragt, bedeutet das,
daB selbst bei einer Ausbeute von 100% gekuppeltem Ferritin mehr als 75% des
zugegebenen Antikérperglobulins ungekuppelt bleibt.

Erst als wir nach Abtrennen des ungekuppelten ANS-Globuling die Injek-
tionsmenge an ferritinmarkiertem ANS-Globulin wesentlich erhéhen konnten,
gelang es uns, sowohl immunhistologisch als auch elektronenmikroskopisch
Ferritinmolekiile in den Glomerula nachzuweisen. Immunhistologisch fand sich
das Ferritin entlang den Capillarschlingen der Glomerula, in ,,capillary pattern‘
wie es im anglo-amerikanischen Schrifttum heilit (Abb. 3). Diese Form der Ab-
lagerung ist fiir die nephrotoxische Nephritis typisch. An gleicher Stelle findet
man immunhistologisch auch das Enten- oder Kaninchenglobulin, wenn man un-
markiertes Enten- oder Kaninchen-ANS injiziert. Die Fluorescenz, die wir mit
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FITC-markiertem Antiferritin oder FITC-markiertem Antikaninchenglobulin
nach Injektion gereinigter Ferritin-ANS-Conjugate erhielten, war im Vergleich
zu der Fluorescenz, die wir nach Injektion nephritisauslosender ANS-Dosen
erzielten, recht schwach.

Wie weiter unten ausgefiibrt wird, ist das auf einen unterschiedlichen Anti-
kérpergehalt zuriickzufiihren. Hiermit in Ubereinstimmung, gelang es uns bisher
auch noch nicht, mit gereinigtem ferritinmarkiertem ANS-Globulin eine Nephritis
auszuldsen.

Abb. 4a. Ausschnitt aus einer Glomerulumschlinge 24 Std nach Injektion von ferritinmarkiertemn Enten-ANS-
Globulin (injizierte Ferritinmenge 20 mg). Ferritinablagerung in der endothelialen Seite der Basalmembran (B).
E Endothel, D Deckzellauslaufer, K Kapselraum, L Capillarlumen. Vergr. 105000fach

Wir injizierten einzelnen Ratten gereinigte Conjugate, die bis zu 24 mg Ferri-
tin enthielten. Das entsprach bei der von uns angestrebten Ausbeute von 30%
gekuppeltem Ferritin etwa 8 mg an Globulin gekuppeltem Ferritin. Bei einem
molekularen Verhéltnis von 1:1 fiir Ferritin und Antikdrperglobulin im Conjugat
(SrI RaM u. Mitarb., 1963) waren an diese 8 mg Ferritin etwa 1,7 mg ANS-
Globulin gebunden. Das reichte aber nicht aus, um eine Nephritis zu erzeugen.
Von den verschiedenen ANS-Globulinfraktionen, die wir zur Kupplung an Ferritin
verwandten, bendtigten wir 5 bis 25 mg Protein, um eine Nephritis auszuldsen.
Um also mit ferritinmarkiertem ANS-Globulin eine Nephritis auslésen zu konnen,
hitten wir nach dieser Uberlegung mehr als die 5fache Menge an gereinigtem
Conjugat injizieren miissen.
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Beriicksichtigt man noch, daff durch die Kupplung an Ferritin ein Teil der
Antikérperaktivitit verlorengeht (Voar und Korp, 1965), so lagen die von uns
applizierten Mengen weit unter der Mindestmenge, die eine Nephritis auszulésen
imstande war. Wenn wir auch keine Nephritis auslosen konnten, so reichte die
applizierte Menge an gereinigtem ferritinmarkiertem ANS-Globulin in vielen
Féllen aus, um in der glomeruldren Basalmembran fixierte ferritinmarkierte
Antikérper und somit auch den Reaktionsort des nephrotoxischen Antikérpers im
Elektronenmikroskop darstellen zu konnen.

