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Experimental Glomerulonephritis and Glomerulonephrosis in Mice Induced by
Repeated Injections of Egg Albumin

A Light-, Fluorescence- and Electron-Microscopic Study

Summary. The types of glomerular alterations in mice after repeated intraperitoneal
injections of egg albumin over several weeks are studied. The application of different amounts
of this foreign protein results either in glomerulonephritis or glomerulonephrosis, antigen-
antibody complexes apparently being in any case the leading pathogenic factor. The resulting
glomerular alterations, in relation to presumably different compositions of the antigen-
antibody complexes, are discussed. An incomplete immunologic unresponisveness after great
amounts of egg albumin seems to modify the composition of the antigen-antibody complexes
in such a way that there appears the picture of a glomerulonephrosis.

Zusammenfassung. Tagliche intraperitoneale Injektionen von Ovalbumin iiber mehrere
Wochen fithren bei der Maus zu Glomerulumverdnderungen, die — in Abhéngickeit von der
Dosis des applizierten Fremdeiweilles —, einer Glomerulonephritis oder einer Glomerulo-
nephrose entsprechen. Dabei scheinen zirkulierende Antigen-Antikérper-Komplexe (AAK),
die sich in den Glomerula niederschlagen, den pathogenetisch wichtigsten Faktor darzustellen.
Das Spektrum der morphologischen Befunde diirfte durch Unterschiede in der Zusammen-
setzung der jeweiligen AAK bedingt sein. Diese wird nach Applikation relativ hoher Ovalbumin-
dosen. durch das Auftreten einer partiellen Immunparalyse offenbar soweit versindert, daf
das Bild einer Glomerulonephrose resultiert.

Einleitung

Experimentelle Glomerulonephritiden, im Rahmen einer Serumkrankheit durch
ein- oder mehrmalige Applikation eines Fremdeiweiles induziert, wurden in den
letzten Jahren als eines der moglichen Modelle fir die entsprechende Erkrankung
des Menschen intensiv untersucht (McCruskey, 1965; MELLoRrs, 1966). Die
morphologischen Veréinderungen scheinen aber dabei nicht immer dem Befund
einer echten Glomerulonephritis zu entsprechen (ZorLINGER, 1966). Monatelange,
zweimal wochentliche Injektion grofer Mengen nativen Schweinesernms fithrten
beim Kaninchen gar zum lichtoptischen Bild einer Glomerulonephrose (ZOLLINGER,
1945), also einer doppelseitigen, nicht vasculér und auch nicht eindeutig entziind-
lich bedingten Glomerulumalteration (ZOoLLINGER, 1966). Da bisher nur Ergebnisse
iber glomerulére Verdnderungen im Rahmen einer Serumkrankheit beim Kanin-
chen vorliegen (McCruskry, 1965), fithrten wir entsprechende Untersuchungen
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an einer anderen Tierspecies, der Maus, durch. Statt der meist verwandten
Serumfraktionen des Rindes beniitzten wir Ovalbumin als Fremdeiwei3. Dieses
applizierten wir wiederholt und bei den einzelnen Versuchsgruppen in unter-
schiedlicher Dosierung.

Material und Methodik

1. Versuchstiere: Mannliche, 10 Wochen alte CFl-MAuse, Gewicht: 35—45 g. Insgesamt
standen 65 Tiere im Versuch. Berichtet wird hier nur iiber Beobachtungen an zwei Versuchs-
gruppen von je 10 Tieren und 10 Kontrollmausen.

2. Injektionsgut: Kristallisiertes Ovalbumin (Serva, Heidelberg) in einer Konzentration
von 1% (10 mg-Gruppe) resp. 5% (100 mg-Gruppe) in gepufferter, physiologischer steriler
Kochsalzlosung. Beim Ansatz Filtration durch ,,Millipore*-Bakterienfilter. Sterile Auf-
bewahrung bei —20° C.

3. Injektionsart und -rhythmus, Versuchsgruppen: Intraperitoneal. 24 Injektionen iiber
4 Wochen verteilt (Détails s. Abb. 1). a) 10 mg-Gruppe: 10 mg Ovalbumin =1 ml der 1 %igen
Losung pro Dosis; b) 100 mg-Gruppe: 100 mg Ovalbumin=2m] der 5%igen Losung pro
Dosis; ¢) Kontrolltiere: Keinerlei intraperitoneale Injektionen.

4. Proteinbestimmungen im Harn: 1—2mal pro Woche in Stoffwechselkifigen fiir 24 Std.
Bestimmung nach EsBacH. Statistische Auswertung der Resultate mit Hilfe des nonpara-
metrischen Walsh-Tests. Zudem wurden Teile einzelner Proben eingeengt und mittels Agar
Gel Elektrophorese auf Fraktionen hin untersucht.

