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Von
BrrciTrE JAHN.
Mit 3 Textabbildungen.
( Eingegangen am 13. Januar 1953.)

Auf Vorschlag von Frau Prof. KNaxk untersuchte ich die Frage,
ob zellgebundene ebenso wie im Serum enthaltene Immunantikorper
mit Gewebekulturen als Testobjekt nachgewiesen werden kénnen.

Neben Bakterientoxinen (LOWENTHAL, MIcscH, MEYER 1927—1930
u. a.)%: % 3 gind auch Cytotoxine in vitro untersucht worden (Literatur
bei R. RossLE?). Heterocytotoxine wurden an Gewebekulturen in dlteren
Arbeiten mehrmals nachgewiesen.

So behandelten z. B. LamMBERT und HaNEs (1911)° ¢ Ratten und Meerschwein-
chen mit Maus- bzw. Rattensarkom und testeten das Immunserum an Ratten-
und Meerschweinchenkulturen. Sie heobachteten Zellschidigungen. — Weitere
Versuche mit Antispecieskérpern wurden von Happa und Rosextmarn (1913)7,
sowie von KIMURA (1927)8 mit Antihuhnserum von Kaninchen an Hithnerkulturen
unternommen; ebenso von NIvEN (1929)° mit Antimausserum von Kaninchen
an Mauskulturen. Die mit dem Immunplasma umgesetzten Geweheexplantate
waren im Wachstum gehemmt.

Isocytotoxine versuchten Happa und RoseNTHAL (1913)7 im Serum nach-
zuweisen, indem sie eine geringe Zahl von Hiihnerknorpelkulturen mit Plasma
von einem Huhn umsetzten, das gegen Hiihnerblut immunisiert worden war.
Die Kulturen wuchsen nicht wieder aus.

Spiter konnte LuMspEN (1927—1937)19, 11, 12 Schadigungen durch Antikérper
feststellen, wenn er Jensen-Rattensarkomkulturen mit Anti-Jensen-Rattensarkom-
serum behandelte. Er glaubte, einen Antitumorfaktor vor sich zu haben. Nach
Meinung anderer (PHLEPS 193712, A. FiscHER 1930™) hat es sich um Isoantikorper
gehandelt.

Man hat sich auch um den Nachweis von Immunisoantikérpern in vivo bemiiht.
Thre Existenz ist umstritten. Es liegen Untersuchungen vor von Krusrus 19101,
Unrenavure und HArnDEL 19101, AxprEJEwW 1909%7, KAPSENBERG 191218,
BruyrocrE 193519, LEwis?, Prcirpo, RoTrer 1937/382%, ScHILLER 191622,
CoMLEY und IRvIN 19432, LaNDSTEINER behauptet, daff eventuell entstandene
Antikorper von dem artgleichen Antigen im Organismus sofort abgebunden und
damit unwirksam wiirden (LANDSTEINER 1945)2%,

Meine Aufgabe war, Versuchstiere gegen Tiere derselben oder einer
anderen Art zu immunisieren und ihre Gewebe und Seren an Gewebe-
kulturen auf Antikérper zu untersuchen. Dabei lie ich die gewonnenen

* In ausfiihrlicher Form bei der Mathematisch-naturwissenschaftlichen Fakultat
der Freien Universitdt Berlin 1952 als Dissertation eingereicht.
Virchows Archiv. Bd. 324, 5
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Immunseren aut normales Gewebe der Antigenspender oder anderer
Individuen der gleichen Art einwirken. Die Gewebe der immunisierten
Tiere brachte ich mit normalem Serum des Antigenspenders oder anderer
Individuen der gleichen Art zusammen.

Diese Versuchsanordnung ist in ihren Grundziigen auch von fritheren
Untersuchern angewandt worden. Ich bediente mich jedoch in einem
Teil der Versuche neuerer Immunisierungs- und Ziichtungsmethoden.

A. Methodik.
1. Herstellung und Applikation der Antigene.

Als Antigene wurden natives Serum, Alaunpricipitat von Serum,
Erythrocytenaufschwemmungen und Organhomogenisate verwendet,
allein oder in verschiedener Kombination. Serumalaunpricipitate wur-
den durch Zusammenbringen von Serum und 1 %igem Kaliumaluminium-
alaun in geringem UberschuB bei Zimmertemperatur hergestellt. Das
pg der Losung war um 4.5. Wir injizierten (s. Tabelle 3, Versuchsserien 2
und 3) sehr hohe Dosen iiber £—6 Wochen (HEIDELBERGER 1935)25.