Abb. 4b. Ausschnitt aus einer Glomerulumschlinge, dasselbe Glomerulum wie in Abb. 4a. Angedeutete Uléra-
struktur einiger Ferritinmolekiile mit deutlicher Ausbildung der typischen Eckpunkte. Bezeichnung wie in Abb.4a.
Vergr. 140000fach

Abb. 4c. Ausschnitt aus einer Glomerulumschlinge 24 Std nach Applikation von ferritinmarkiertem Kaninchen-
AXNS-Globulin (injizierte Ferritinmenge 10 mg). Ausgeprigte, jedoch mehr fleckférmige Ferritinablagerung in der
Basalmembran mit deutlicher Bevorzugung der endothelialen Seite. Bezeichnung wie in Abb. 4a. Vergr. 105000fach

Abb. 4d. Ausschnitt einer Glomerulumschlinge 16 Tage nach Injektion von ferritinmarkiertem Enten-ANS-
Globulin (20 mg injiziertes Ferritin). Immer noch in der endothelialen Basalmembran nachweisbare fixierte
Ferritinmolekiile. Bezeichnung wie in Abb. 4a. Vergr. 105000fach

Bei den Tieren, bei denen es uns gelang, immunhistologisch Ferritin in ,,capil-
lary pattern®, also entlang den glomeruldren Capillarschlingen, nachzuweisen,
fanden wir auch ausnahmslos bei der elektronenmikroskopischen Untersuchung
Ferritinmolekiile in der Basalmembran lokalisiert (Abb. 4a, b, ¢ und d).

Diese Ferritinmarkierung betraf in allen untersuchten Stadien (24 Std bis
16 Tage nach Applikation) ganz bevorzugt den endothelialen Teil der Basal-
membran. Nur selten reichte die Ferritinablagerung bis in die Lamina densa
hinein. Die fiir gewthnlich zu beobachtende Dreischichtung der Basalmembran
ist in unseren Bildbelegen wegen der unterlassenen Kontrastierung nicht zu sehen.
Wir vermieden es, unsere Schnitte mit Schwermetallen zu kontrastieren, um Arte-
fakte zu vermeiden.
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Die bevorzugte Ablagerung der Ferritinmolekiile auf der endothelialen Seite
war in den peripheren Teilen der Schlingenbiindel stets unverkennbar. In den
mesangiumnahen Abschnitten und an den Umschlagstellen der Basalmembran
war diese Art der Lagerung nicht immer so ausgesprochen. In den mesangium-
nahen Schlingenanteilen fand sich manchmal eine mehr fleckformige Anhdufung
von Ferritin, wihrend in den iibrigen Abschnitten der Glomerula die Ferritin-
molekiile eher diffus in der endothelialen Basalmembran verstreut lagen.
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Abb. 5. Ausschnitt aus einer Glomerulumschlinge 14 Tage nach Gabe von 50 mg Ferritin. Frei im Endothel- und
Deckzellencytoplasma liegende Ferritinmolekiile ( 7). Die Basalmembran frei von Ferritin, Bezeichnung wie in
Abb. 4a. Vergr. 105000fach

Die Lage der in der Basalmembran fixierten Ferritinmolekiile war 16 Tage
nach der Injektion von ferritinmarkiertem ANS-Globulin unverdndert (Abb. 4d).
Eine wesentliche Verringerung der Ferritinmolekiile war nach dieser Versuchs-
dauer noch nicht festzustellen.

Ferritinmarkiertes ANS vom Kaninchen und von der Ente fiihrten gleicher-
mafen zu einer Ansammlung von Ferritinmolekillen auf der endothelialen Seite
der glomeruldren Basalmembran (Abb. 4a und c).

Zu einer Fixierung von Ferritinmolekiilen in der Basalmembran kam es
dagegen nicht, wenn den Ratten lediglich Ferritin oder an normales Globulin
(ohne Antikorperaktivitit) gekuppeltes Ferritin injiziert worden war. Gewohnlich
injizierten wir dabei den Kontrolltieren doppelt so hohe Ferritinmengen wie den
eigentlichen Versuchstieren. Weite Strecken der Basalmembran waren bei den
Kontrollratten stets vollig frei von Ferritinmolekiilen. Nur ganz selten fanden
wir in der glomeruldren Basalmembran einzelne Ferritinmolekile, offensichtlich
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Nachziigler, die beim Passieren der Basalmembran angetroffen wurden. Solche
einzelnen Ferritinmolekiile fanden sich in allen Schichten der Basalmembran,
eine bevorzugte Lokalisation auf der endothelialen Seite war jedenfalls nicht
festzustellen.

