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Als Ursaehe der nephrotoxischen Nephritis wird a]lgemein eine in der Niere 
ablaufende Antigen-AntikSrper-Reaktion angesehen. Immunhistologisch ist beim 
Versuchstier eine Ansammlung des i.v. injizierten heterologen NierenantikSrpers 
entlang der Glomerulumcapillaren nachzuweisen. Der heterologe Antik6rper 
scheint demnaeh vorwiegend an die glomerul/ire Basalmembran gebunden zu 
werden. Das besehr/~nkte Aufl6sungsvermSgen des Fluorescenzmikroskopes 1/tl3t 
jedoeh eine exakte Aussage fiber den genauen Reaktionsort der in vivo ablaufenden 
Antigen-Antik6rper-Reaktion in der Niere nicht zu. 

In der vorliegenden Arbeit wurden die Globulinfraktionen yon Kaninehen- 
antirattennierenserum (Ka-ANS) und Entenantirattennierenserum (E-ANS) naeh 
der Methode von SINGER und SCHICK (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 Antik6rper elektronenmikroskopisch direkt naehgewiesen. 

Ferritin enth/~lt bis zu 23 % seines Troekengewichtes Eisen (GRA~ICK, 1942). 
Der hohe Eisengehalt ermSglieht eine Darstellung der Ferritinmolekiile im 
Elektronenmikroskop (FARRA~T, 1954). Dutch Kupplung yon Ferritin an Anti- 
k6rperglobulin ist es somit m6glich, Antigen-Antik6rperkomplexe elektronen- 
mikroskopisch sichtbar zu maehen (SINGER und Scm:cK, 1961). 

Material und Methoden 
1. Versuchstiere 

Die Versuche wurden an 150 bis 170 g schweren m~nnlichen Wistar-Ratten (Fa. A. Kr~- 
mer, K61n) 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 normMes Globulin gekuppelt worden war. 

2. Ferritin 

(zweimal kristallisiertes Ferritin aus Pferdemilz) bezogen wir vonder Firma Nutritional 
Biochelnieals Corp., Cleveland, Ohio. Der Gehalt an Ferritin wurde photometrisch bei 440 m~ 
bestimmt. Eine O.D. yon 1,0 entsprach einem Ferritingehalt von 0,615 mg/ml (durch N- 
Bestimmung im ~ikrokjeldahl ermittelt, wobei der N-Gehalt des Perritins mit 10% ange- 
nommen wurde). 

* Mit Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft. 
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Da Ferri t inprt tparate noch Cadmium enthalten,  dialysierten wir das Ferri t in zungchst  
unter  5ftereal Wechsel der Dialysefliissigkeit gegen phosphatgepufferte 0,075 m EDTA- 
LSsung (Dinatriumsalz der J~thylendiamintetraessigsgure), um das toxische Cadmium zu 
entfernen (FAeqUHAR U. Mitarb., 1961). Naeh einer ausreichenden Di~lyse wurde das Ferri t in 
yon den Ra t t en  his zu einer Dosis yon 100 mg ohne nennenswerte Nebenwirkungen vertragen. 

Bevor wir das Antik6rperglobulin an Ferri t in kuppelten, t rennten  wir das freie Apo- 
ferritin vom eisenhaltigen Ferri t in dutch mehrmaliges Ultrazentrifugieren ab (KoPP u. Mit- 
arb., 1964). Ferri t inpri iparate enthal ten gewShnlich 20 bis 25% eisenfreies Apoferritin, das 
sich natiirlieh nicht  im Elektronenmikroskop darstellC und daher  fiir die Markierung yon 
AntikSrpern nicht  geeignet ist. 

3. Antiseren 
a) Antirattennierenserum. Die Herstellung der Antirat tennierenseren (ANS) yon der 

Ente  and  yore Kaninchen durch Immunisierung mit  isolierten Rattenglomerula wurde 
bereits an anderer Stelle ngher beschrieben (NAKANOIr und VOG% 1965). 

b) Anti/erritin. Kaninchen erhielten zwei- bis dreimal w6chentlich je 5 mg Ferri t in i.v. 
injiziert, insgesamt 100 bis 150 mg pro Tier. Eine Woche nach der letzten Antigeninjektion 
wurden die Tiere aus der A. carotis en tb lu te t  und das Serum ohne Zusgtze bis zum Gebrauch 
bei - - 2 0 ~  aufgehoben. 

c) Antilcaninchenglobulin. Enten  erhielten zwei- bis dreimal wSchentlieh je 5 mg Kanin-  
chenglobulin i.v. injiziert, insgesamt 150 bis 300 mg pro Tier. Das Antikaninehenglobulin yon 
der Ziege iiberliel~ uns freundlicherweise Herr  Dr. SctrwIcK, Behringwerke, Marburg. 