5. Verarbeitung am Versuchsende: Dekapitation 48 Std nach letzter Ovalbumininjektion.
a) Immunfluorescenz. Antiseren: Fluoresceinisothiocyanatmarkierte Globulinfraktionen eines
Antiserums vom Kaninchen gegen Mausglobulin resp. gegen Ovalbumin. Die Seren wurden
von der Nutritional Biochemicals Corporation (Cleveland, Ohio) bezogen und gegen 0,02 M
Phosphatpuffer (4° C, pH 8, 16 Std) dialysiert, anschliefend, zur Entfernung unspezifischer
Fluorescenz, stufenweise iiber Deae-Cellulose mit Phosphatpuffern verschiedener Molaritét
(0,02-—0,15 M) chromatographiert. Die so gewonnenen einzelnen Fraktionen wurden an
Nieren eines erkrankten Versuchstiers und einer Kontrolle getestet, bei Brauchbarkeit gepoolt
und, in Einzelproben aufgeteilt, bei —20°C bis zum Gebrauch aufbewahrt. Untersucht
wurden acetonfixierte Kryostatschnitte von Nieren, Leber und Milz. Technik s. Voot et al.
(1966)1. Zu Kontrollzwecken wurden auf zwei Versuchstiere jeweils ein Kontrolltier mitver-
arbeitet, ferner zusitzlich Kryostatschnitte simtlicher Tiere mit einem markierten Antiserum
vom Schaf gegen Kaninchenglobulin (Labor P. D. Dr. Vogr, Hygiene-Institut, Freiburg i. Br.)
iberschichtet und beurteilt. Diese Kontrollen waren stets negativ. b) Lichtmikroskopie:
Formalinfixierte Paraffinschnitte von Nieren, Leber, Milz und Wirbelssulenmark. Farbungen:
HE, PAS, Chromotrop-Anilinblau (CAB), Mallory-PTAH. Berichtet wird lediglich iber die
Nierenbefunde. ¢) Semidiinnschnitte und Elektronenmikroskopie: Fixation kleiner Nieren-
rindenbléckchen in 1 %igem OsO, (Kalium-Phosphatpuffer, 40 C, pH 7.4, 2 Std). Entwiisserung
iiber die aufsteigende Alkoholreihe, Einbettung in Epon. Féirbung von Semidinnschnitten
(ca. 1 p) fiir die Lichtmikroskopie mit Azur-Methylenblau oder Silber-Methenamin. Kontra-
stierung der Ultradiinnschnitte mit Bleihydroxyd oder kombiniert mit Uranylacetat und
Bleicitrat. Elektronenmikroskop: Zeiss EM 9.

Ergebnisse
Die Darstellung der Befunde erfolgt fur die beiden Versuchsgruppen getrennt.
Auf Beobachtungen an Kontrolltieren wird nur eingegangen, wenn dies fiir die
Diskussion unerldfllich scheint.
1. 10 mg-Gruppe
@) Proteinurie. Abgesehen von einem leichten, nicht signifikanten Anstieg
nach der 1. Ovalbumininjektion bewegt sich die 24 Std-Proteinurie wihrend

1 Herrn Priv.-Dozent Dr. A. Voar, Hygiene-Institut der Universitét Freiburg i. Br., sowie
Herrn Dr. K. Kozmva sind wir fir Rat und vielfdltige Hilfe zu groBtem Dank verpilichtet.
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20 Tagen des Versuches im Normalbereich. Danach tritt eine rasch progressive
pathologische Eiweillausscheidung auf, die am Versuchsende bei iiber 60% der
Tiere gegeniiber der Norm signifikante Werte (p=<0,01) erreicht (Abb. 1). Elektro-
phoretisch scheint es sich dabei hauptsichlich um einen vermehrten Verlust
wirtseigener Proteine zu handeln, wahrend Ovalbumin nicht oder nur in kleinsten
Spuren nachgewiesen werden kann.

b) Immunfluorescenz. Bei sdmtlichen Tieren finden sich immunhistologisch
Ovalbumin und Mausglobulin in jeweils identischer Lokalisation und Ausdehnung
im Bereiche der Glomerula. Dabei ist stets das Mesangium diffus oder fleckférmig
betroffen (Abb. 2a und b). Bei Tieren mit schwerer Proteinurie am Versuchsende
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Abb. 1. Verlauf der (Gesamt-)Proteinurie (24 Std-Werte) in den beiden Versuchsgruppen.

Anufgetragen sind Mittelwert und Standardabweichungen: 10 mg-Gruppe = gestrichelte Linie,

Mittelwerte mit ©, 100 mg-Gruppe = ausgezogene Linie, Mittelwerte mit e bezeichnet. Das

graue Feld entspricht der Tagesproteinurie bei normalen minnlichen Kontrollméusen. Jeder

Pfeil (am oberen Rand) entspricht einer intraperitonealen Injektion von 10 resp. 100 mg
Ovalbumin

lagsen sich Ovalbumin und Mausglobulin zudem auch in der Peripherie der
Glomerulumschlingen nachweisen. Restliches Nierengewebe sowie Leber und
Milz sind negativ.