Gegeniiber der eindeutig spezifischen Fixierung von Ferritin in der endo-
thelialen Basalmembran nach Injektion von ferritinmarkiertem ANS-Globulin
waren keine greifbaren Unterschiede in der Ablagerung von Ferritin in celluliren
Bestandteilen der Glomerula festzustellen. Sowohl bei den Tieren, denen wir

Abb. 6. Ausschnitt aus einer glomeruliren Endothelzelle 24 Std nach i.v. Gabe von ferritinmarkiertem Enten-

ANS-Globulin (24 mg injiziertes Ferritin). Ferritinablagerung in der Basalmembran und im Cytoplasma einer

Endothelzelle. Die Ferritinmolekiile im Cytoplasma sind nicht an Strukturen gebunden. Bezeichnung wie in
Abb. 4a, Vergr. 105000fach

ferritinmarkiertes ANS injiziert hatten, als auch bei den Ratten, die Ferritin oder
an normales Globulin gekuppeltes Ferritin injiziert bekommen hatten, fanden sich
in allen Stadien Ferritinmolekiile frei im Cytoplasma sowie in Phagosomen von
Endothel-, Epithel- und Mesangiumzellen (Abb. 5—7). Bei kurzen Versuchszeiten
sah man das Ferritin vorwiegend frei im Cytoplasma, teils in kleinen, dem endo-
plasmatischen Reticulum zugehérigen Blidschen und Schliuchen, mit zunehmen-
der Versuchsdauer vorwiegend in Phagosomen, d.h. in membranbegrenzten
Cytoplasmaeinschliissen. Die Endothel- und Mesangiumzellen enthielten mehr
Ferritin als die Epithelzellen. Viele Zellen waren jedoch stets vollig frei von
Ferritin.

Verstandlicherweise galt unser Hauptaugenmerk der elektronenmikroskopi-
schen Untersuchung der Glomerula. Soviel 148t sich jedoch sagen, daB die tu-
bulire Basalmembran regelmaBig frei von Ferritin war. Im Epithel der gewunde-
nen Harnkandlchen waren wie in den Zellen der Glomerula nach Applikation
von Ferritin und von ferritinmarkiertem ANS-Globulin ferritinhaltige Phago-
somen anzutreffen.
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Sowohl bei den lichtmikroskopischen Untersuchungen als auch bei den
elektronenmikroskopischen Beobachtungen zeigten sich in den Glomerula keine
Abweichungen von der normalen Struktur, insbesondere fanden sich in den
Glomerula keine signifikanten proliferativen Verdnderungen am Endothel oder
an den Mesangiumzellen, die fiir eine floride Glomerulonephritis gesprochen
hitten. Dementsprechend beobachteten wir bei keinem Tier nach Injektion von
ferritinmarkiertem ANS-Globulin eine Proteinurie.

Abb. 7. Ausschnitt einer glomeruliren Endothelzelle 24 Std nach i.v. Applikation von 50 mg Ferritin. Ferritin-
ablagerung in Phagosomen (£) und Umgebung. R endoplasmatisches Reticulum. Vergr. 105000fach

Diskussion

Ferritinmarkierte Antikérper sind zum Nachweis verschiedener Antigene, vor
allem von Viren (MoreaN u.Mitarb., 1962), mit Erfolg benutzt worden. Die
Anwendung dieser Methode zum Nachweis von Oberflichenantigenen bereitet
keine besonderen Schwierigkeiten, da das Antigen hierbei vor der weiteren Ver-
arbeitung fiir die Elektronenmikroskopie mit den ferritinmarkierten Antikérpern
zusammengebracht werden kann.