d) Prgparation der Globulin/ralstionen. Die Globulinfraktionen wurden dutch drei aufeinan- 
derfolgende Fgllungen mi t  gesgttigter AmmoniumsulfatlSsnng gewonnen, wobei einer ersten 
Fiillung bei 50% Ammoniumsulfatsgt t igung zwei weitere Fa.llungen bei 40% S/*ttigung an- 
geschlossen wurden. Nach ausreichender Dialyse gegen physiologische KochsalzlSsung (mit 
einem Tropfen Toluol in der Dialysefliissigkeit zur Vermeidung einer stgrkeren bakteriellen 
Verunreinigung) hoben wir die Globulinfraktionen bis zur baldigen Weiterverarbei tung bei 
4~ im Kiihlraum auf. Die Best immung des Proteingehaltes erfolgte photometrisch bei 
280 mbt. 

g. Kupplung  von AntilcSrperglobulin an Ferritin 
Die Kupplung der ANS-Globulinfraktionen an  Ferri t in fi ihrten wir nach der Methode 

von SINGER und Scn~cx (1961) mit  Toluol-2,4-Diisocyanag (TC) (Fluka A.G., Bachs S.G., 
Schweiz) durch. Der erste Reaktionsschri t t  (Umsetzen des TC mit  Ferri t in bei 40 C im Wasser- 
bad  und 25 bis 30 rain l%iihren je naeh Reaktionsvolumen) konnte  soweit standardisiert  

Abb. 1. Immunelektrophorese eines ungereinigten Ferritin-ANS-Globulin-Conjugates. Oben: Darstellung des 
Ferritins mit einem An~iferritin vom Kaninchen. Unten: Darstellung yon Kaninchenglobulin mit einem Anti- 

kaninchenglobulin yon der Ziege 

werden, dal~ die Ausbeute an gekuppeltem Ferri t in stets um 30 % des gesamten zugegebenen 
Ferri t ins ausmaehte.  Vergleichende Untersuehungen yon Ferr i t inkupplungsprodukten mit  
verschieden hohen Ausbeuten an  Conjugat ha t te  ergeben, daft hohe Ausbeuten yon Nachteil  
sind, da mit  steigendem AusmaB an gekuppeltem Ferri t in ein zunehmender Verlust an  Anti- 
k6rperakt ivi tgt  verbunden ist (VoGT und KoPP, 1965). 

Den Nachweis der gelungenen Kupplung fiihrten wir immunelektrophoretisch (Abb. 1). 
Der Anteil des gekuppelten Ferrit ins wurde nach elektrophoretischer Auftrennung des Kupp-  
lungsproduktes im Agargel und  Aufgrben der ferrit inhaltigen Komponenten  mit  der Berliner- 
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Blau-Reaktion (Abb. 2) densitometrisch (Vit&tron-UniversM-Photometer UFD) bestimmt. 
Hieraus ist bei bekanntem FerritingehMt des Kupplungsproduktes der Anteil des an Ferritin 
gekuppelten Antik6rperglobulins unschwer zu erreehnen (VoGT und Ko~P, 1964). 

Abb. 2. Agargelelektrophoresen eines ungereinigten Kupplungsproduktes. Oben: Anf~rbung mit der Berliner-Blau- 
~eaktion. Unten: Anf~rbung mit Amidoschwarz 

5. Reinigung der Ferritin-ANS-Con]ugate 
Das Kupplungsprodukt enths je naeh Ausbeute an Conjugat einen untersehiedlich 

grogen 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) dutch mehrmMiges Zentrifugieren bei 40000 Upm ffir 2 Std abgetrennt 
werden (Spineo Ultrazentrifuge, Rotor 40). Das ungebundene ANS-Globulin bleibt zum 
grSl~ten Teil im Uberstand und kann dureh Dek~ntieren vom feITitinhMtigen Bodensatz ab- 
getrennt werden. Wir begniigten uns in den vorliegenden Untersuchungen mit einer einmaligen 
Ultrazentrifug~tion, wodurch wir den gr61tten Teil des ungebundenen ANS-Globulins, jedoeh 
nieht Mles, entfernen konnten. 

6. Elelctronenmil~roskopie 
Kleine Stiiekehen der Nierenrinde wurden sofort n~eh dem T6ten der Tiere (Ather) in 

gepufferte 1% 0sOt mit l0 % Saceharose bei Zimmertemperatur fixiert und in Vestopal ein- 
gebettet. Elektronenmikroskopische Aufnahmen an Dfinnschnitten mit einem Siemens- 
Elmiskop I. 

7. Proteinbestimmung im Harn 
Die Gesamtproteinausscheidung im Harn wurde, wie an anderer Stelle bereits beschrieben 

(NAKn~oI~ und VOGT, 1965), mit der Biuretmethode bestimmt. 