¢) Lichtmikroskopie (Paraffin- und Semidiinnschnitte). In den durchwegs ver-
groBerten Glomerula sdmtlicher Tiere fallt eine herdférmige oder diffuse Ver-
breiterung der mesangialen Achsen auf (Abb. 2¢). Diese Verdnderung ist einerseits
durch eine Schwellung und Vermehrung der intracapilliren Elemente (= Endo-
thel- und Mesangiumzellen), vor allem der Mesangiumzellen, bedingt, wobei da
und dort auch polynucledre Leukocyten anzutreffen sind. Andererseits 148t sich
zwischen den Mesangiumzellen massenhaft silberpositives, filigranartig an-
geordnetes Material nachweisen, das sich rein férberisch von der iiblichen mes-
angialen Matrix (m.M., Literatur und Synonyma s. ZorrLiNgEr, 1966) nicht
unterscheidet (Abb. 2¢). Bei Tieren mit deutlich pathologischer Proteinurie am
Versuchsende erweist sich zudem auch die periphere Basalmembran als verdndert.
Sie verlauft streckenweise unregelmilBig gewellt und erscheint herdférmig ver-
dickt (Abb. 2¢). Daneben trifft man innerhalb der Capillarlumina bisweilen auf
feine strichformige Gebilde (Abb. 2¢). Bei einem Tier ist die Mehrzahl der Glome-
rulumschlingen durch Fibrinmassen verlegt, wobei diese auch auf die mesangiale
Achse fibergreifen. In den tibrigen Nephronabschnitten sind bei pathologischer
Proteinurie Zylinder in den Lumina von Mittelstiicken und Sammelrohren, ferner
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vermehrt PAS-positive Tropfen im Bereich der Hauptstickepithelien zu sehen.
Interstitium und GefdBe erscheinen nicht verindert.

d ) Elektronenmikroskopie. Wiederum lassen sich Veranderungen im Bereiche des
Mesangiums, der peripheren Basalmembran und der Capillarlunina unterscheiden :

Abb. 2a—ec. 10 mg-Gruppe. a Immunhistologischer Nachweis von Ovalbumin in einem
Glomerulum. Vorwiegend mesangjale Lokalisation, an einer Stelle iibergreifend auf die
periphere Basalmembran (Pfeil) 200x. b Entsprechender Nachweis von Mausglobulin.
Lokalisation wie a. ¢ Semidiinnschnitt. Silberimpragnation. Schwellung und Proliferation
der intracapilliren Elemente, vor allem der Mesangiumzellen. Massenhaft filigranartiges
Material () im Bereiche der verbreiterten Lobulusachsen. UnregelméfBiger Verlauf und
herdférmige Verdickung der peripheren Basalmembran (groBe Pleile). Intracapillir: Vereinzelt
strichférmiges Material = Fibrin (kleine Pfeile) 740 X

Die Schwellung und Vermehrung der Mesangium- und Endothelzellen lassen
sich bestatigen, ohne dall dabei ultrastrukturell wesentlich nene Befunde hervor-
zuheben wiren. Die cytoplasmatische Schwellung der beiden Zelltypen dullert
sich in einer Vermehrung relativ organellenarmer Bezirke und ist bei den Endothel-
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zellen vor allem perinucledr ausgepragt. Die zwischen die intracapilliren Zellen
infiltrierten polynucledren Leukocyten weisen oft Zeichen der Degradation in
Form deutlich vergroBerter, teilweise auch unscharf begrenzter und aufgehellter
Granula auf. Das im Bereiche des Mesangiums lichtoptisch gehéufte, filigranartig
angeordnete Material entspricht elektronenoptisch prinzipiell einer vermehrten
und verbreiterten m.M., die in typischer Weise gegeniiber dem mesangialen

Abb. 3a u. b. 10 mg-Gruppe. a Lobulusachse mit Mesangiumzellen (M) und deutlicher Ver-
mehrung der verdichteten mesangialen Matrix (X ), entsprechend dem filigranartigen Material
in Abb. 2¢. E Endothelzellkerne, Cl Capillarlumen. 5100 x . b Mesangiale Matrix (M M) mit
feingranulérer Struktur und wechselnder Elektronendichte. Véllige Maskierung der
Matrixfibrillen. M P Cytoplasma von Mesangiumzellen. 21800 x

Cytoplasma von einer Membran begrenzt wird und andererseits unscharf in die
Basalmembran des zugehorigen Glomerulumabschnittes tibergeht (Abb. 3a). Thre
Struktur erweist sich bei héherer Aufldsung als feingranuldr mit einzelnen un-
scharf begrenzten Aufhellungen (Abb. 3b). Thre Dichte tbertrifft nicht nur stets
diejenige der Lamina rara interna, sondern oft auch der Lamina densa und weicht
damit vom Bild der normalen m.M. ab. An den Organellen der Mesangiumzellen
selbst sind keine Besonderheiten zu beobachten.