Die Serumpréicipitation mit 1—2%igem Kaliumaluminiumalaun oder Alumi-
niumhydroxyd wurde von GLENNY, PoPE und WEDDINGTON (1926)%® zur Steigerung
der Immunwirkung empfohlen. Serumpricipitate fanden bei der Bereitung anti-
toxischer Seren zu Tmpfzwecken Anwendung. Bei subcutaner Injektion bildet
sich ein Depot, aus dem das Antigen verlangsamt in den Kreislauf gelangt. Der-
artige Depots erzeugen nach PR1GGE (1940)% eine um 70% gesteigerte Immunitéit.

Zur Herstellung unserer Erythrocytensuspension wurden Blutkor-
perchen 3mal in Ringerlosung in der Zentrifuge gewaschen und im Ver-
hiltnis 1:10 in Ringerldsung aufgeschwemmt.

Organhomogenisate entstanden aus grob zerkleinerter Leber, Niere
und Milz entbluteter Tiere durch 20 min langes Homogenisieren bei
mittlerer Tourenzahl (mikroskopischer Befund : freie Kerne und Zellteile).
Zur Erbaltung der Funktionstiichtigkeit der Mitochondrien wurde vor
dem Homogenisieren ungefihr 1 cm?® hypertonische (30%ige) Rohr-
zuckerlosung hinzugefiigt. Der Brei wurde im Hisschrank bei — 1° auf-
bewahrt.

Man weif§ durch neuere Untersuchungen mit serologischer Methodik, daB die
Gewebsspezifitit vorwiegend an die Mitochondrien gebunden ist (MALMGREN
1951)28, In isotonischem Milieu, vor allem in Elektrolyten, werden isolierte Mito-
chondrien stark verindert, und zwar hinsichtlich ihrer Form, ihrer Vitalfirbbarkeit
mit Janusgriin und ihrer Funktionsfihigkeit als Fermenttrager. Als geeignetes
Suspensionsmedium hat sich stark hypertonische (0,88 Mol) Rohrzuckerlosung
erwiesen (HocEpooM, SCHNEIDER und PALLADE 1947)2%:30, Auch isotonische
Rohrzuckerlgsung hat gewisse giinstige FEigenschaften (ScHNEIDER und HoGE-
BOOM 1951)3%,

Den Reiz auf das subcutane Gewebe haben wir dadurch abgeschwécht,
daB wir den konzentrierten Brei unmittelbar vor der Injektion im
Verhiltnis 1:1 mit isotonischer Rohrzuckerlgsung (0,29 Mol) verdinnten.
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Um eine Depotimmunisierung zu erreichen, kam Paraffinum liquidum
im Verhdltnis 1:1 hinzu.

Als Antigene dienten 1. natives Serum allein, 2. Alaunpricipitat
von Serumn kombiniert mit Erythroevtenaufschwemmung und schlieBlich
Alaunpricipitat von Serum in Verbindung mit Organhomogenisat. Wir
immunisierten Ratten intraperitoneal oder subcutan, Kaninchen intra-
vends oder subcutan und Meerschweinchen subcutan.

Die Gewinnung der Immunsera durch Entbluten der Tiere erfolgte
je nach der Kombination der Antigene 5 Tage bis 6 Wochen nach der
letzten Injektion (s. Tabellen 2—-5).

2. Austestung deir Immunseren an Gewebekulturen.

Die Untersuchung auf Cytotoxine im Immunserum geschah an Kul-
turen von Geweben unbehandelter Tiere. Diese wurden zundchst in
Carrel-Flaschen oder Roller Tubes mit normalem Serum vorgeziichtet
{Tabelle 1). Im Teststadium wurde das den Kulturen homologe Normal-
serum. bei den Versuchskulturen durch das zu untersuchende Immun-
serum ersetzt. Bei den Kontrollkulturen wurde das entsprechende
Normalserum beibehalten. Eine Spiilung von 2mal 1/, Std mit Ringer-
16sung vor der Behandlung mit Immunserum hatte die Versuchskulturen
von den Resten des normalen Serums befreit (Tabellen 2 und 3).

Tabelle 1. Forziichtung der Testhulturen in Carrel-Flaschen oder Roller Tubes.

