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Changes at the Basement Membrane o/ the Glomerulu8 o] the Guinea Pig Cau8ed 
by Foreign Insulin; Their Relation to Size o] Insulin-Binding-Capacity o/Serum 

Summary. In experiments with insulin-immunized guinea pigs deposits could be observed, 
on the epithelial side of the glomerular basement membrane that were directly related to the 
height of insulin antibody t i t e l  These deposits resembled the "humps ' ,  that have been 
assumed to be pathognomonic for acute diffuse poststreptococcal glomerulonephritis. 

Zusammen/assung. In Experimenten mit insulinimmunisierten Meerschweinchen wurden 
an der epithelialen Seite der glomerulären Basalmembran Depots beobachtet, die in deutlich 
erkennbarer Abhi~ngigkeit zur Höhe des Insulinantikörpertiters standen. Diese Depots, die 
den ,humps" ähnlich sind, welche als pathognomonisch für die akute diffuse Poststrepto- 
kokkenglomerulonephritis gelten, werden für Antigen-Antikörperkomplexe gehalten. 

Nach  den Unte r suchungen  von Kimmels t i e l  und  Beres (1962), Osawa, Beres 
und  Kimmel s t i e l  (1966) und  Kimmels t ie l ,  Osawa und  Beres (1967) gel ten  Ver- 
änderungen  an  der  epi the l ia len  Seite der  g lomerulären  B a s a l m e m b r a n  in F o r m  
kleiner  homogener  e lek t ronendich te r  Depots ,  sog. ,humps", als spezifisch für  
die aku te  diffuse Pos t s t r ep tokokkeng lomeru lonephr i t i s .  Diese , h u m p s " ,  die auch 
von anderen  Au to ren  bei  aku t e r  diffuser Glomerulonephr i t i s  beobach te t  worden  
sind (Movat  u. Mitarh. ,  1962; McCluskey und  Baldwin,  1963; S t runk  u. Mitarb . ,  
1964; P i r an i  und  Pol lak,  1967; H a m b u r g e r  u. Mitarb . ,  1966; Jennings ,  1967; 
Bohle und  Wehner ,  1968), sollen nach  Kimmels t i e l  u. Mitarb .  (1967) in fünf  Varia-  

t ionen  vorkommen .  
I n  Un te r suchungen  an insu l in immunis ie r ten  Meerschweinchen,  die anderen  

Frages te l lungen  gal ten,  konn ten  wir  an  der  B a s a l m e m b r a n  bei  ] ichtmikro-  
skopischer  Be t r ach tung  Depots  beobachten ,  die den , h u m p s "  ähnl ich waren.  Da  
derar t ige  Depots  an der  B a s a l m e m b r a n  von anderen  Auto ren  un te r  ähnl ichen 
exper imente l len  Bedingungen  n icht  heschr ieben worden sind (Goth u. Mitarh. ,  
1959 ; Grieb]e, 1960 ; Mohos u. Mitarb . ,  1963 ; Ditscher]ein u. Mitarb. ,  1967), in 
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unseren Exper imenten  darüber  hinaus Beziehungen zwischen der I{öhe des 
Insulinantikörpert i ters  und der Entwicklung der , h u m p s "  zu bestehen scheinen, 
seien die Ergebnisse kurz mitgeteilt.  

Material und Methodik 
50 männliche Meerschweinchen (Gewicht 350--500 g) wurden durch subcutane Injektion 

( 2 4  E/Tag) mit reinem 1%inderinsulin immunisiert. Amorphes Rinderinsulin (10 mg) war in 
5 ml n/100 HC1 aufgelöst und mit 6 ml m/15 Phosphatpuffer (pH 7,5) sowie 1,5 ml normalem 
Meerschweinchenserum neutralisiert worden (der Firma Farbwerke Hoechst AG, Frankfurt, 
danken wir für die freundliche Überlassung des Insulins). Zur Vermeidung hypoglykämischer 
Zustände, die vor allem in den ersten Versuchstagen auftraten, bekamen die Meerschweinchen 
hochprozentige wäßerige GlucoselÖsung zu trinken. 

