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Inf luence  of Auto lys i s  on the  Immunoh i s to logy  of Tissue-Bound 
Immung lobu l ins  in the  K i d n e y  

Summary. The influence of autolysis on the immunhistologieal detectability and the 
immunological properties of tissue-bound basement membrane antibodies were investi- 
gated in the rat kidney. The immunhistological demonstration of antibodies was not affected 
up to 3 days post mortem. The disturbing autofluorescenee of the autolytie tissue can be 
avoided by using peroxydase labeled antibodies. Basement-membrane antibodies that were 
elated from the kidneys after an autolysis period of 2 days showed a homogenous linear 
deposition in kidney basement membrane after reinjeetion into normal rats. Their anti- 
body properties were not affected. 
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Zusammenfassung. Der EinfluB der Autolyse auf die immunhistologisehe Darstellbarkeit 
und die immunologischen Eigensehaften gewebegebundener BasalmembranantikSrper an 
l~attennieren wnrde untersucht. Der immunhistologische Nachweis der Antik5rper war bis 
zu einem Zeitpunkt yon 3 Tagen nach Eintritt  des Todes nieht beeintr~chtigt. Dureh die 
Verwendung peroxydasemarkierter Antiseren konnte die stSrende Autofluorescenz des auto- 
lytischen Gewebes umgangen werden. Die nach 2t/~giger Autolyse aus den Nieren eluierten 
BasalmembranantikSrper lager~en sich naeh Reinjektion wiederum in homogen-linearem 
Muster an der glomerul/iren Basalmembran ab, ihre AntikSrpereigenschaften waren nieht 
beeintr~chtigt. 

Aufgrund  der  fiblieherweise eingehal~enen F r i s t  yon  12 S td  zwisehen d e m  
E i n t r i t t  des Todes und  einer Obduk t ion  werden immunhis to logisehe  Untersu-  
chungen yon  Le iehenorganen  in der  Regel  als unergiebig  b e t r a e h t e t  und  deshalb  
n ieh t  vorgenommen.  I m  angels/ ichsischen Schr i f t tum werden  zw~r mehrfach  
immunhis to log ische  Un te r suehungen  auf gewebegebundene  Abl~gerungen yon  
I m m u n g l o b u l i n e n  erw/~hnt (Koffler,  Agnello,  Carr  und  Kunke l ,  1973; Kouva la i -  
nen, 1963; Hoyer ,  Michael,  Good und  Vernier ,  1967; Wi lson  und  Dixon,  1973), 
Angaben  fiber den  Z e i t p u n k t  der  Gewebeen tnahme  pos t  mor tem,  sowie fiber die 
m5gliehe Beeintr/~chtigung der  immunhis to logisehen  Dars t e l lba rke i t  der  I m m u n -  
globuline durch  die Auto]yse  l iegen jedoch n icht  vor.  Es erseheint  daher  gerecht-  
fer t ig t ,  die Beeintr/~ehtigung der  immunhis to log isehen  Dar s t e l l ba rke i t  und  der  
immunologischen  Eigenseh~f ten  yon  gewebegebundenen  I m m u n g l o b u t i n e n  durch  
die Auto lyse  zu untersuehen.  I m  folgenden sell anh~nd exper imente l l e r  Un te r -  
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suchungen an Ra t t enn ie r en  gezeigt  werden, dab Immunglobu l ine  an der Basal- 

m e m b r a n  auch nach mehrtS~giger Autolyse  immunhis tologisch dars te l lbar  bleiben. 

Material und Methodik 

1. Ratten-Basalmembran-AntikSrper wurden durch Immunisierung von Kaninchen mit 
Anti-Basalmembran-Antigen aus Rattenlungen erhalten (Methode: Willoughby und Dixon, 
1970). Die Immunglobuline wurden mit 40% Ammoniumsulfat gef~illt und naeh ausgiebiger 
Dialyse gegen Leitungswasser und aqua dest. lyophilisiert. 

Zur Priifung der nephritogenen Eigenschaften des Antiserums erhielten 7 mSmnliehe 
I~atten (250 g KSrpergewieht) je 1,0 ml Antiserum i.v. 2 Batten wurden 90 rain naeh der 
Injektion get6tet und die Nieren histologiseh und immunhistologiseh untersueht. Bei 5 Batten 
wurde vor und 3 Tage naeh der Injektion des Antiserums die tSogliche Proteinausseheidung 
im Urin gemessen. Danach wurden die Nieren histologisch und immunhistologisch untersucht. 