HPI] = Hijhnerplasma; RaSe = Rattenserum; KaSe == Kaninchenserum;
Ty = Tyrodelssung; HEE = Hithnerembryonalextrakt: I bzw. Il = Zentrifugat I

bzw. 1I.
Geveehs | Feglo Phase tunbel | Piissizo Phase | Brnoerung der
‘ [ |
Ratte: | ! ‘
Jensen-Sarkom (12tagig) . . | 2** HPl + 3Ty 4 1 7TRaSe + 7Ty + | jeden 2.—3. Tag
\ 1HEEI | 2HEEII 1
Ratte (10tigig): {
Nieve . . . .. ... ... 8HPI4+2RaSe+ 7RaSe-+ 7Ty -+ |jeden2.—3.Tag
| 10Ty +3HEEI‘ 6 HEE 11 ‘
| I
Miz . . ... ......|3HPI+2RaSe+ | 7RaSe + 7Ty + |jeden 2.—3. Tag
10Ty +-3HEE I 2HEEII
Rippe . . . . . ... ... 5HPI+2RaSe+ | "TRaSe + 7Ty +  jeden 2.—3. Tag
| 8Ty +3HEEI ! 6 HEE 11
Kaninchen (ausgewachsen): ‘ ‘ r‘
Niere . . .. ... .... B5HPl+1KaSe+ |8KaSe+ 38Tv -~ 'jeden 2.—3. Tag
| 10Ty +3HEEIL ‘ 4 HEE II !
Miz .. ......... 5HPI4-1XKaSe- | 8KaSe £ 8Ty | |jeden2.—3. Tag

5—10Ty - 3HEE 1! 4 HEE 11 |

* In roller tubes werden die Kulturen nur mit einem diinnen Plasmafilm
angeheftet.

*# Menge in Tropfen (I Tropfen ungefihr 0,03 cm?). 5%
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Tabelle 2. Behandlung von Gewebekulturen mit heterologemn

f_: Immunisierungsverfahren
= - i -
é Als Anti- ‘ AlsAntigen- ! l Zeitraum Herkunft der
B %;:‘1‘({;18;? spender | Dosis. Dauer und Art Z“'lsqg.en_ Im- Testkulturen
7 ) dienende der Immunisierung Mmunigierung
g dienende Tierart | | und. Serum- [~
> Tierart | | gewinnung Tierart ‘Gewebe;
\ | |
1 | Kaninchen ' Ratte (aus- | /,—1 cm® Serum je Woche,, 5Tage |Ratte(aus-' Jenser
(1 Tier, |gewachsen}) intravends, 6 Monate l gewachsen) Sarkor
ausge- . | !
wachsen) “
2 Ratten | Kaninchen | 1 em?® Serum je Woche, sub- 5 Tage | Kaninchen ‘ Milg,
(2 Tiere, (ausge- cutan, 4 Wochen (ausge- | Niere
ausge- \ wachsen) ‘ wachsen) |
wachsen)
3 | Ratten |XKaninchen | 1 cm?® Serum je Woche, sub- | 16 Tage | Kaninchen  Milz,
(2 Tiere, (ausge- cutan, 6 Wochen ; (ausge- | Niere
ausge- wachsen) : wachsen) |
wachsen) | |
4 Meer- Kaninchen | 1mal 1 em? Sermmalaunpri- | 8 bis Kaninchen  Milz,
schwein- (ausge- | cipitat + 1,5cm® Organ- | 9 Wochen (ausge- Niere
chen wachsen) | homogenisat (1:1 in isotoni- | wachsen)
(5 Tiere, | | scher Rohrzuckerlésung) in | i
ausge- ' 1,5 cm® Paraffinum liquidum,
wachsen) | subcutan |

* Bei der Vorziichtung angewandte Methode s. Tabelle 1.

Einige frihere Untersucher haben das Einwirken von Antikérperseren auf

Kulturen dadurch erreicht, daB sie entweder bereits ausgewachsene Kulturen
mit dem toxischen Serum zusammenbrachten, oder sie mit dem Immunplasma
umsetzten. Im ersten Falle konnten sie eine Schadigung der gesunden Zellen,
im zweiten eine Wachstumshemmung beobachten.

Wir zogen die erste Versuchsanordnung vor, weil sie tiefere Eingriffe
wihrend der Immuneinwirkung vermeidet.

Zur Untersuchung auf zellgebundene Antikérper wurden Gewebe der
immunisierten, entbluteten Tiere in normalem Serum der Antigen-
spenderspecies ausgepflanzt und eine gewisse Zeit fortgeziichtet (Ta-
bellen 4 und 5). Als Kontrollen dienten Kulturen aus den entsprechenden
Organen unbehandelter Tiere derselben Art. Die Ziichtungsmedien
waren fiir Versuchs- und Kontrollkulturen gleich.

B. Versuchsergebnisse.
I. Nachweis von Cytotoxinen im Serum.
Zur Darstellung unserer Versuchsergebnisse (Tabellen 2—5) bezeich-
nen wir die beobachteten Wirkungen wie folgt:

Bei dem geringsten Grad der Schiédigung degenerieren die Zellen.
Zunichst entstehen feine, dann grobe Fetttropfen im Zelleib. Sie kénnen
ihn bis auf den Kernraum ausfilllen und sogar den Kern deformieren



Immunserum zum Nachweis von Antispecies-Cytofoxinen.