Die glomerulire Basalmembran ist im Bereich der Schlingenperipherie, vor
allem bei den Tieren mit ausgeprégter pathologischer Proteinurie, vielfdltig ver-
dndert. Am hiufigsten trifft man meist epithelwérts gerichtete, multiple, unregel-
méfige Ausstilpungen, in deren Bereich die Lamina densa unterbrochen sein
kann (Abb. 4a). Morphologisch finden sich dabei alle Uberginge zu meist einzeln
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oder in kleinen Gruppen nachweisbaren, hocker- oder plateauformigen, elektronen-
dichten Depots, die der Lamina densa, oft auch der Lamina rara externa auf-
sitzen, gegeniiber der benachbarten Epithelzelle aber stets durch eine Membran
abgegrenzt sind (Abb. 4c¢). Diese Depots entsprechen dem Begriff des ,hump*
der angelsidchsischen Literatur (Osawa et al., 1966). Material vergleichbarer
Elektronendichte kann selten auch als unscharf begrenztes Depot subendothelial

Abb. 4a—c. 10 mg-Gruppe. Verschiedene Verdnderungstypen der peripheren Basalmembran.
Epitheliale Seite jeweils oben. a Vorwiegend epithelwirts gerichtete, multiple Ausstiilpungen
verschiedener Elektronendichte, ganz links mit subendothelialem Depot (X) kombiniert.
8300 x . b Mianderartiger Verlauf der nicht verbreiterten Basalmembran. 8900 . ¢ Isoliertes,
elektronendichtes Depot (,,hump*), der Lamina rara externa aufsitzend. 11800x. Uber
samtlichen Verdnderungen sind die Fubfortsitze verschwunden, zudem erkennt man im
epithelialen Cytoplasma ein elektronendichtes, feingranulares Material (Pfeile)

oder innerhalb der Basalmembran beobachtet werden. Als dritter Veranderungstyp
ist ein streckenweise médanderartiger Verlauf der nicht verbreiterten Basal-
membran zu nennen (Abb. 4b).

Die Epithelzellen liegen den betroffenen Basalmembranabschnitten unter
Wegfall der filchenférmigen Fortsitze flach auf. Dabei findet sich regelméBig
im aufgehellten epithelialen Grundcytoplasma tiber sdmtlichen Verdnderungen
ein wolkiges, feingranuléres, elektronendichtes Material (Abb. 4a—-c). Im iibrigen
weisen diese Zellen alle Zeichen der Aktivierung auf: Vermehrung von Vesikeln
und Vacuolen, VergroBerung der Golgifelder, oft auch von Kern, Nucleolus und
Ergastoplasma. Die periphere Zellmembran zeigt zudem oft zahlreiche mikrovilli-
artige Ausstiilpungen in Richtung des Bowmannschen Raumes (Abb.5). In
Glomerula von Tieren, bei denen fluorescenzoptisch Ovalbumin und Mausglobulin
auch in der Schlingenperipherie nachgewiesen werden konnte, ist praktisch die
gesamte Basalmembran in der geschilderten Weise alteriert.
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Im Lumen der Glomerulumschlingen sowie einzelner intertubulérer Capillaren
ist die Zahl der Thrombocyten gegeniiber der Norm deutlich vermehrt. Die
Plittchen, meist in der Einzahl, weisen dabei fast regelmiBig geblihte, pseudo-
podienartige Ausstillpungen des Grundeytoplasmas, bisweilen auch eine Ver-
mehrung der groflen Vesikel sowie eine Fusion der «-Granula zu verzweigten,

Abb.5au. b. 10mg-Gruppe. Peripherie einer Glomerulumschlinge. Im Lumen Fibrinwischer

(F) in mehreren Gruppen (unten links: Fibrinbiindel mit deutlicher Periodizitdt von 2004,

50700 ), teilweise von einem wolkigen, elektronendichten Material ( X) umgeben (= Fibri-

noid). E Erythrocyt; T Thrombocyt; L Lymphocyt; PL polynucledirer Leukocyt; D sub-

epitheliales Depot; Ep breit der Basalmembran aufliegende Epithelzellen mit zahlreichen
Mikrovilli (M) in Richtung des Bowmannschen Raumes. 11200 %

hantel- oder korallenstockihnlichen Gebilden auf. Ganz selten sind kleeblatt-
formig angeordnete Plattchengruppen mit Fusion der zentralen Cytoplasma-
bezirke und Zeichen ausgeprigter Degranulation (=viscose Metamorphose,
VassaLiz et al., 1964b) anzutreffen. GroBe Pliattchenaggregate dagegen sind in
den Nieren nicht nachweisbar.

Das in versilberten Semidiinnschnitten beobachtete intracapillire, strichférmige
Material stellt sich elektronenoptisch als dichte Biindel feinster Fasern dar, die
bei hoherer Auflosung eine Periodizitdt von durchschnittlich 200 A erkennen
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lassen (Abb. 5). Es handelt sich wm intravasales Fibrin, das meist in kleineren
Gruppen auftritt und dabei haufig von einer Wolke feingranuliren Materials
umgeben wird. Bei dem einen Tier mit massiver glomeruldrer Thrombosierung
findet sich Fibrin sowie das elektronendichte feingranuldre Material in groBen
Aggregaten in den Capillarlumina, daneben in kleineren Mengen auch innerhalb

Abb. 6a—c. 100 mg-Gruppe. a Immunhistologischer Nachweis von Ovalbumin. Plump finger-
férmige Fluorescenz im mesangialen Bereich, aus einzelnen Herden aufgebaut. 200x.
b Immunhistologischer Nachweis von Mausglobulin. Gegeniiber Ovalbumin deutlich weniger
ausgedehnte, ebenfalls mesangiale Lokalisation. 200 X. ¢ Semidinnschnitt. Silberimpréigna-
tion. Einlagerung groBer, scholliger Massen (Pfeile) ausschliefilich im mesangialen Bereich.
Keine Vermehrung der Glomerulumzellen, periphere Basalmembran glatt. 800X

von Vesikeln von Endothel- und Mesangiumzellen. Ferner imponieren grole
kompakte Depots, die vor allem zwischen den Mesangiumzellen liegen. Eine
direkte topographische Beziehung zwischen Fibrin und Thrombocyten fehlt im
Bereiche der Nieren.