2. Autolyseversuche. a) 13 Batten (250 g K6rpergewieht) erhielten intraven6s je 10 mg 
Antibasalmembranglobulin in 1 ml 0,9 NaC1.48 Std spatter wurden die Tiere get6tet, dutch 
einen dorsalen Paravertebralsehnitt eine Niere entnommen und ein kleines Gewebestfiek 
sofort in N2-gekfihltem Isopentan eingefroren. Das restliehe Nierengewebe wurde in feuehten 
Kammern bei +4  ~ C, +20 ~ C und +33 ~ C zwischen 4 Std und 5 Tagen gelagert. Die Kadaver 
mit der verbliebenen Niere wurden bei diesen Tempera~uren fiber den gleiehen Zeitraum 
gehalten. Am Ende der jeweiligen Autolysezeit wurden die Nierengewebe ffir histologisehe 
und immunhistologische Untersuehungen asserviert. 

b) Die Nieren zweier t~atten warden 19 Tage naeh intraven6ser Applikation yon je 10 mg 
Antibasalmembranglobulin entnommen und auf Nadelbiopsiegr6ge zugesehnitten. Ein Tell 
des Gewebes wurde sofort tiefgefroren, das Restmaterial in Tissue Tee (Ames) eingebettet, bei 
Zimmertemperatur zwischen 6 Std und 4 Tagen gelagert und ansehliel3end tiefgefroren sowie 
in Forma, lin fixiert. 

e) 8 Batten erhielten je 8 mg Antibasalmembranglobulin, 16 Batten je 10 mg i.v. 20 min 
naeh der Injektion wurden alle Tiere get6tet und die Kadaver 48 Std bei --20 ~ C gelagert. 
Danaeh wurden die Nieren entnommen, 5 min im Eisbad mit dem doppelten Volumen 0,9 % 
NaC1 homogenisiert (Uitraturrax). Das aus dem Zentrifugat (2. 500 UPM) gewonnene, mehr- 
faeh mi~ 0,9% NaC1 gewasehene Sediment wurde zur Elution der basalmembranfixierten 
Antik6rper mit dem 10faehen Sedimentvolumen Citratpuffer pH 3,2 bei 37 ~ C 2 Std unter 
stetem Sehiitteln inkubiert. Das mit NaOIt neutralisierte Eluat wurde dutch Unterdruek- 
dialyse auf 1,6 ml eingeengt. 

Einer unilateral nephrektomier~en Ratte umrde das eingeengte Eluat aus den Nieren der 
8 Batten (8 mg Antik6rper injiziert) oberhalb des Abgangs der Nierenarterie in die Aorta 
injizier~. Naeh 20 rain wurde die Niere zur immunhistologisehen Untersuehung entnommen. 

Das Niereneluat der 16 mit je 10 mg Antik6rper injizierten Ratten wurde einer Batte i.v. 
injiziert. 3 Tage sparer wurden beide Nieren zur histologisehen und immunhistologisehen 
Untersuehung entnommen. Als Kontrolle diente eine Ratte, der das eingeengte Eluat aus 
16 Kadavernieren nieht vorbehandelter Tiere intravenSs injiziert wurde. 

3. Immunhistologische Untersuchungen. F fir die immunhistologisehen Untersuehungen 
wurden folgende Antiseren verwandt: Anti-Kaninehen-IgG (Fluoreseenzmarkiert, Behring- 
werke) sowie Ratten-7S-Globulin (Fluoreseenzmarkiert, I-Iyland). 

Peroxydasemarkiertes Anti-Kaninehen-IgG: Aus Anti-Kaninchen-IgG-Serum yon der 
Ziege (Behringwerke) wurde mittels Immunadsorption die Immunglobulinfrakfion isoliert 
(Methode: Jungfer und Tremper 1972) and mit Peroxydase P~einheitsgrad I (Boehringer, 
Mannheim) in Anlehnung an die yon Avrameas und Ternynek (1969) angegebene Methode 
markiert. 

Fiir immunhistologische Untersuchungen wurden 4 fz dieke aeetonfixierte Kryostat- 
schnitte bei Zimmertemperatur mit den angegebenen Antiseren 30 min inkubiert, in phos- 
phatgepufferter 0,9% NaC1-L6sung (PBS) gewasehen und in Glyzerin-PBS (1:9 Vol/Vol) 
eingedeckt. Kontrollschnitte wurden zuerst mit nieht fluoreseenzmarkiertem Antiserum und 
nach 3• 10 min Wasehen in PBS mit fluorescenzmarkiertem Antiserum inkubiert. Peroxy- 
dasemarkierte AntikSrper wurden dutch eine 30 rain dauernde Inkubation in einer L6sung 
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Abb. 1. Rattenniere, 90 rain naeh intraven6ser Applikation yon 1 ml Anti-Basalmembran- 
serum veto Kaninchen. Homogen-lineare Ablagerungen yon Kaninehen-IgG entlang der 
glomerularen Basalmembran (fluorescenzmarkiertes Anti-Kaninehen-IgG). Mikroskopver- 

grOBerung 312,5fach 

yon 25 mg 3,3'--4,4'-Diphenyltetramin-Tetrahydrochlorid + 0,001% H202 in 100 ml 0,05 M 
Tris-Puffer pH 7,6 dargestellt. 