Nachweis von hiomologen und heterologen Cytotoxinen.

69

Testverfahren Ergebnis
Alter der ‘ - -
} Zichtungsmedium* der Kulturen ' ad]lgtelﬁ?gs- veﬁ}}%lf{? imrl Schidigungsgrad
‘ . Velblih ‘ dauer im | Kontroll- dei‘uﬁl{f ‘gz’s‘
Tersuchs- L STIC . o ultur
Versuchskulturen = Kontrollkulturen beginn Versuch kulturen
| \
‘ 7Ty 7Ty | S Tage 7 Tage je 4 Carrel- v
. +2HEEIl | -+ 2HEEII | Flaschen
‘ -+ 7 Ka.- + 7 Ka.- 4 8 Kulturen
| Immunserum Normalserum ‘
1 8Ty 8 Ty | 30 Tage 7 Tage je 4 Carrel- I-II
‘ + 4 HEE IL + 4 HEE TT ‘ Flaschen
+ 10 Ra.- | + 10 Ra.- | a 8 Kulturen
Immunserum ' Normalserum |
8 Ty ! 8 Ty 10 Tage 7 Tage ‘ je 4 Carrel- 11
+4HEETI ! +4HEEII i Flaschen
.+ 10 Ra.- + 10 Ra.- ‘ a 8 Kulturen
. Tmmunserum Normalserum
8Ty 8 Tv I 8bis 7 Tage je 6 Carrel- IV
+ 4 HEE TT + 4 HEE 11 1 30 Tage Flaschen
-+ 10 Me- —+ 10 Me- ‘ a 8 Kulturen
I Immunserum |, Normalserum ‘

(Schadigungsgrad I). Bei stirkerer Schidigung lockern sich die dichten
Wachstumszonen der Kulturen durch Degeneration und Untergang von
Zellen auf. Anfangs runden sich viele dullere und spéter auch weiter
innen gelegene Zellen ab (Schidigungsgrad II) und zerfallen (Schadi-
gungsgrad III). Bei sehr starker Giftwirkung liegen nur noch Zell-
trimmer um das Mutterstiick. Alle intakten Zellen sind verschwunden
(Schadigungsgrad IV).

1. Heterologe Cytotoxine. Heterologe Cytotoxine haben wir in ver-
schiedenen Versuchsserien im Immunserum nachgewiesen (Tabelle 2).
Ein Kaninchen war gegen Rattenserum, 4 Ratfen gegen Kaninchen-
serum und 5 Meerschweinchen gegen Kaninchenserum und -organe
immunisiert worden. Die Immunseren schiadigten die Epithel- und
Bindegewebskulturen, an denen sie ausgetestet wurden, in verschiede-
nem Grade. Jensen-Rattensarkomkulturen wurden von Kaninchen-
Antirattensernum stark angegriffen (Tabelle 2, Versuchsserie 1, Schadi-
gungsgrad IV), und zwar besonders die Makrophagen. Im normal
gewachsenen Sarkomgewebe liegen sie in groBer Zahl den breiten Fibro-
blasten auf (Abb. 1a). Nach der Behandlung mit Immunserum verloren
sie ihren Turgor und schwanden dahin (Abb. 1b).

Die Wirkung des Immunrattenserums auf Kaninchennjeren- und
-milzkulturen war weit geringer (Tabelle 2, Versuchsserien 2 und 3).
Diese Reihen zeigten nur den I. und IT. Grad der Schiidigung, nimlich
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Abb. 1la. Jensen-Rattensarkomkultur mit normalem Rattensernum geziichtet (Kontrolle
zu Abb. 1b). Lebend photographiert. 40:1.

Abb. 1b. Jensen-Rattensarkomkultur mit gegen Kaninchen immunisiertem Rattenserum,
geziichtet (Schidigungsgrad IV). Lebend photographiert, 40:1,

grobe Verfettung und Auflockerung der Kulturrinder durch Zelldegene-
ration und -untergang.
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Abb. 2a. Kaninchennierenkultur in normalem Kaninchenserum geziichtet (Kontrolle zu
Abb. 2b). Lebend photographiert, 100:1.

Abb.2b. Kaninchennierenkultur in homologem Immunserum geziichtet (Schidigungs-
grad II). Lebend photographiert, 100:1.