8. Immunhi~tologie 
Wir markierten die Globulinfraktionen des Antiferritins vom Kaninchen und des Anti- 

kaninehenglobulins yon der Ente nach den Ang~ben yon N A I ~  (1962) mit Fluoresceiniso- 
thioeyanat (FITC). Zur Entfernung der unspezifisehen Fluorescenz wurden die markierten 
Globulinfraktionen zungchst durch Sephadex G-25 (Pharmaei~ UppsMa) gelfiltriert. Das 
markierte Antikaninchenglobulin war danaeh frei von unspezifiseher :Fluorescenz, wit be- 
nutzten es ohne weitere Reinigung. Beim Antiferritin sehlossen wir naeh der Gelfiltration 
noch eine Chromatographie fiber DEAE-Cellulose (stufenweise Elution mit 0,02, 0,05 und 
0,1 m Phosphatpuffer pH 8,0) an, um die noch vorh&ndenen unspezifisehen t~eaktionen des 
markierten Antiserums vollstgndig zu beseitigen. Das stufenweise eluierte Antiferritin wurde 
in Portionen yon je 2,0 ml aufgefangen und die optimal markierten Fraktionen (gewShnlieh 
bis zu einer Elution yon 0,05 m) gepoolt. 

Nativsehnitte der Nieren zur fluoreseenzmikroskopischen Untersuehung fibersehiehteten 
wit mit den FITC-markierten Antiseren ffir 20 min bei Zimmertemperatur. 
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Ergebnisse 
Mit ungereinigten Ferritin-ANS-Conjugaten gelang es uns nieht, eine wahr- 

nehmbare Lokalisation yon ferritinmarkierten Antik5rpern in der glomeruls 
Basalmembran zu erreiehen. Offensiehtlich war die Menge an ferritinmarkierten 
Antik5rpern, die mit der Basalmembran reagierten, zu gering. Eine wesentliche 
ErhShung der Injektionsmenge an ferritinmarkiertem ANS-Globulin war erst 
m5glieh, naehdem wir das ungebundene ANS-Globulin dureh Ultrazentrifugation 
yon den ferritinhaltigen Komponenten des Kupplungsproduktes abtrennten. 

Abb. 3. Immunhis to log i scher  Nachweis  yon Fer r i t in  24 Std nach  ln j ek t ion  yon fe r r i t inmark ie r t em A~N~S-GlobuIin 
im  Glomerulum.  Vergr.  300fach 

Unter den yon uns gew~thlten Kupplungsbedingungen blieb n~mlich der 
weitaus grSl~te Tell des Antik6rperglobulins immer ungebunden. Das mag folgende 
Uberlegung veranschauliehen: Ferritin und Antik5rperglobulin liegen im Reak- 
tionsgemisch in gleiehen Gewiehtsmengen vor. Im Ferritin-An~ikSrperglobulin- 
Conjugat finden sieh Ferritin und AntikSrperglobulin im molekularen Verhs 
yon 1:1 vor (SI~I RA~ u. Mitarb., 1963). Da das Molekulargewicht yon Ferritin 
750000, das yon Kaninchen y-Globulin jedoeh nur 160000 betrs bedeutet das, 
dal3 selbst bei einer Ausbeute yon 100 % gekuppeltem Ferritin mehr als 75 % des 
zugegebenen AntikSrperglobulins nngekuppelt bleibt. 

Erst  als wit naeh Abtrennen des ungekuppelten ANS-Globulins die Injek- 
tionsmenge an ferritinmarkiertem ANS-Globulin wesentlich erhShen konnten, 
gelang es uns, sowohl immunhistologiseh als aueh elektronenmikroskopisch 
Ferritinmolekfile in den Glomerula naehzuweisen. Immunhistologisch fand sich 
das Ferritin entlang den Capillarschlingen der Glomerula, in ,,capillary pat tern" 
wie es im anglo-amerikanischen Schrifttnm heil3t (Abb. 3). Diese Form der Ab- 
lagerung ist ffir die nephrotoxisehe Nephritis typisch. An gleicher Stelle finder 
man immunhistologisch auch das Entem oder Kaninchenglobulin, wenn man un- 
markiertes Enten- oder Kaninchen-ANS injiziert. Die Fhloreseenz, die wir mit 
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FITC-markier tem Antiferritin oder FITC-markier tem Antikaninchenglobulin 
nach Injektion gereinigter Ferritin-ANS-Con]ugate erhielten, war ira Vergleieh 
zu der Fluoreseenz, die wir nach Injektion nephritisauslSsender ANS-Dosen 
erzielten, recht sehwach. 

Wie welter unten ausgeffihrt wird, ist das auf einen untersehiedlichen Anti- 
kSrpergehalt zuriickzuffihren. Hiermit  in Ubereinstimmung, gelang es uns bisher 
aueh noeh nicht, mit  gereinigtem ferrit inmarkiertem ANS-Globulin eine Nephritis 
auszul6sen. 