Der Antikörpertiter, ausgedrückt durch die apparente Insulinbindungskapazität (IBC) 
des Serums, wurde bestimmt nach der Methode von Lohss und Kallee (1961) bzw. Kallee, 
Debiasi und D'Addabbo (1963) mit Agargelelektrophorese und Autoradiographie 1. Dabei 
wurden die Seren mit 10 mg l~lJ-Rinderinsulin (Farbwerke Hoechst) versetzt und nach der 
Elektrophorese mit einem Dünnschicht-Scanner (LB 2721, Berthold, Wildbad) die Radio- 
aktivitätsverteilung gemessen. Die Bestimmung der IBC erfolgte stets 14--16 Std nach der 
letzten Insulininjektion, um vergleichbare Ergebnisse zu bekommen (Schade und Wehner, 
1969). Wir verfolgten die Antikörperbildung über einen Zeitraum von maximal 100 Tagen. 
Die IBC jedes Meerschweinchens wurde mindestens einmal bestimmt (bei der Tötung), bei 
einigen Stichloroben erfolgte eine Verlaufskontrolle durch Herzpunktion. 

Um die Häufigkeit der glomerulären Basalmembrandepots und ihre Beziehungen zur 
IBC bestimmen zu können, untersuchten wir 50 Glomerula von jeweils 3--5 Meerschweinchen 
zu verschiedenen Zeitpunkten (16, 23, 25, 31, 33, 49, 52, 59 und 100 Tage) nach Beginn der 
Immunisierung. Als Kontrollen dienten Nieren von normalen Meerschweinchen und solchen, 
die nur das InsulinlÖsungsmedium erhalten hatten. 

Die histologischen Untersuchungen wurden an 0,5 ~z dicken, nach Movat versilberten 
Schnitten nach Einbettung in Methacrylat durchgeführt. 

Ergebnisse 

Neben einer Vermehrung ortsständiger glomerulärer Zellen zeigen die Nieren 
der insuhnimmunisier ten Meerschweinchen bereits 16 Tage nach dem Immuni -  
sierungsbeginn z.T.  pilzartige, z.T. strangförmige Depots an der äußeren Seite 
der Basalmembran,  die in der Silberfärbung braunsehwarz erscheinen. Diese 
Depots  können sporadisch aber auch in größerer Anzahl  entlang der Basal- 
membran  auftreten.  Ihre  Größe variiert zwischen 0,6 × 0,8 ~z und  ],5 × 2,5 ~z. Sie 
liegen zwischen den Epithelzellen und der Basa]membran,  ohne von der Basal- 
membran  abgrenzbar  zu sein (Abb. 1). I n  Gebieten mit  sog. , h u m p s "  beobach- 
teten wir gelegentlich Fragmente  derartiger Depots  im Cytoplasma der Epithel- 
zellen (Abb. 2). Die beschriebenen Veränderungen konnten  wir bei den Kontroll-  
t iefen nicht  beobachten.  

I m  einzelnen fanden wir Depots  16 Tage nach Beginn der Immunis ierung in 
22 % der Glomerula. Ihre  Häufigkei t  n immt  bis zum 60. Tag zu, später  (nach dem 
60. Tag) wieder ab. Am 100. Tag nach Immunis ierungsbeginn sind sie nur  noch 
in 4% der Glomerula zu finden (Abb. 3). Die Antikörper  gegen das Fremdinsul in 
zeigen ein ähnliches Verhalten. Sie sind erstmals am 13. Versuchstag nachweisbar.  
Den höchsten Antikörper t i ter  beobachteten wir nach 31/2 Wochen (IBC von 
7,6 ~xg Insulin/ml) (Abb. 3). I n  den folgenden Wochen  fiel der Ant ikörper t i ter  auf  

1 Wir danken Herrn Prof. Kallee, Isotopenabteilung der Medizinischen Universitäts- 
klinik Tübingen, für zahlreiche Ratschläge. 
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Abb. 1. Glomerulum aus der Niere eines mit Rinderinsulin über 25 Tage immunisierten 
Meerschweinchens. Zahlreiche ,humps"-ähnliche Protuberanzen auf der Außenseite der BasM- 
membran, insbesondere in peripheren Gebieten (Pfeile). Dünnsehnitt 0,5 ~. Silberfärbung 

nach Movat. 2200:1 

Abb. 2. Glomerulum aus der Niere eines über 59 Tage mit t~inderinsulin immunisierten Meer- 
schweinchens. Im Cytoplasma einzelner Epithelzellen nahe der Depots dunkelbraunes Material 

(Depotfragmente). Dünnschnitt 0,5 ~. Silberf~rbung nach Movat. 1400:1 

eine IBC von etwa 0,5 ~g Insu l in / ta l  ab (Abb. 3). Bei den Kontro l l t ie ren  beob- 
achte ten  wir keine Insu l inb indungsIäh igke i t  der Serumgammaglobu]ine.  