Das Serumi der hoch immunisierten Meerschweinchen war sehr
toxisch (Tabelle 2, Versuchsserie 4). Es zerstorte die Kulturen in
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Tabelle 3. Behandlung von Gewebekulturen mit

Immunisierungsverfahren

)] |Vu|'slu::lnsseriu

-1

Als Anti- | y15 sntigen- Zeitraum Herkunft der
korper- " gpender Dosis, Dauer und Art zwischen Im- Testkulturen
bildner dienende der Immunisierung nunisierung
dienende Tierart und Serum-

Tierart gewinnung Tierart ‘ Gewebeart
g

Ratten | Ratte (aus-| 1 cm?® Serum je Woche, intra- | 1 Woche Ratte Rippe,

(10 Tiere, |gewachsen) peritoneal 13 Wochen (ungeféhr ‘ Niere,
ausge- 10 Tage) | Milz

wachsen) !

Kaninchen | Kaninchen | 4mal 2 cm® Serumalaunpra- | 5Tage [Kaninchen Niere

(2 Tiere, (ausge- cipitat + 1 cm?® Erythrocy- (ausge- Milz

etwa wachsen) | tenaufschwemmung je Wo- wachsen)

5 Monate) ! che subcutan, 4 Wochen

Kaninchen | Kaninchen 5 4mal 2 cm® Serumalaunprd- | 5 Tage | Kaninchen | Niere,

(2 Tiere, (ausge- | cipitat -+ 1em® Erythro- (ausge- Milz

etwa wachsen) | cytenaufschwemmung je wachsen)

5 Monate) Woche subcutan, 6 Wochen

Kaninchen | Kaninchen | 2mal 2 em® Serumalaunpra- 24 bis Kaninchen | Milz,

(4 Tiere, (ausge- | cipitat + 4 cmn® Organhomo-| 26 Tage (ausge- Niere !
ausge- wachsen) | genisat (1:1 in isotonischer wachsen) |

wachsen) Rohrzuckerlgsung) in 4 cm? !

Paraffinum liquidum. 3mal
2 em?® Serumalaunpricipitat
+ 2,5 cm® Organhomogeni-
sat in 2,5 cm® Paraffinum
liguidum je Woche, subcutan ‘

5 Wochen ‘

24 Std total. Bei den Milzkulturen waren Fibroblasten und Makro-
phagen in gleichem MaBe betroffen. Die Wachstumszonen der Nieren-
kulturen bestanden praktisch nur aus Epithel, so da} wir nur iber die
Wirkung des Immunserums auf Nierenepithelzellen urteilen kénnen.
Diese degenerierten vollkommen. Die Leiber der abgetdteten Zellen
verklumpten zu Haufen (Schiadigungsgrad IV).

Die in allen Versuchen gleichzeitig beobachteten Kontrollkulturen
behielten ihr regelmiBiges lebhaftes Wachstum auch nach dem Zusatz
des heterologen (Normal-) Serums bei.

2. Isocytotoxine. Von den 4 Versuchsserien wurde die erste an Ratten
durchgefithrt (Tabelle 3, Versuchsserie 5). Eine Serie von 10 Ratten
wurde 13 Wochen lang mit nativem Rattenserum intraperitoneal immu-
nisiert und ihr Serum an Geweben unbehandelter Ratten getestet. Der
Versuch verlief negativ, Versuchs- und Kontrollkulturen wuchsen
gleich gut.

Danach wurden 4 Kaninchen mit Serumalaunpricipitat und Ery-
throeytenaufschwemmung sowie 4 Kaninchen mit Serumalaunpricipitat
und Organbrei (Tabelle 3, Versuchsserien 6, 7 und 8) behandelt. Diese
Isoimmunseren waren viel geringer toxisch als die in Tabelle 2 schon
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homologem Immunserum zum Nachweis von Isocytotoxinen.
Testverfahren Ergebnis
'+ Alter der f N 7 .
Ziichtungsmedium der 3 Kulturen a(fﬁﬁ'fgs_ veéil(%lsd_ellmd Sche‘i‘digungsg'rad
_ o | Verl?'ti:(‘h‘ dauer im Kontroll- de‘k}ﬂifi}écr:ls-
Versuchskulturen ‘ Kontrolikulturen ‘ beéin.nd ; Versuch kulturen
| |
| 7 Ty 7Ty 1 15 Tage |, 7 Tage je 9 Carrel- keine
' +6HEEII |+ 6HEETI ‘ Flaschen Schadigung
| + 7 Ra.- -+ 7 Ra.- | & 8 Kulturen
Immunserum ‘ Normalserum
8 Ty 8Ty 30 Tage 7 Tage je 8 Carrel- Niere I—IT,
1 + 4 HEE I + 4HEEII ‘ Flaschen Milz keine
|+ 10Ka.- + 10 Ka.- ‘ a 8 Kulturen Schidigung
| Immunserum Normalserum ‘ ‘
8 Ty ‘ 8 Ty | 10 Tage | 7 Tage je 10 Carrel- Niere I-—II,
+ 4 HEE IT +4HEEIL | Flaschen Milz keine
+ 8 Ka.- + 8Ka.- a 8 Kulturen Schidigung
‘ Immunserum ' Normalserum ‘
{ 8 Ty 8 Ty 8 bis 7Tage  je 18 Carrel- keine
I -4 HEEIL ‘ -+ 4 HEE IT 30 Tage Flaschen Schadigung
+ 8 Ka.- | -+ 8 Ka.- ! ‘ a 8 Kulturen
Immunserum l Normalserum | ‘1
“ | ‘ } ‘
| - |
| | | |