II. 100 mg-Gruppe

a) Proteinurie. Unmittelbar nach Versuchsbeginn entwickelt sich bei sdmt-
lichen Tieren eine verstirkte Proteinurie, die nach 8 Tagen ein Maximum (Differenz

21 Virchows Arch. path. Anat., Bd. 342
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gegeniiber der Norm: p =<0,01) erreicht und gegen Versuchsende wieder ver-
schwindet (Abb. 1). Dieses voriibergehende Phénomen scheint, nach den Ergeb-
nissen. der Urinelektrophorese, hauptsichlich durch eine Ovalbuminurie bedingt
zu sein, die bei 2 Tieren in geringem Ausmale bis zuletzt andauert.

Abb. 7. 100 mg-Gruppe. Multiple, groBe, elektronendichte Depots (x); streng auf den

mesangialen Bereich begrenzt. Die Massen erscheinen als Einstiilpungen der Basalmembran.

Diese lauft aber iiber deren Basis hinweg. M Kerne der Mesangiumzellen. Die periphere

Basalmembran, Endo- und Epithelzellen sind unauffillig. Die fiiBchenférmigen Fortsitze
der letzteren durchwegs erhalten. 3400 X

b) Immunfluorescenz. Nach Uberschichtung mit markiertem Antiovalbumin
wird, im Gegensatz zur 10 mg-Gruppe, ausschlieBlich im Mesangium der Nieren-
glomerula eine plump fingerférmige Fluorescenz sichtbar, die oft perlschnurartig
aus einzelnen juxtanucledren Depots aufgebaut erscheint (Abb. 6a). Mausglobulin
ist immunhistologisch stets in analoger Verteilung, jedoch in wesentlich geringerer
Ausdehnung nachweisbar (Abb. 6b). Periphere Glomerulumabschnitte, das rest-
liche Nierengewebe sowie Leber und Milz zeigen keine spezifische Fluorescenz.
Bei den zwei Tieren mit bis zum Versuchsende persistierender Ovalbuminurie
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fallt der Nachweis von Ovalbumin und Mausglobulin auch mesangial in sémtlichen
Glomerula vollig negativ aus.

¢) Lichtmikroskopie (Paraffin- und Semidiinnschnitte). Die mesangialen Achsen
der Nierenglomerula werden durch schollige Massen herdférmig aufgetrieben

Abb. 8. 100 mg-Gruppe. Zu groem Depot (D) umgewandelte mesangiale Matrix mit fein-
granuldrer Struktur wechselnder Elektronendichte, von feinen Ausldufern (x) der um-
gebenden Mesangiumzelle durchsetzt. M K Kern einer Mesangiumzelle, nebst Mitochondrium
{(M7) und cytoplasmatischen Fibrillen (Pfeile). B} Basalmembran mit epithelialen
FuBfortsitzen (F). 37100 x

(Abb.6¢). Das eingelagerte Material tritt in Depots bis iber KerngroBe auf,
fiarbt sich mit CAB intensiv violett bis rosa und erscheint nach Silberimprignation
von Semidinnschnitten in einem gegeniiber der Basalmembran meist etwas
helleren Braun. Selten sind die Mesangiumkerne leicht vermehrt. Haufigkeit
und Ausdehnung der Depots gehen den fluorescenzoptischen Befunden parallel:
Die Verdnderung konnte bei den beiden Tieren mit negativer Fluorescenz trotz
Durchmusterung zahlreicher Glomerula in Semidimnschnitten nie gefunden
werden. Bei allen Tieren sind die ibrigen Elemente der Glomerula, vor allem
die periphere Basalmembran, sowie Tubuli und Interstitium unverdndert.

d) Elekironenmikroskopie. Die lichtoptisch beschriebenen Massen erscheinen
ultrastrukturell als knollige, gegenseitig anastomosierende Einstilpungen der
Basalmembran in den mesangialen Bereich (Abb. 7). Bei hoherer Auflésung zeigt