Anders ist es jedoch, wenn man Antigen-Antikérper-Reaktionen im tierischen
Gewebe nachweisen will. Das setzt Fixierungsmethoden voraus, die die Fein-
struktur des Gewebes erhalten, ohne die Fihigkeit des Antigens zu vermindern,
mit ferritinmarkierten Antikorpern zu reagieren. Da die intakte Zellmembran
fiir den Antikérper nicht durchlissig ist, kaon zum Nachweis intracellulir ge-
legener Antigene auf eine vorherige Fixierung nicht verzichtet werden. Die fir
elektronenmikroskopische Untersuchungen gebrauchliche Fixierung mit Osmium-
séiure ist leider ungeeignet, da hierbei die Antigenitdt vollstindig verlorengeht.
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ANDRES u. Mitarb. (1962) benutzten ferritinmarkiertes Antikaninchenglobu-
lin von der Ente zum i vitro-Nachweis von intravends injiziertem unmarkiertem
Kaninchen-ANS. Sie halten eine kurze Fixierung kleiner Gewebsstiickchen in
neutralem Formalin fiir geeignet. Uber gute FErgebnisse mit einer kurzen Forma-
linfixierung berichtet auch MrrzeER und Smita (1962). Die Vorfixierung mit
gepuffertem Formalin ist aber nach unseren Erfahrungen nicht ohne Problematik.
Proteinantigene in Kryostatschnitten und Gewebezellkulturen werden schon
innerhalb weniger Minuten auch durch niedrige Formalinkonzentrationen und
selbst in der Kalte vollig zerstort. Es empfiehlt sich daher bei diesem Vorgehen,
mit fluoresceinmarkierten Antikérpern zu priifen, ob die Antigenitit tatsdchlich
noch erhalten geblieben ist oder nicht. ARHELGER u. Mitarb. (1963) untersuchten
Nieren von Kaninchen, denen sie i.v. ein ANS vom Huhn injiziert hatten, mit
ferritinmarkiertem Antihithnerglobulin vom Kaninchen ebenfalls in witro. Sie
zogen es aber vor, unfixierte Stiickchen der Niere in dem ferritinmarkierten
Antihihnerglobulin zu suspendieren und schlossen danach sofort eine Osmium-
fixierung an.

Beide Arbeitsgruppen fanden bei diesem én vitro-Vorgehen Ferritinmolekiile
sowohl in der glomeruliren Basalmembran, dem erwarteten Reaktionsort,
als auch im Cytoplasma der angrenzenden Endo- und Epithelzellen diffus ver-
streut, wobei die Ferritinmolekiile in der Basalmembran meistens dichter lagen
als innerhalb der Zellen. ARaELGER u. Mitarb. (1963) betonen eine bevorzugte
Lokalisation der Ferritinmolekiile in den weniger dichten Zonen der Basal-
membran beiderseits der Lamina densa. ANDRES u. Mitarb. (1962) beschreiben
dagegen eine mehr diffuse Markierung der Basalmembran.

Beide Arbeitsgruppen kommen auf Grund ihrer Befunde zu dem Schluf}, daB
der nephrotoxische Antikdérper nicht nur mit der glomeruliren Basalmembran
reagiert, sondern sich auBerdem spezifisch an Bestandteile des Cytoplasmas der
angrenzenden Zellen bindet.

In geringerem Umfang fanden ANDREs u. Mitarb. (1962) sowie auch ARHEL-
¢ER u. Mitarb. (1963) Ferritin, wie die Autoren annahmen, unspezifisch tiber die
gesamte Niere verteilt. Fiir diesen Befund haben die Autoren keine Erklirung.

Bei der in vitro-Versuchsanordnung scheint die Gefahr der unspezifischen An-
lagerung von Ferritin sehr groB zu sein (Ryser, 1962). Wir zogen es deshalb vor,
den ferritinmarkierten Antikdrper intravends zu injizieren. ARHELGER u. Mitarb.
(1963) erwéhnen iibrigens in ihrer Arbeit, daf} es ihnen nicht gelang, eine spezifi-
sche Lokalisation nach i.v. Injektion von ferritinmarkiertem ANS-Globulin zu
erhalten, obwohl sie ihrer Meinung nach grofie Mengen verabfolgten.