Fiir histologische Untersuchungen wurden die Gewebe in 10% gepuffertem Formalin 
fixiert, Paraffinsehnitte warden mit HE, PAS und der Chloracetatesterase-Reaktion gef~rbt. 

Ergebnisse 
1. Nephritogene Eigenscha/ten des Antiserum8 

90 rain n~ch der Injektion yon 1 ml Antibasalmembranserum konnte immun- 
histologisch eine homogen-lineare Ablagerung yon Kaninchen-IgG entlang der 
glomul~ren Basalmembran der Rattenniere sowie eine vermehrte intrakapill~tre 
Leukoeytose nachgewiesen werden (Abb. 1, 2 a). Die ts Proteinausscheidung 
im Urin stieg n~ch Applikation des Antiserums innerhalb yon 3 Tagen yon durch- 
sehnittlieh 7~6 mg ~uf 35,7 mg an. Eine Sehwellung der Endothel- und Mesan- 
giumzellen sowie ein vermehrter  Zellgehalt der Glomeruli pr~gten d~s morpho- 
logisehe Bild (Abb. 2 b). 

2. Ein/lufi der Autolyse au/ die Darstellbarlceit der Immunglobuline 

Die unmittelbar naeh der Entnahme tiefge~rorenen Nieren s~mtlicher mit  
10 mg Antibas~lmembranglobulin injizierter Versuchstiere zeigten homogen-lineare 
Ablagerungen yon Kaninchen-IgG entlang der B~salmembran der Glomerulus- 
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capillaren. Eine 3t~gige Lagerung der Kadaver  bei + 4  ~ C bzw. der Nierengewebe- 
stiicke in feuchten Kammern  bei + 4  ~ C beeintr/~chtigte nicht den Nachweis des 
homogen-linear entlang der Basalmembran abgelagerten Kaninchen-IgG. Ein 
Unterschied im imn~mnhistologischen Bild gegeniiber sofort eingefrorenen Gewe- 
ben bestand nicht. Die gleichen Ergebnisse wnrden nach Lagerung bei 20~ 
erhalten. 

Nach Lagerung bei 33 ~ C in feuchten K~mmern  konnten die Immunglobuline 
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bis zu 3 Tagen in homogen-linearer Form an der Basalmembran nachgewiesen 
werden. Die Autofluoreseenz des Tubulusepithels nahm naeh 2--3 Tagen jedoeh 
stark zu. Dieser st6rende Effekt konnte dureh die Verwendung peroxydasemar- 
kierter Antik6rper zur Darstellung der Immunglobuline umgangen werden. Die 
in den Kadavern belassenen Nieren erlaubten sogar naeh 5t/~giger Lagerung bei 
33~ eine gute Darstellung der Immunglobuline (Abb. 3). Entspreehende mit 
PBS inkubierte Kontrollschnitte zeigten eine homogen-lineare Autofluorescenz 

11 V i r c h o w s  Arch .  A P a t h .  A n a t .  and H i s t o l . ,  Vol .  365  
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Abb. 3A~C. I~attenniere nach Applikation von 10mg Anti-Basalmembranglobulin i.v. 
5 Tage Autolyse im Kadaver bei 33 ~ C. (A) Weit Iortgeschrittene Autolyse des Gewebes 
Formalin, Paraffin, HE. (B und C) BasalmembranstS~ndige homogen-lineare Immunglobulin- 
ablagerungen mit fluorescenz (B) - -  und peroxydase (C) - -  markiertem Anti-Kaninchen-IgG 
noch deutlich nachweisbar. Starke Autofluorescenz des autolytischen Tubulusgewebes. 

(A, B, C) Mikroskopvergr6gerung 125fach 

11" 
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Abb. 5A~D.  Niere, 13 5ionate altes 5igdchen, mesangiale Sklerose. Fokale segmentale bis 
geralisierte basalmembranst//ndige granulgre Ablagerungen yon IgM (A) und Ca (B). (C) 
24 Std post mortem entnommene Niere 3 Woehen naeh der Punktion. Granulate IgM Ab- 
lagerungen an der Basalmembran sowie im Mesangium. (D) Starke Verbreiterung und Sklero- 
sierung des Mesangium (Formalin, Paraffin, PAS). (A, B, C und D) MikroskopvergrOgerung 

125fach 

der  Basa lmembran ,  die jedoch wesent l ich sehw/s und  sowohl im F a r b t o n  als 
aueh  in der  Bri l l ianz anders  gea r t e t  war  als die spezifisehe Fluoreseenz der  mi t  
ma rk i e r t em  Ant i se rum behande l t en  Sehni t te .  
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Abb. 5 C~D 