21%
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sich jedoch, daB die Lamina basalis mit ihren drei Schichten iiber die Basis der
Depots hinweglduft. Einzig die Innenmembran der Lamina rara interna folgt
der Oberfliche des eingelagerten Materials und schlieBt es so vom benachbarten
mesangialen Cytoplasma ab. Die Depots zeigen eine feingranulare Struktur und
unterscheiden sich prinzipiell von der m.M. der Kontrolltiere lediglich durch
ihre Masse sowie eine etwas erhohte, leicht variierende Elektronendichte, die
etwa derjenigen der Lamina densa entspricht (Abb. 8). Das eingelagerte Material
wird haufig von feinen Cytoplasmaausldufern der mesangialen Zellen durchsetat,
die im tbrigen elektronenoptisch keine Besonderheiten erkennen lassen. Auch
die periphere Basalmembran sowie Endo- und Epithelzellen sind unauffillig
(Abb. 7). Bei den zwei Tieren mit fluorescenz- und lichtoptisch negativem Befund
konnten ultrastrukturell lediglich an einzelnen Stellen eine geringfiigige Ver-
mehrung der m.M. gefunden werden. Zeichen einer intravasalen Gerinnung
fehlen bei allen Tieren der Versuchsgruppe.

Diskussion
1. Allgemeines

Nach parenteraler Applikation verteilt sich ein Fremdprotein im nicht immuni-
sierten Wirtsorganismus zundchst gleichméBig im Extracelluldrraum. Gleich-
zeitig wird die Substanz teilweise vom reticulo-histiocytiren System (RHS)
phagocytiert und abgebaut (MEgo und Mc QUEEN, 1965), ferner, je nach Molekular-
gewicht, renal ausgeschieden. Wirkt das Fremdeiweil als Antigen (Ag), so gelangen
nach einer Latenz von einigen Tagen vom Versuchstier gebildete Antikorper (Ak)
in die Zirkulation und kénnen sich dort mit dem Ag zu loslichen Komplexen
vereinigen, sofern jenes zu diesem Zeitpunkt noch in gentigender Menge frei
vorhanden ist (McCr.usgry, 1965).

Bei der durch Applikation eines Fremdeiweiles induzierbaren Serumkrankheit
des Kaninchens stellt die Glomerulonephritis den Hauptbefund dar (D1xox et al.,
1961). Sie wird durch zirkulierende Antigen-Antikérper-Komplexe (AAK) aus-
geldst, wenn sich diese in den Glomerula niederschlagen (Dixox et al., 1958).
Eine obligate Beteiligung von Komplement ist dabei noch umstritten (McCruskzey,
1965). Ag oder Ak allein sind wirkungslos. Das applizierte Fremdeiweill bleibt
erst dann im Glomerulum haften, wenn zuvor die Bindung an den ent-
sprechenden Ak erfolgt ist (Dixox et al., 1958). Immunologische Beziehungen
zwischen Nierengewebe und Ag oder Ak bestehen dabei nicht. Durch ein- oder
mehrmalige Antigengabe lassen sich morphologisch verschiedene Typen der
Glomerulonephritis erzeugen, wobei das Ausmaf der Antikérpersynthese durch
das Wirtstier eine wichtige Rolle spielt (Dixox et al., 1961). Analog wurde bei
der Maus durch intravendse Injektion von in vitro vorgeformten AAK das Auf-
treten einer Glomerulonephritis beobachtet (McCLuskzry, 1965).

Ovalbumin, mit einem Molekulargewicht von ca. 40000, wird vom nicht immunisierten
Warmbliter renal durch die Glomerula rasch ausgeschieden. Bei der schnellen Passage durch
das Ultrafilter ist seine Konzentration dabei so gering, daf} es fluorescenzoptisch zu keinem
Zeitpunkt nach seiner Applikation in den Glomerula sicher faffbar wird (Cooxs et al., 1951).
Nach 48 Std 148t es sich bei der Maus immunhistologisch in keinem Organ mehr nachweisen
(Cooxs et al., 1951). Da die Bildung entsprechender Ak beim nicht immunisierten Tier mehr
als 2 Tage in Anspruch nimmt, ist zur Induktion léslicher AAK mindestens eine zweite
Ovalbumininjektion zu einem spéteren Zeitpunkt notig.
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11. 10 mg-Gruppe

Die ca. 3 Wochen nach Versuchsbeginn auftretende pathologische Proteinurie
zeigt, dal auch in unserem Versuch ein Faktor im Spiele ist, der erst nach einer
gewissen Latenz wirksam wird. Dabei fillt eine rein kumulative Schadigung der
Glomerula durch wiederholte Applikation von Ovalbumin, wie ein Vergleich mit
der 100 mg-Gruppe ergibt, auler Betracht. Es kann sich somit nur um das
Hinzutreten eines vom Wirtsorganismus produzierten Faktors handeln. Immun-
histologisch findet sich am Versuchsende im Bereiche der Glomerula neben
Ovalbumin auch Mausglobulin in identischer Lokalisation und Ausdehnung.
Dieser Befund, zusammen mit den licht- und elektronenoptischen Ergebnissen,
steht mit den oben zitierten Beobachtungen von Dixown et al. (1961), McCLUSKEY
(1965) und anderen in Einklang und erlaubt den SchluB, dafl auch in unserer
Versuchsanordnung AAK entstanden sind und sich im Bereiche der Glomerula
niedergeschlagen haben.

Die beschriebene intravasale Gerinnung spricht ebenfalls fir das Auftreten von AAK,

148t sich doch das Shwartzman-Phinomen, nach Blockierung des RHS, statt mit Endotoxin
auch mit AAK auslsen (LEE, 1963).