Abb. 4a. Ausschnitt aus einer Olomerulumschlinge 24 Std nach Injektion yon ferritinmarkiertern Enten-ANS- 
Globulin (injizierte Ferritinmenge 20 mg). Ferritinablagerung in der endothelialen Seite der Basalraembran (B). 

E Endothel, 2) Deckzellausl~ufer, K Kapselraum, L Capillarlumen. Vergr. 105000fach 

Wir injizierten einzelnen t~atten gereinigte Conjugate, die bis zu 24 mg Ferri- 
tin enthielten. Das entspraeh bei der von uns angestrebten Ausbeute yon 30 % 
gekuppe]tem Ferritin etwa 8 mg an Globulin gekuppeltem Ferritin. Bei einem 
molekularen Verhi~ltnis yon 1 : 1 fiir Ferritin und AntikSrperglobulin ira Conjugat 
(S~I gA~  u. Mitarb., 1963) waren an diese 8 mg Ferritin etwa 1,7 mg ANS- 
Globulin gebunden. Das reichte aber nieht aus, um eine Nephritis zu erzeugen. 
Von den verschiedenen ANS-Globulinlraktionen, die wir zur Kupplung an Ferritin 
verwandten, benStigten wit 5 bis 25 mg Protein, um eine Nephritis auszulSsen. 
Usa also mit  ferrit inmarkiertem ANS-Globulin eine Nephritis auslSsen zu kSnnen, 
hgtten wir nach dieser •berlegung mehr als die 5fache Menge an gereinigtem 
Conjugat injizieren miissen. 
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Beriicksichtigt man noeh, da[3 durch die Kupplung an Ferritin ein Tell der 
AntikSrperaktivitat  verlorengeht (VoGT und Ko~P, 1965), so lagen die yon uns 
applizierten Mengen weir unter der Mindestmenge, die eine Nephritis auszulSsen 
ims~ande war. Wenn wir auch keine Nephritis auslSsen konnten, so reichte die 
applizierte Menge an gereinigtem ferri t inmarkiertem ANS-Globulin in vielen 
Fallen aus, um in der glomerulgren Basalmembran fixierte ferritinmarkierte 
AntikSrper und somit aueh den Reaktionsort  des nephrotoxisehen AntikSrpers im 
Elektronenmikroskop darstellen zu kSnnen. 

Abb. 4b. Ausschnitt aus einer CTlomerulumschlinge, dasselbe Glomerulum wie in Abb. 4~. Angedeutete Ultra- 
struktur einiger Ferritinmolekfile mit  deutlicher Ausbildung der typischen Eckpunkte. Bezeichnung wie in Abb. 4 a. 

u 140 000fach 

Abb. r c. Ausschnitt aus einer Glomerulumschlinge 24 Std nach Applikation yon ferritinmarkiertem Xaninchen- 
ANS-Globulin (injizierte Ferritinmenge 10 rag). Ausgeprggte, jedoch mehr fleckfSrmige Ferritin~blagerung in der 
:Basalmembran mit  deutlicher Bevorzugung der endotheliaIen Seite. ]3ezeichnung wie in Abb. 4 a. Vergr. 105000fach 

Abb. ~d. Ausschnitt einer Glomerulumschlinge 16 Tage nach lnjektion Yon ferritinmarkiertem Enten-A~S- 
Globulin (20 rag injiziertes Ferritin). Immer  noch in der endothelialen Basalmembran nachweisbare tixierte 

Ferritinmolekfile. Bezeichnung wie in Abb. 4a. Vergr. 105000fach 

Bei den Tieren, bei denen es uns gelang, immunhistologiseh Ferritin in ,,capil- 
lary pat tern" ,  also entlang den glomerulgren Capillarsehlingen, naehzuweisen, 
fanden wir aueh ausnahmslos bei der elektronenmikroskopisehen Untersuehung 
Ferritinmolek/ile in der Basalmembran lokalisiert (Abb. ~a, b, e und d). 

Diese Ferrit inmarkierung betraf in allen untersuehten Stadien (24 Std bis 
16 Tage naeh Applikation) ganz bevorzugt den endothelialen Teil der Basal- 
membran.  Nur selten reiehte die Ferritinahlagerung bis in die Lamina densa 
hinein. Die fiir gew6hnlieh zu heobaehtende Dreisehiehtung der Basalmembran 
ist in unseren Bildbelegen wegen der unterlassenen Kontrastierung nieht zu sehen. 
Wir vermieden es, unsere Sehnitte mit  Sehwermetallen zu kontrastieren, um Arte- 
fakte zu vermeiden. 
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Die bevorzugte Ablagerung der Ferritinmolekfile auf der endothelialen Seite 
war in den peripheren Teilen der Sehlingenbfindel stets unverkennbar.  In  den 
mesangiumnahen Abschnitten und an den Umschlagstellen der Basalmembran 
war diese Art der Lagerung nieht immer so ausgesprochen. In  den mesangium- 
nahen Schlingenanteilen fand sich manchmal eine mehr fleckfSrmige Anhgufung 
yon Ferritin, wi~hrend in den fibrigen Abschnitten der Glomerula die Ferritin- 
molekfile eher diffus in der endothelialen Basalmembran verstreut  lugen. 