beschriebenen heterologen Seren. Das Serum der Tiere, bei denen
Kaninchenserumalannprécipitat und Ervthroeytensuspension als Anti-
gen gedient hatten, schidigte die Testkulturen leicht (Tabelle 3, Ver-
suchsserien 6 und 7, Schidigungsgrad I und II). Die Epithelzellen aller
Nierenkulturen waren grob verfettet, die Fibroblasten an den Réndern
der Wachstumszone weniger dicht und regelmdBig gelagert, ein Teil
der Zellen abgerundet oder zerfallen. In Abh. 2a und b wird der Unter-
schied der geschidigten Wachstumszonen zu den gesunden, weit aus-
gespannten Epithelmembranen der Kontrollkulturen deutlich. — Milz-
fibroblasten und -makrophagen wurden nicht angegriffen.

Die Immunseren, bei denen Kaninchensermmalaunpricipitat und
Organbrei als Antigen gedient hatten (Tabelle 3, Versuchsserie 8) sché-
digten die Kulturen nicht.

II. Nachweis zellgebundener Immunkdrper.

Bei dieser Versuchsgruppe bezeichnen wir die Verfinderungen an
Kulturen aus Organen immunisierter Tiere nach Behandlung mit Normal-
serum folgendermaBen: Schidigungsgrad I besteht in einer Verlingerung
der bis zum Wachstumsbeginn verstreichenden Latenzzeit. Von da an
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Tabelle 4. Behandlung von Kulturen ous den Geweben immunisierter Tiere mit

Immunisierungsverfahren

2
3 \ [ 7o
@2 Als Zeitrawm
< | Als Antikdrper- Antigen- zwischen Testkulturen
g bildner spender Dosis, Dauer und Art | Immuni-
£ dienende dienende der Immunisierung sierung ‘
S Tierart ! Tierart und Organ-|  mjerart Gewebeart
| entnahme
9 | Ratten (2 Tiere, ; Kaninchen | 1 cm® Serum je Woche, | 16 Tage | Kaninchen | Milz,
ausgewachsen) | subcutan, 6 Wochen Niere
10 1 Meer- Kaninchen 3 Wochen| Kaninchen | Milz,
schweinchen Lunge,
Niere
11 1 Meer- ! Kaninchen 3Wochen | Kaninchen | Milz,
schweinchen Imal 1 cm® Serum- Iﬁl-n 8¢
. iere
alaunprécipitat
12 1 Meer- Kaninchen + 1,5 cm® Organ- 4Wochen | Kaninchen Milz,
schweinchen homogenisat (L:1 in Lunge,
isotonischer Rohr- Niere
13 1 Meer- Kaninchen 1 éugﬁrlg;;;%}iﬁm 4 Wochen | Kaninchen | Milz,
schweinchen ™ iauidam Lunge,
4 Niere
14 1 Meer- Kaninchen 9Wochen | Kaninchen | Milz,
schweinchen Lunge,
(5 Tiere, Niere
ausgewachsen) i
Tabelle 5. Behandlung von Kulturen aus den Geweben tmmunisierter Tiere mit
2 Immunisierungsverfahren
; Als ‘ Zeitraum
< | Als Antikérper- Antigen- | zwischen Testkulturen
S s gen | s .
=] bildner spender Dosis, Dauer und Art Immuni-
Z dienende dienende ' der Immunisierung sierung ‘
S Tierart Tierart ] und Organ-|  mierart | Gewebeart
gewinnung
15 | Kaninchen Kaninchen } 2 cm? Serumalaunprici- | 6 Tage |Kaninchen | Milg,
(ausgewachsen) (ausge- | pitat 4 1 em® Erythro- Niere
wachsen) | cytenaufschwemmung
4mal je Woche, subcutan,
6 Wochen
16 | 1 Kaninchen | Kaninchen 2mal 2 em® Serum- 24 Tage | Kaninchen | Milg,
(ausgewachsen) | (ausge- alaunpracipitat Lunge,
wachsen) ~+ 4 em® Organhomo- Niere
genisat (1:1 in isoto-
17 1 Kaninchen | Kaninchen lfnscher. ROhI‘Z;]CkeI’— 25 Tage | Kaninchen | Milz,
Ssung) in 4 cm?® Paraf-
(ausgewachsen) (ausge- - P Lunge,
wachsen) finum liquidum. 3mal Niere
2,5 em?® Organhomoge- )
18 | 1 ZXKaninchen |XKaninchen || nisat in 2,5 cm® Paraf- || 26 Tage | Kaninchen | Mile,
(ausgewachsen) | (avmsge- finum liguidum +-2em? Lunge,
wachsen) || Serumalaunpréicipitat Niere
je Woche, subcutan,
5 Wochen
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dem als Antigen benutzien Serum zum Nachweis zellgebundener heterologer Cytotoxine.