Der in vivo-Nachweis des nephrotoxischen Antikorpers ist jedoch elektronen-
mikroskopisch moglich, wie wir zeigen konnten. Voraussetzung ist die Applikation
einer geniigend groflen ferritinmarkierten Antikérpermenge. Ungekuppeltes
Ferritin stért den Nachweis nicht, da es schnell durch die Nieren ausgeschieden
wird. Intravends injiziertes natives Ferritin hat schon nach wenigen Stunden die
glomeruldre Basalmembran passiert. Das trifft sowohl fir die normale als auch
fir die aminonucleosidnephrotische Ratte zu (FarqQumar u. Mitarb., 1961;
Farquuar und Parapg, 1961; Mirer und Paraps, 1964). Wohl kommt es
voriibergehend zu einem gewissen Aufstau vor der endothelialen Seite der Basal-
membran, da der Durchtritt durch die dichtere Basalmembransubstanz eine
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gewisse Zeit in Anspruch nimmt, zu einer Fixierung von Ferritinmolekiilen in der
glomerularen Basalmembran kommt es aber nicht. Auch Ferritin, das an sero-
logisch inaktives y-Globulin gekuppelt worden ist, wird durch die Niere ausge-
schieden, ohne in der Basalmembran hingenzubleiben. Dabei ist erwihnenswert,
daB ein geringer Teil des Ferritins und ferritinmarkierten Globuling nicht direkt
auf die Basalmembran trifft, sondern von Endothelzellen durch Pinocytose auf-
genommen wird. Ferritin wird, wie jedes heterologe Protein, das durch die Niere
ausgeschieden wird, im Cytoplasma von Endo-, Epithel- und vor allem von
Mesangiumzellen in Phagosomen angereichert (FArRQUHAR u. Mitarb., 1961;
Mitrer und ParvapEe, 1964). Nach unseren Befunden bleiben auch Ferritin-
molekiile in einzelnen Zellen {iber lingere Zeit im Cytoplasma verstreut liegen.
Zwischen den Versuchstieren und den Kontrolltieren war dabei weder ein quanti-
tativer noch ein qualitativer Unterschied im Ferritingehalt der Zellen im Glome-
rulum zu erkennen. Mit den spezifischen Reaktionsorten des nephrotoxischen Anti-
kérpers hat die Ferritinansammlung innerhalb von Zellen daher wahrscheinlich
nichts zu tun. Am ehesten mufl man diese Ablagerung wohl mit Resorptionsvor-
géngen in Zusammenhang bringen. Da im tbrigen viele Endo- und Epithelzellen
vollig frei von Ferritin bleiben, sind die elektronenmikroskopischen Verhaltnisse
nach intravenoser Injektion des ferritinmarkierten ANS-Globulins viel dibersicht-
licher als bei einer in vitro-Versuchsanordnung. Soist es auch nicht verwunderlich,
dal unsere Krgebnisse von den ¢n vitro erhobenen Befunden etwas abweichen.
Entgegen der Vorstellung von ANDRES u. Mitarb. (1962) sowie von ARHELGER u.
Mitarb. (1963) machen unsere Ergebnisse eine spezifische Reaktion des nephro-
toxischen Antikérpers mit Cytoplasmabestandteilen der an die glomerulire
Basalmembran angrenzenden Zellen sehr unwahrscheinlich. Alleiniger Reaktions-
ort scheint die glomerulire Basalmembran zu sein. Der nephrotoxische Anti-
korper wird dabei anscheinend weder diffus in der gesamten Basalmembran ab-
gelagert, noch findet er sich beiderseits der Lamina densa angereichert (ARHEL-
GER 0. Mitarb., 1963), sondern er wird ganz eindeutig bevorzugt an der endothelia-
len Seite der Basalmembran fixiert. Die bevorzugte Bindung des nephrotoxischen
Antikérpers auf der endothelialen Seite der glomeruliren Basalmembran ist
verstdndlich, wenn man sich einmal iiberlegt, welchen Weg ein heterologes
Protein nimmt, das durch die Nieren ausgeschieden wird. Der i.v. injizierte
ferritinmarkierte Antikorper trifft vom Lumen der Glomerumecapillaren kommend.
normalerweise durch die Endothelporen auf die glomerulire Basalmembran.
Sobald der markierte Antikérper nun in der Basalmembran auf eine korrespon-
dierende antigene Determinante trifft, wird er daran spezifisch gebunden und so
an dieser Stelle fixiert bleiben. Es leuchtet ein, daf3 dies mit gréBter Wahrschein-
lichkeit zundchst an der endothelialen Seite der glomeruliren Basalmembran
eintritt. Brst wenn hier alle Reaktionsplitze besetzt sind, werden nachfolgende
Antikdrpermolekiile weiter in die Basalmembran eindringen, bis sie auf noch un-
besetzte determinante Gruppen treffen.