Abb. 5. Ausschnitt aus einer Glomerulumschlinge 14 Tage nach Gabe yon 50 mg Ferritin. ~rei im Endothel- und 
Deckzellencytoplasmu liegende Ferritinmolekfile ( ~ ) .  Die Basahnembran frei yon ~erritin. Bezeichnung wie in 

Abb. 4a. Vergr. 1050O0fach 

Die Lage der in der Basalmembran fixierten Ferritinmolekfile war 16 Tage 
nach der Injektion yon ferrit inmarkiertem ANS-Globulin unver~ndert (Abb. 44). 
Eine wesent]iche Verringerung der Ferritinmolekiile war nach dieser Versuchs- 
dauer noch nicht festzustellen. 

Ferritinmarkiertes ANS yore Kaninchen und yon der Ente fiihrten gleicher- 
mai~en zu einer Ansammlung yon Ferritinmolekfilen auf der endothe]ialen Seite 
der glomerul~ren Basalmembran (Abb. 4a  und e). 

Zu einer Fixierung yon Ferritinmolekfilen in der Basalmembran kam es 
dagegen nicht, wenn den Rat ten  lediglich Ferrit~n oder an normales Globulin 
(ohne AntikSrperaktivit~tt) gekuppe]tes Ferritin injiziert worden war. GewShnlich 
injizierten wir dabei den Kontrolltieren doppelt so hohe Ferritinmengen wie den 
eigentlichen Versuchstieren. Weite Strecken der Basalmembran waren bei den 
Kontrollrat ten stets vSllig frei von Ferritinmolekfilen. Nut  ganz selten fanden 
wir in der glomerul~ren Basalmembran einzelne Ferritinmolekfile, offensichtlich 
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Naehz/igler, die beim Passieren der Basalmembran angetroffen wurden. Solehe 
einzelnen Ferritinmolekfile fanden sich in allen Sehichten der Basalmembran, 
eine bevorzugte Lokalisation auf der endothelialen Seite war jedenfalls nieht 
festzustellen. 

Gegenfiber der eindeutig spezifisehen Fixierung yon Ferritin in der endo- 
thelialen Basalmembran naeh Injektion yon ferrit inmarkiertem ANS-Globulin 
waren keine greifbaren Untersehiede in der Ablagerung von Ferritin in cellul/tren 
Bestandteilen der Glomerula festznstellen. Sowohl bei den Tieren, denen wir 

Abb. 6. Ausschnitt aus einer glomerui~ren ]~ndothelzelle 24 Std nach i.v. Gabe yon ferritinmarkiertem ]~ngen- 
ANS-Globulin (24 mg injiziertes Ferritin). Ferritinablagerung in der Basalmembran und ira Cytoplasma einer 
Endothelzelle. Die Ferritinmolekfile im Cytoplasma sind nicht an Strukturen gebunden. Bezeichnung wie in 

Abb. 4a. Yergr. 105 000fach 

ferritinmarkiertes ANS injiziert hatten, als aueh bei den Ratten,  die Ferritin oder 
an normales Globulin gekuppeltes Ferritin injiziert bekommen hatten,  fanden sieh 
in allen Staclien Ferritinmolekfile frei im Cytoplasma sowie in Phagosomen yon 
Endothel-, Epithel- und Mesangiumzellen (Abb. 5--7).  Bei kurzen Versuehszeiten 
sah man das Ferritin vorwiegend frei im Cytoplasma, teils in kleinen, dem endo- 
plasmatischen Retieulum zugeh6rigen B]gsehen und Sehl~uehen, mit  zunehmen- 
der Versuchsdauer vorwiegend in Phagosomen, d.h. in membranbegrenzten 
Cytoplasmaeinschlfissen. Die Endothel- und MesangiumzeIlen enthielten mehr 
Ferritin als die Epithelzellen. Viele Zellen waren jedoch stets v5llig frei yon 
Ferritin. 

Verst/mdlieherweise galt unser Hauptaugenmerk der elektronenmikroskopi- 
sehen Untersuehung der Glomerula. Soviel 1/~Bt sieh jedoeh sagen, dag die tu- 
bulgre Bas~lmembran regelmgBig frei von Ferritin war. I m  Epithel der gewunde- 
nen Harnkan~lchen waren wie in den Zellen der Glomerula naeh Applikation 
yon Ferritin und yon ferri t inmarkiertem ANS-Globulin ferritinhaltige Phago- 
somen anzutreffen. 