Ferner konnten DIxoN et al. (1958) zeigen, daB freie, nicht an Ag gebundene Serum-
globuline bei der Passage durch die Niere auch selbst in entziindlich verinderten Glomerula
nicht hingenbleiben. Dies liefert ein weiteres Argument dafir, daB es sich bei dem fluoerescenz-
optisch beobachteten Mausglobulin in den Glomerula iiberwiegend um gegen Ovalbumin
gerichtete Ak handeln mul.

Die Intensitdt der funktionellen und morphologischen Nierenalteration ist
bei den einzelnen Tieren der Versuchsgruppe verschieden. Regelméfig finden
sich dabei Verinderungen im Bereiche der mesangialen Achse, wo sich auch
stets Ovalbumin und Wirtsglobulin nachweisen lassen : Zirkulierende AAK werden,
abgesehen vom RHS, offenbar selektiv von Endothel- und Mesangiumzellen
phagocytiert (McCLuskry, 1965) und danach vorwiegend im Bereich der inter-
celluliren Matrix deponiert (ANDRES et al., 1963; ANDRES et al., 1966). Die
Schwellung und Proliferation der intracapilliren Elemente sowie die Vermehrung
und Umstrukturierung der m.M. kénnen demnach mit der Absorption und
Deponierung von AAK allein, oder in Kombination mit Fibrin oder dessen
Abbauprodukten (Vassarrr und MoCruskey, 1964a), erklirt werden.

Die Menge der zirkulierenden AAK ist bei einer gegebenen Ag-Dosis vor
allem von der Intensitidt der Ak-Produktion des Wirtsorganismus abhingig, die
bei den einzelnen Individuen einer Versuchsgruppe stets erhebliche Unterschiede
zeigt (Dixow et al., 1961; McCruskry, 1965).

Ist die Serumkonzentration der zirkulierenden Immunkomplexe relativ gering,
so werden diese im Glomerulum vor allem durch die intracapilliren Zellen ab-
gefangen. GroBere Mengen scheinen die Endothelzellen zu lidieren (MELLORS,
1966) und setzen sich dann an der peripheren Basalmembran fest. Dabei kommt
es zu einer Stérung der Ultrafilterfunktion und damit zur pathologischen Protein-
urie. Die gleichzeitig elektronenoptisch zu beobachtenden Verdnderungen der
peripheren Basalmembran, wie sie bei ca. 60% unserer Tiere auftraten, werden
heute allgemein als direkter Ausdruck der Anlagerung und des Durchtritts von
Immunkomplexen aufgefalBt (FELDMANN et al., 1966 u.a.), wobei dieser Prozef
in seinen Einzelheiten noch vollig unklar ist.
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Die morphologischen Befunde #hneln in frappanter Weise den Basalmembranlisionen
bei der akuten Glomerulonephritis des Menschen (FELDMANYK et al., 1966) und haben deshalb
hier bereits zu weitgehenden Spekulationen AnlaB gegeben (Osawa et al., 1966; vgl. dagegen
ANDRES et al., 1966 sowie NEUsTEIN und Davis, 1965).

Auch die Deutung des regelmifig tiber veréinderten Abschnitten der Basalmembran im
Bereiche des epithelialen Cytoplasmas sichtbaren elektronendichten Materials (Abb. 4a—c)
ist uneinheitlich. Es soll sich dabei um den Ausdruck lokal verstirkten Durchtritts von
Serumproteinen oder um Abbauprodukte des abgelagerten AAK handeln.

Die Auslosung der intravasalen Gerinnung dirfte Folge der allgemeinen Endothel-
schidigung durch die zirkulierenden AAK sein. Diese Lision braucht sich dabei nicht primir
in den Glomerulumcapillaren selbst abzuspielen, da extrarenal im Kreislauf ausfallendes
Fibrin, wohl in Folge der Ultrafilterfunktion, passiv in den Glomerula angehduft wird, sofern
der Organismus das erste Stadium der generalisierten Koagulation iberlebt (LEr, 1963).
Entsprechende Endothelveréinderungen sind beim Arthusphédnomen elektronenoptisch sicht-
bar (CocErANE, 1965). Immunkomplexe I16sen zudem, auch in Abwesenheit von Thrombin,
eine viscose Metamorphose der Thrombocyten aus (BETTEX-GALLAND et al., 1963). Anderseits
scheint die Gegenwart von Pliattchen beim Shartzman-Phénomen nicht obligat zu sein
(LeviNn und Brcr, 1966), so dal} die von uns beobachteten Thrombocytenalterationen eher
als Begleitphdnomen, nicht aber als Initialphase der intravasalen Koagulation zu deuten sind.

Bei den Tieren mit schweren Verdnderungen finden sich regelmiBig auch
einzelne, mesangial gelegene polynucledre Leukocyten.