Wie weit die glomerunlire Basalmembran von Antikérpern besetzt sein mul,
damit es zu einer Nephritis kommt, kénnen wir aus unseren Befunden nicht
schlieen, da wir nur eine relativ geringe Menge an Antikérpern applizieren konn-
ten. Wie wir schon ausfihrten, waren die verabfolgten Mengen von ferritin-
markiertem ANS-Globulin weder in der Lage, eine Proteinurie herbeizufiihren,
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noch vermochten sie erkennbare morphologische Verdnderungen im Glomerulum
hervorzurufen,

Da die Reinigung der ferritinmarkierten Globulinfraktionen unvollstindig
war, konnen die elektronenmikroskopischen Befunde auch kein zutreffendes Bild
iber die Anzahl und Dichte der Reaktionspldtze des nephrotoxischen Anti-
korpers innerhalb der glomeruldren Basalmembran geben. Moglicherweise waren
in unseren Versuchen nur jedes zweite Antikérpermolekil oder noch weniger an
Ferritin gekuppelt. Nur die an Ferritin gekuppelten Antikérper lassen sich im
Elektronenmikroskop indirekt darstellen. Wie dicht die Antikérper in der glo-
meruldren Basalmembran in Wirklichkeit liegen nnd wieviel antigene Determi-
nanten pro Flicheneinheit in der Basalmembran vorhanden sind, kann daher
erst entschieden werden, wenn ferritinmarkiertes ANS-Globulin verwendet
werden kann, das keine ungebundenen Antikérper mehr enthalt.

Zusammenfassung

Globulinfraktionen von Antirattennierenseren (ANS) von der Ente und vom
Kaninchen wurden nach der Methode von SmwvgEr und Scrick (1961) mit Toluol-
2,4-Diisocyanat an Ferritin gekuppelt. Das ungekuppelt gebliebene ANS-Globulin
wurde durch Ultrazentrifugation abgetrennt und die ferritinhaltigen Komponen-
ten, das Conjugat enthaltend, Ratten intravends injiziert.

Ferritinmolekiile fanden sich unter diesen Versuchsbedingungen auf der
endothelialen Seite der glomeruliren Basalmembran angereichert und waren dort
linger als 16 Tage nach der Injektion unverdndert nachzuweisen. Reaktionsort
des nephrotoxischen Antikérpers scheint folglich allein die glomerulire Basal-
membran zu sein. Ein Unterschied in der Lokalisation zwischen Enten- und
Kaninchenantikdrper war nicht zu erkennen. Eine spezifische Bindung des
Antikorpers an Bestandteile angrenzender Zellen war nicht nachzuweisen.

The Site of Reaction of the Nephrotoxic Antibody
Electron Microscopic Localization of the Antibody after Intravenous
Injection of Ferritin-Conjugated Anti-Rat-Kidney Sera
Summary

The globulin fractions of anti-rat-kidney sera (ARK) from duck and rabbit
were conjugated to ferritin with toluene-2,4-diisocyanate after the method of
SiveER and ScHICK. The remaining unconjugated portions of ARK-globulin were
separated by ultracentrifugation. The components containing the ferritin con-
jugate were injected intravenously into rats. Under these test conditions the
ferritin molecules accumulated on the endothelial side of the glomerular basement
membrane and remained there unchanged for more than 16 days. Thus, the site
of reaction of the nephrotoxic antibody seemed to be the basement membrane
alone. There was no difference in the localization between the duck antibody and
that of the rabbit. A specific fixation of the antibodies on the constituents of the
adjoining cells could not be demonstrated.
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