348 A .  VOGT, 1~. CA]~SAR und J. Mi)LL~: 

Sowohl bei den liehtmikroskopischen Untersuchungen als auch bei den 
elektronenmikroskopisehen Beobaehtungen zeigten sich in den Glomernl~ keine 
Abweiehungen yon der normalen Struktur, insbesondere fanden sieh in den 
Glomerula keine signifikanten prolfferativen Ver/~nderungen am Endothel oder 
an den Mesangiumzellen, die fiir eine floride Glomerulonephritis gesprochen 
hgtten. Dementspreehend beobaehteten wir bei keinem Tier naeh Injektion yon 
ferritinmarkiertem ANS-Globulin eine Proteinurie. 

Abb. 7. Ausschnitt  einer glomerul~ren Endothelzelle 24 Std nach i.v. Applikation yon 50 mg Ferritin. Ferritin- 
~bl~gerung itt Ph~gosomen (P) und Umgebang.  R endopla,smutisches tl~eticulum. Vergr. 105000f~ch 

Diskussion 

Ferritinmarkierte Antik6rper sind zum Naehweis verschiedener Antigene, vor 
allem yon Viren (MoI~GAN U. Mitarb., 1962), mit Erfolg benutzt worden. Die 
Anwendung dieser Methode zum Nachweis yon Oberfl'~chenantigenen bereitet 
keine besonderen Schwierigkeiten, da das Antigen hierbei vor der weiteren Ver- 
arbeitung ftir die Elektronenmikroskopie mit den ferritinmarkierten Antik6rpern 
zusammengebracht werden kann. 

Anders ist es jedoeh, wenn man Antigen-AntikSrper-I{eaktionen im tierischen 
Gewebe nachweisen will. Das setzt Fixierungsmethoden voraus, die die Fein- 
struktur des Gewebes erhalten, ohne die F/~higkeit des Antigens zu vermindern, 
mit ferritinmarkierten Antik6rpern zu reagieren. D~ die intakte Zellmembran 
ffir den Antik6rper nieht durchlgssig ist, kann zum Naehweis intraeellul/~r ge- 
legener Antigene auf eine vorherige Fixierung nieht verziehtet werden. Die fiir 
elektronenmikroskopisehe Untersuehungen gebr~uehliehe Fixierung mit Osmium- 
s~ure ist leider ungeeignet, da hierbei die Antigenit~t vollst~ndig verlorengeht. 
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A ~ D ~ s  u. Mitarb. (1962) benutzten ferritinmarkiertes Antikaninchenglobu- 
lin yon der Ente zum in vitro-Naehweis yon intraven6s injiziertem unmarkier~em 
Kaninehen-ANS. Sie halten eine kurze Fixierung kleiner Gewebsstfiekchen in 
neutralem Formalin ffir geeignet. Uber gute Ergebnisse mit  einer kurzen Forma- 
linfixierung berichtet aueh METZGE~ und S~IT~ (1962). Die Vorfixierung mit  
gepuffertem Formalin ist aber naeh unseren Erfahrungen nieht ohne Problematik. 
Proteinantigene in Kryostatsehni t ten und Gewebezellkulturen werden schon 
innerhalb weniger 3/Iinuten aueh durch niedrige Formalinkonzentrationen und 
selbst in der K/~lte vSllig zerst6rt. Es empfiehlt sieh daher bei diesem Vorgehen, 
mit  fluoreseeinmarkierten Antik6rpern zu prfifen, ob die Antigenit~t tats/iehlich 
noch erhalten geblieben ist oder nicht. A~H~LGE~ U. Mitarb. (1963) untersuchten 
Nieren yon Kaninehen, denen sie i.v. ein ANS vom I tuhn  injiziert hatten, mit  
ferri t inmarkiertem Antihfihnerglobulin vom Kaninehen ebenfalls in vitro. Sie 
zogen es aber vor, unfixierte Stfiekchen der Niere in dem ferritinmarkierten 
Antihiihnerglobulin zu suspendieren und schlossen danaeh sofort eine Osmium- 
fixierung an. 

Beide Arbeitsgruppen fanden bei diesem in vitro-Vorgehen Ferritinmolekfile 
sowohl in der glomerulgren Basalmembran,  dem erwarteten Reaktionsort,  
als auch im Cytoplasma der angrenzenden Endo- nnd Epithelzellen diffus ver- 
streut, wobei die Ferritinmolektile in der Basalmembran meistens diehter lagen 
als innerhalb der Zellen. ARH~LGE~ U. Mitarb. (1963) betonen eine bevorzugte 
Lokalisation der Ferritinmolek~le in den weniger diehten Zonen der Basal- 
membran beiderseits der Lamina densa. AND~ES U. Mitarb. (1962) beschreiben 
dagegen eine mehr diffuse Markierung der Basalmembran.  

Beide Arbeitsgruppen kommen auf Grund ihrer Befunde zu dem SehlnB, dab 
der nephrotoxische AntikSrper nieht nur mit  der glomeruls Basalmembran 
reagiert, sondern sich auBerdem spezifiseh an Bestandteile des Cytoplasmas der 
angrenzenden Zellen binder. 