Die Depots erscheinen somit  in unseren Exper imen ten  3 Tage nach den ersten 
nachweisbaren Ant ikörpern  und  nehmen  schnell an tt/~ufigkeit zu, wenn eine 
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Abb. 3. Beziehung zwischen der Höhe der Insulinbindungskapazität (IBC) des Serums und 
der Hgufigkeit von Glomerula mit ,humps"-ähnlichen Strukturen nach Immunisierung mit 
Rinderinsulin über verschiedene Zeitabschnitte. Die Mittelwerte der IBC ergaben sich durch 
die Bestimmung bei jeweils 5 getöteten Meerschweinchen. Die Standardabweichungen sind 

als vertikale Striche eingetragen 

größere Menge zirkulierender Antikörper gebildet ist, so daß zwischen dem 35. 
und dem 60. Tag nach Beginn der Immunisierung bis über 50 % der Glomerula 
diese Veränderungen aufweisen. Mit Abnahme der zirkulierenden Antikörper fällt 
andererseits die Zahl der ,humps"  ab (Abb. 3). 

Diskussion 

Überblicken wir die Ergebnisse dieser Untersuchungen, so ergibt sich, daß in 
Abhängigkeit von der Antikörperbildung gegen Fremdinsulin an der epithelialen 
Seite der glomerulären Basalmembran von Meerschweinchen versilbcrbare Depots 
auftreten. Zwischen diesen Depots und den von Kimmelstiel u. Mitarb. beschrie- 
benen ,humps" bestehen insofern Beziehungen, als sie wie letztere in zeitlicher 
Abhiingigkeit von der Antikörperbildung entstehen (Andres u. Mitarb., 1963; 
Seegal u. Mitarb., 1965; Mellors, 1965, 1966; Michael u. Mitarb., 1966; Herdson 
u. Mitarb., 1966; Gallo u. Mitarb., 1968). Darüber hinaus handelt es sieh bei den 
, humps" wie bei den von uns beobachteten Depots um passagere Ablagerungen 
auf der Basalmembran der Glomerulumcapillaren im Gegensatz zu den Eiweiß 
pr~cipitaten bei der perimembranösen Glomerulonephritis. Ähnlichkeiten ergeben 
sieh weiterhin hinsichtlich der Lokalisation (Feldmann, 1958; Strunk u. Mitarb., 
1964; Dixon, 1967; Kimmelstiel u. Mitarb., 1967), der Größe (Jennings, 1967) 
und dem Zeitpunkt ihres Auftretens (Jennings, 1967). Wir möchten daraus 
schließen, daß es sich bei den von uns beobachteten Veränderungen wie bei den 
ùhumps" um unlösliche Antigen-Antikörperkomplexe handelt. Die typischen 
ù humps" der akuten Glomerulonephritis erscheinen bei der von uns angewandten 
Färbung als mittelbraune, kleine, schmale Höcker an der Außenseite der glomeru- 
1/~ren Basalmembran. Sie sind somit nicht so stark versilberbar wie die von uns 
beobachteten Depots. Es ist indessen möglich, dag dieses unterschiedliche 
färberische Verhalten durch speciesspezifische Eigenheiten der Eiweißstruktur 

12" 
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oder durch die Besonderhei ten des verwendeten Antigens Insu l in  (Michielsen, 
1969) bedingt  ist: 

Unsere Beobachtungen  zeigen im übrigen große Ähnlichkei t  mi t  Befunden  
von Miller und  Bohle (1956) und  Churg (1967), die derartige , h u m p s "  beim 
Caseinamyloid der Maus bzw. bei der Lupusnephr i t i s  beobachtet  haben.  
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