Ergebnis

Schadignngsgrad
der Versuchs-
kulturen

Teztverfahren
[ - \ 1 -
| Ziichtungsmedium I Beoh- ) Zahl der
‘ ’ &ﬁhtmlgs' l Versuchs- und
‘*ﬁ“‘ﬁ‘-““" daner im Kontrollkulturen
| Feste Phase )‘ Flitssige Phase ] Versuch f‘
| | I ‘
‘ 5Ty + 5HPl | 8Ty -4 HEEIl ' 12 Tage je 8 Carrel-
+4HEEI | + 8 Ka.- \ Flaschen
\‘ | Normalserum f‘ & 6 Kulturen
|
10Ty 4 5 HPL STy +4HEEIT | 12Tage | je 9 Carrel-
+4HEE1I - 8 Ka.- Flaschen
Normalserum a 6 Kulturen
10 Ty 4- 5 HPIL ‘ §Ty +4 HEEIIL ;| 12 Tage je 9 Carrel-
} +-4HEEI | -+ 8 Ka.- i Flaschen
|  Normalserum | & 6 Kulturen
v -5 8Ty 4« 2 Tage je 9 Carrel-
I 10T HPI Ty + 4HEETI | 12Tage | je 9 Carrel
+ 4HEET -+ 8 Ka.- i Flaschen
\ Normalserum ’ ‘ a4 6 Kulturen
‘ 10 Ty + 5 HPI ‘ 8Ty +4HEEII | 12 Tage je 9 Carrel-
+4HEEIX + 8 Ka.- Flaschen
" ‘ Normalserum | a 6 Kulturen
" 10Ty 4+ 5HPl | 8Ty + 4HEEIT | 12Tage | e 9 Carrel-
‘ 4-4HEEI ‘ - 8 Ka.- \ Flaschen
Normalserum " & 6 Kulturen

Milz, Niere IT

Milz II, Niere L
Lunge keine
Schadigung

Milz II, Niere I
Lunge keine
Schadigung

Milz, Niere, Lunge
11T

Milz, Niere, Lunge
11

Milz, Niere 11
Lunge IIT

dem als Antigen benutzten Serum zum Nachweis gebundener Isocytotoxine.

+4HEETI

10 Ty + 5 HPI
+4HEE I

10 Ty + 5 HPI
+4HEEI

-+ 8 Ka.- |
Normalserum |

| 8Ty + 4HEETL | 10 Tage
\ - 8 Ka.-
‘ Normalserum
| 8Ty +4HEEII , 10 Tage
\ + 8 Ka.- '

J

|

Normalserum

Flaschen
& 6 Kulturen

je 9 Carrel-
Flaschen
a 6 Kulturen

je 9 Carrel-
Flaschen
a 6 Kulturen

Testverfahren Ergebnis
—— — e
} Zichtungsmedium Beob- Zahl der Schidigungsgrad

o o achtungs- Versuchs- und der Versuchs-
dauer im | Rontrollkulturen kulturen
Feste Phase | Tlussige Phase Versuch ‘
| ‘
| ' I
‘ 10Ty +5HPl | 8Ty +-4HEETL | 10 Tage ‘ je 8 Carrel- keine Schadigung
\ +4HEEI ! -+ 8 Ka.- Flaschen
‘ Normalserum | a 6 Kulturen
\ |
10Ty +5HPl | 8Ty +4HEEIL 10 Tage je 9 Carrel- Milz keine

Schadigung.
Niere, Lunge ITI

Milz keine
Schadigung.
Niere, Lunge IIT

Milz, Niere, Lunge
11T’
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Tabelle 6. Gegeniiberstellung des Gehaltes an Antikérpern im