In  geringerem Umfang fanden A~D~v,s u. Mitarb. (1962) sowie aueh A~It~L- 
GER u. Mitarb. (1963) Ferritin, wie die Autoren annahmen, unspezifiseh fiber die 
gesamte Niere verteilt. Ffir diesen Befund haben die Autoren keine Erkl~trung. 

Bei der in vitro-Versuehsanordnung seheint die Gefahr der unspezffisehen An- 
lagerung yon Ferritin sehr groB zu sein (RYs~R, 1962). Wir zogen es deshalb vor, 
den ferritinmarkierten Antik6rper intravenSs zu injizieren. AmIELGE~ U. Mitarb. 
(1963) erwghnen fibrigens in ihrer Arbeit, dal3 es ihnen nicht gelang, eine spezifi- 
sehe Lokalisation naeh i.v. Injektion yon ferrit inmarkiertem ANS-Globulin zu 
erhalten, obwohl sie ihrer Meinung naeh grol3e Mengen verabfolgten. 

Der in vivo-Naehweis des nephrotoxischen Antik6rpers ist jedoch elektronen- 
mikroskopiseh m6glieh, wie wit zeigen konnten. Voraussetzung ist die Applikation 
einer genfigend groBen ferrit inmarkierten AntikSrpermenge. Ungekuppeltes 
Ferritin st6rt den Naehweis nieht, da es sehnell dureh die Nieren ausgesehieden 
wird. Intraven6s injiziertes natives Ferritin hat  sehon naeh wenigen Stunden die 
glomerul/~re Basalmembran passiert. Das trifft sowohl ffir die normale als auch 
ffir die aminonueleosidnephrotische g a t t e  zu (FARQU~A~ u. Mitarb., 1961; 
FA~QU~AR und PALADE, 1961; MrLLEa und PALADE, 1964). Wohl kommt  es 
vorfibergehend zu einem gewissen Aufstau vor der endothelialen Seite der Basal- 
membran,  da der Durchtr i t t  dutch die diehtere Basalmembransubstanz eine 
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gewisse Zeit in Anspruch nimmt, zu einer Fixierung yon Ferritinmolekfilen in der 
glomerul/iren Basalmembran kommt  es aber nicht. Aueh Ferritin, das an sero- 
logiseh inaktives ~-Globulin gekuppelt  worden ist, wird dureh die Niere ausge- 
sehieden, ohne in der Basalmembran hs Dabei ist erwghnenswert, 
dab ein geringer Tell des Ferritins und ferritinmarkierten Globulins nieht direkt 
auf die Basalmembran trifft, sondern yon Endothelzellen dureh Pinoeytose auf- 
genommen wird. Ferritin wird, wie jedes heterologe Protein, das dureh die Niere 
ausgesehieden wird, im Cytoplasma yon Endo-, Epithel- und vor allem yon 
Mesangiumzellen in Phagosomen angereiehert (Fa~Qu~AR u. Mitarb., 1961; 
MIMJER und PALADE, 1964). Nach nnseren Befunden bleiben auch Ferritin- 
molekiile in einzelnen Zellen fiber ls Zeit im Cytoplasma verstreut  liegen. 
Zwisehen den Versuehstieren und den Kontrolltieren war dabei weder ein quanti- 
tat iver noeh ein qualitativer Untersehied im Ferritingehalt der Zellen im Glome- 
rulum zu erkennen. Mit den spezffisehen Reaktionsorten des nephrotoxisehen Anti- 
kSrpers hat  die Ferrit inansammlung innerhMb yon Zetlen daher wahrseheinlieh 
niehts zu tun. Am ehesten mug man diese Ablagerung wohl mit  I~esorptionsvor- 
g/~ngen in Zusammenhang bringen. Da im fibrigen viele Endo- und Epithelzellen 
v611ig frei yon Ferritin bleiben, sind die elektronenmikroskopisehen Verh/iltnisse 
naeh intraven6ser Injektion des ferritinmarkierten ANS-Globulins viel iibersieht- 
lieher als bei einer in vitro-Versuehsanordnung. So ist es aueh nieht verwunderlieh, 
daft unsere Ergebnisse yon den in vitro erhobenen Befunden etwas abweiehen. 
Entgegen der Vorstellnng yon A~D~ES u. Mitarb. (1962) sowie von A~HELG~g U. 
Mitarb. (1963) maehen unsere Ergebnisse eine spezifisehe Reaktion des nephro- 
toxisehen Antik6rpers mit  Cytoplasmabestandteilen der an die glomerul/~re 
Basalmembran angrenzenden Zellen sehr unwahrseheinlieh. Alleiniger Reaktions- 
oft seheint die glomerulgre Basalmembran zu sein. Der nephrotoxisehe Anti- 
k6rper wird dabei anseheinend weder diffus in der gesamten Basalmembran ab- 
gelagert, noeh finder er sieh beiderseits der Lamina densa angereiehert (AgI~EL- 
G~R U. Mitarb., 1963), sondern er wird ganz eindeutig bevorzugt an der endothelia- 
len Seite der Basalmembran fixiert. Die bevorzugte Bindung des nephrotoxisehen 
AntikSrpers auf der endothelialen Seite der glomeruls Basalmembran ist 
verst/~ndtieh, wenn man sieh einmal fiberlegt, welehen Weg tin heterologes 
Protein nimmt,  das dutch die Nieren ausgesehieden wird. Der i.v. injizierte 
ferritinmarkierte Antik6rper trifft  vom Lumen der Glomerumeapillaren kommend. 
normalerweise dureh die Endothelporen auf die glomerul/~re Basalmembran. 
Sobald der markierte Antik6rper nun in der Basalmembran auf eine korrespon- 
dierende antigene Determinante trifft, wird er daran spezffiseh gebunden und so 
an ctieser Stelle fixiert bleiben. Es leuehtet ein, dab dies mat gr6gter Wahrsehein- 
liehkeit znn~ehst an der endothelialen Seite der glomerul/~ren Basalmembran 
eintritt. Erst  wenn hier alle t~eaktionspl~tze besetzt sind, werden naehfolgende 
Antik6rpermolekfile welter in die Basalmembran eindringen, bis sie auf noeh un- 
besetzte determinante Gruppen treffen. 