Die Morphologie der glomeruldren Verdnderungen bei der 10 mg-Gruppe ent-
spricht also einer intracapilliren, vorwiegend alterativen Herdglomerulitis, deren
Intensitdt vor allem von der Menge der zirkulierenden AAK bestimmt zu werden
scheint: Die Injektion héchster Dosen vorgeformter l16slicher AAK fithrt bei der

Maus gar zum Bild der echten diffusen Glomerulonephritis (McCrLusgry, 1965).

I11. 100 mg-Gruppe

Wéhrend der ersten Versuchshilfte entwickeln siamtliche Tiere eine schwere
Proteinurie, die hauptséichlich durch die massive Ausscheidung: von Ovalbumin
bedingt zu sein scheint. Das Phénomen ist reversibel, was auf eine adaptiv
gesteigerte Metabolisierung des zugefiihrten Antigens durch das RHS zuriick-
zufithren ist (Dixox und MaurEr, 1955b).

Am Versuchsende zeigen 8 von 10 Tieren im Urin nur noch Spuren von
Ovalbumin bei normaler Gesamtproteinmenge. Diese Tiere weisen in den Glomerula
die beschriebenen grofien, mesangialen Depots auf, die fluorescensoptisch haupt-
sichlich aus Ovalbumin bestehen, wobei aber immer in geringerer Ausdehnung,
jedoch analoger Lokalisation, auch Mausglobulin nachzuweisen ist. Bei den
zwel Tieren mit persistierender Ovalbuminurie bis zum Versuchsende sind die
Glomerula licht-, fluorescenz- und elektronenoptisch unveréndert.

Versuche mit noch héheren téglichen Ovalbumindosen (120—140 mg) ergaben,
daB dabei nur noch bei 20% der Individuen einzelne mesangiale Depots zu finden
sind, d.h., Tiere mit morphologisch durchwegs intakten Glomerula tiberwiegen.

Die Deutung dieser Ergebnisse wird durch das Faktum ermoglicht, daf die
Applikation groBer Dosen eines Ag auch bei einem erwachsenen, prinzipiell
immunkompetenten Organismus zur sog. Immunparalyse (D1xoN und MAURER,
1955a) fihrt. Bei den Tieren der 100 mg-Gruppe ist also nicht eine Steigerung,
sondern eine Hemmung oder gar das Fehlen einer Antikorperantwort zu erwarten.
Eine vollsténdige Hemmung der Antikérpersynthese ist bei einer Tagesdosis von
100 mg Ovalbumin offenbar erst bei 2 von 10 Tieren erreicht, bei 120—140 mg
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dagegen bereits bei der Mehrzah! zu erzwingen. In diesem Zustand wird das
nicht im RHS abgefangene Ag glomeruldr filtriert, ohne einen morphologisch
fafbaren Schaden an der Basalmembran oder dem Mesangium zu hinterlassen.
Identische Befunde konnten Dixox et al. (1961) sowie ANDERS et al. (1963)
trotz wochenlanger Ag-Injektion bei Kaninchen mit fehlender Ak-Antwort
erheben. Bei den Tieren mit mesangialen Depots scheint dagegen die Immun-
paralyse inkomplett, die entstehenden AAK werden glomeruldr phagocytiert und
mesangial gestapelt.

Es fragt sich nun, weshalb bei diesen Tieren nie Schiden der peripheren
Basalmembran auftreten. Dabei darf angenommen werden, dall die bei der
100 mg-Gruppe entstehenden Immunkomplexe in einem Milieu mit sog. ,,Antigen-
Exzel3* anfallen, wogegen bei der 10 mg-Gruppe eher die Zahl der Antikérper-
molekiile {iberwiegen dirfte. Damit ist das Auftreten von jeweils unterschiedlich
zusammengesetzten AAK bei den beiden Versuchsgruppen zu erwarten (Literatur
s. IsHizARA, 1963 ; McCLUuskEY, 1965; MELLORS, 1966).

Die pathogenen Eigenschaften eines Immunkomplexes kénnen nun je nach
Ag-Ak-Verhiltnis sehr verschieden sein (IsHizaxa, 1963). Offenbar geht den bei
der 100 mg-Gruppe auftretenden Verbindungen die Potenz zur Endothelldsion
und Haftung an der peripheren Basalmembran weitgehend ab, wihrend ihre
stimulierende Wirkung auf phagocytierende Zellen erhalten ist. Auch das vollige
Fehlen einer intravasalen Gerinnung bei allen Tieren dieser Gruppe weist in
dieser Richtung.

Morphologisch entspricht die Verdnderung der Glomerula bei den Tieren mit
mesangialen Depots dem Begriff der Glomerulonephrose. Diese Alteration braucht
dabei, wie auch unser Beispiel zeigt, nicht mit einem nephrotischen Syndrom
einherzugehen. Bisher sind aus der menschlichen Pathologie keine Krankheiten
bekannt, bei denen diese Verdnderung ebenfalls durch die ausschlieBliche Ab-
lagerung von AAK im mesangialen Bereich erklért werden kann. Immerhin wird
neuerdings ein solcher Mechanismus wenigstens als Teilfaktor bei der diabetischen
Nephropathie diskutiert (MELLORS, 1966), wihrend er bei der Amyloidose keine
Giltigkeit mehr haben diirfte (Cormn, 1965).
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