Das in Tissue Tec eingebettete, auf BiopsiegrSl]e zugeschnittene Nieren- 
gewebe zeigte bei einer Lagerung bis zu 3 Tagen bei 20~ keine wesentliehen 
Untersehiede gegeniiber sofort eingefrorenem Material. Die Autofluorescenz des 
autolytischen Tubulusgewebes stieg proportional der Lagerungszeit an, stSrte 
jedoch bis zu einem Zeitpunkt yon 3 Tagen nicht den Naehweis der Immun-  
globuline im Glomerulus. Da bei den Tieren dieser Versuchsserie schon eine 
Immunglobulinproduktion gegen das artfremde Kaninchen-IgG eingetreten war 
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(�91 des Anti-Basalmembranglobulins 19 Tage vor Entnahme der Niere), 
stellten sicb auch Rattenimmunglobuline entlang der Basalmembran in homogen- 
linearem Ablagerungsmuster dar. Auch nach 4ts Lagerung in Tissue Tec bei 
20 ~ C ]ieB sich Kaninchen-IgG und Ratten-IgG an der Glomerulusbasalmembran 
noch nachweisen, das homogen-lineare Ablagerungsmuster war jedoch beein- 
trs Zu diesem Zeitpunkt st6rte die vermehrte Autofluorescenz des auto- 
lytischen Gewebes die Beurteilung. 

3. Basalmembran/ixierung der eluierten AntilcSrper 

8 Ratten erhielten vor der TStung je 8 mg Antibasalmembranglobulin i. v. 
Nach 2t~giger Autclyse bei 20 ~ C wurden die AntikSrper aus den Nieren eluiert 
und das eingeengte Eluat einer unilateral nephrektomierten Ratte injiziert. 20 rain 
nach der Injektion des Eluats konnten an der Rattenniere homogen entlang der 
Basalmembran abgelagerte Kaninchen-Immunglobu]ine nachgewiesen werden 
(Abb. 4). Die Injektion eines eingeengten Eluats aus 32 autolytischen Nieren yon 
16 Tieren, die je 10 mg Antibasalmembranglobulin erhalten hatten, ffihrte eben- 
falls zu einer typisehen homogen-linearen Ablagerung von Kaninehen-Immun- 
globulinen entlang der Basalmembran, die nach Injektion eines Eluats aus auto- 
lytisehen Kontrollnieren nicht eintrat. 

Diskussion 

An der Glomerulusbasalmembran abgelagerte Immunglobuline k6nnen auch 
nach mehrt~giger Autolyse, zu einem Zeitpunkt an dem die histologische Befun- 
dung des Gewebes unergiebig wird, dargestellt werden. Selbst nach 5 Tagen 
Lagerung bei einer Temperatur yon 33 ~ C gelang der Nachweis yon Basalmem- 
bran fixierten AntikSrpern in Kadavernieren. Durch die Verwendung peroxydase- 
markierter Antiseren wurde eine die Immunglobulinablagerungen vort/iusehende 
unspezifische Fluorescenz der autolytischen Basalmembran ausgesehlossen. Da 
nach 2t/igiger Autolyse aus den Kadavernieren Kaninehen-Immunglobuline 
eluiert wurden, deren Bindungsf~higkeit an die glomerul~re Basalmembran er- 
halten blieb, liegt eine unspezifische Bindung der zum immunhistologischen Nach- 
weis verwandten markierten AntikSrper nicht vor. 

�91 Untersuchungen an nicht lebensfrisch gewonnenem 
Gewebe erscheinen nach den vorliegenden Ergebnissen mSglich und sinnvoll. So 
zeigte z.B. der Vergleich einer 3 Wochen vor dem Tode entnommenen Nieren- 
biopsie mit dem 24 Std post mortem erhaltenen Nierengewebe eines Kindes mit 
mesangialer Sklerose ein identisches Muster der Immunglobulinablagerungen 
(Abb. 5). Auch bei Biopsiematerial kSnnen ausgezeichnete immunhistologische 
Resultate noch nach l&ngerer Lagerung erzielt warden, sofern eine Austrocknung 
des Gewebes verhindert wurde. Immunhistologische Untersuchungen an Biopsie- 
material, das yon ausw/~rtigen Kliniken versandt, fiber mehrere Stunden zwischen 
mit physiologischer NaC1 getr~nkten Kompressen gelagert wurde, werden regel- 
mi~l~ig mit gutem Erfolg durchgefiihrt. 

Obwohl die unmittelbar nach der Gewebeentnahme durchgefiihrte Tieffrierung 
bei --120~ fiir immunhistologische Untersuchungen die optimale Behandlung 
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darstellt,  ist eine mehrstiindige Lagerung der feuchtgehal tenen Biopsie einem 
unsachgems gewebezerst6renden Einfrieren bei - -20 ~ C vorziehen. 
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