Wie weir die glomerul/~re Basalmembran yon Antik6rpern besetzt sein muB, 
damit  es zu einer Nephritis kommt,  k6nnen wir aus unseren Befunden nieht 
sehlieBen, da wit nut  eine relativ geringe lV[enge an Antik6rpern applizieren konn- 
ten. Wie wit sehon ausfilhrten, waren die verabfolgten Mengen yon ferritin- 
markiertem ANS-Globulin weder in der Lage, eine Proteinurie herbeizuffihren, 
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noch vcrmochten sie erkennbare morphologische Verhnderungcn im Glomerulum 
hervorzurufen. 

Da die Reinigung dcr ferritinmarkierten Globulinfraktionen unvollst~ndig 
war, k6nncn die elektronenmikroskopischen Befunde auch kein zutreffendes Bild 
fiber die Anzahl und Dichte der Reaktionsplatze des nephrotoxischen Anti- 
kSrpers innerhalb der glomerul/~ren Basalmembran geben. M6glieherweise waren 
in unseren Versuchen nut  jedes zweite Antik6rpermolekfil oder noch weniger an 
Ferritin gekuppelt. Nut  die an Ferritin gekuppelten AntikSrper lassen sich im 
Elektronenmikroskop indirekt darstellen. Wie dicht die Antik6rper in der glo- 
merul~ren Basalmembran in Wirkliehkeit liegen und wieviel antigene Determi- 
nanten pro Fl~cheneinheit in der Basalmembran vorhanden sind, kann daher 
erst entschicden werden, wenn ferritinmarkicrtes ANS-Globulin verwendet 
werden kann, das keine ungcbundcnen AntikSrpcr mehr enth/ilt. 

Zusammenfassung 
Globnlinfraktionen yon Antirattennierenscren (ANS) yon der Ente und yore 

Kaninchen wurden nach der Methode yon SI~]~g und SCgICK (t961) mit Toluol- 
2,4-Diisocyanat an Ferritin gekuppelt. Das ungekuppelt geblicbene ANS-Globulin 
wurde durch Ultrazentrifugation abgetrennt und die ferritinhMtigen Komponen- 
ten, das Conjugat enthaltend, I%atten intravcn6s injiziert. 

Ferritinmolek/ile fanden sich unter diesen Versuchsbedingungen auf der 
endothelialen Seite der glomerutgren Basalmembran angereichert und waren dort  
1/tnger als 16 Tage nach der Injektion unver/~ndert nachzuweiscn. Reaktionsort 
des nephrotoxischen AntikSrpers scheint folglich allein die glomerul/~re Basal- 
membran zu sein. Ein Unterschied in der Lokalisation zwischen Entcn- und 
KaninchenantikSrper war nicht zu erkennen. Eine spezifischc Bindung des 
AntikSrpers an Bestandtefie angrcnzender Zellen war nicht nachzuweiscn. 

The Site of Reaction of the Nephrotoxic Antibody 
Electron Microscopic Localization of the Antibody after Intravenous 

Injection of Ferritin-eonjugatcd Anti-Rat.Kidney Sera 
Summary 

The globulin fractions of anti-rat-kidney sera (ARK) from duck and rabbit 
were conjugafed to ferritin with to[uene-2,4-diisoeyanate after the method of 
SI~GEI~ and SCgICK. The remaining unconjugated portions of AlaN-globulin were 
separated by ultracentrifugation. The components containing the ferritin con- 
jugate were injected intravenously into rags. 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 nephrotoxie 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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