Immunisierungsverfahren
Als Anti- | Als Antigen- ) %eitrauin
korperbildner | spender Dosis, Dauer und Art zwischen Im-
dienende dienende der Immunisierung munisierung
Tierart Tierart ,und Serum-
‘ gewinnung
Ratten Kaninchen ‘ 1 ecm?® Kaninchenserum je Woche, | 16 Tage
subcutan, 6 Wochen
Meer- Kaninchen 3 Wochen
& | schweinchen ! \
A
E -
s Meer- Kaninchen 3 Wochen
%, | schweinchen ! 1 em® Serumalaunpricipitat
8 + 1,5 em® Organhomogenisat
& . 1:1 in isotonischer Rohr-
k5 Meer- Kaninchen ( .. - 3 4 Wochen
T - zuckerldsung) in 1,5 cm
schweinchen - "
. Paraffinum liquidum ‘
< Meer- Kaninchen \ 4 Wochen
schweinchen
Meer- Kaninchen ‘ 9 Wochen
schweinchen
. . . \
Kaninchen |Kaninchen | 2 em® Serumalaunpracipitat 4+ , 6 Tage
1 cme® Erythrocytenaufschwem- |
mung 4mal je Woche, subcutan, |
s 6 Wochen
= . .
= | Kauinchen |Kaninchen 24 Tage
S T
s 2mal 2 em® Serumalaunprécipi-
;5 tat 4+ 4 cmn® Organhomogenisat
2 {1:1 in isotonischer Rohr-
2% | Kaninchen | Kaninchen ; | zuckerlésung) in 4 cou® Paraffi- 25 Tage
: I'{ num liquidum. 3mal 2,5 em?®
M | 4 | oAl =0
‘ Organhomogenisat in 2,5 cm?
Paraffinum liquidum je Woche,
o : subcutan, 5 Wochen
Kaninchen | Kaninchen b ’ 26 Tage

ist die Wachstumsgeschwindigkeit zwischen Versuchs- und Kontroll-
kulturen gleich. — Bleibt die Wachstumsgeschwindigkeit nach Ver-
streichen der Latenzzeit bei den Versuchskulturen kleiner als bei den
Kontrollkulturen, so nennen wir diesen Befund Schidigungsgrad II. —
Eine véllige oder fast vollige Wachstumshemmung bedeutet den Schadi-
gungsgrad TII. — AuBerdem wurden bemerkenswerterweise bei einem
Teil der Kulturen, deren Epithel- und Bindegewebswachstum total
gehemmt war, sehr viele amdcboide Zellen (Makrophagen) mit grofier
Wanderungsgeschwindigkeit beobachtet. In diesem Falle wirkte sich
also die Hemmung von bestimmten Gewebskomponenten in der Ent-
fesselung einer anderen aus, was schon von E. Kwakgs3? fir Epithel-
zellen und Fibroblasten beschrieben wurde. Wir bezeichnen das ganze
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Serum und den Organen der gleichen immunisierten Tiere.

~1

=1

VC"S‘1‘?}212?&;7;{;1111;:11;21‘;’}15C"um Versuche mit Immungewebe
) i
Tierart Gewebeart hchagflrlggngs— Tierart Gewebeart b(-.h-gll}gcllmgs—
- . . - ‘ . .
Kaninchen  Milz, IX Ratte Milz, Niere Milz, Niere IT
Niere ‘
Kaninchen | Milz, 1Y Meer- Milz, Niere, | Milz IT, Niere I,
Niere schweinchen Lunge Lunge keine
 Schadigung
Kaninchen Milz, v Meer- Milz, Niere, ! Milz I1, Niere I,
Niere schweinchen Lunge | Lunge keine
| Schadigung
i
Kaninchen Milz, v Meer- Milz, Niere,  Milz, Niere,
Niere schweinchen Lunge Lunge I1T
I H .
Kaninchen| Milz, 1Y Meer- Milz, Niere, ‘ Milz, Niere,
Niere schweinchen Lunge | Lungell
Kaninchen Milz, v Meer- Milz, Niere, | Milz, Niere IT,
Niere schweinchen. Lunge Lunge IIT
Kaninchen } Milz, [Niere I—IL.| Kaninchen | Milz, Niere, | Milz, Niere,
i Niere | Milz keine Lunge Lunge keine
Schadigung ‘ Schadigung
|
Kaninchen | Milz, keine Kaninchen | Milz, Niere, [ Milz keine
Niere |[Schidigung Lunge | Schadigung,
Niere, Lunge
| ‘ 111
Kaninchen | Milz, ;| keine Kaninchen | Milz, Niere, ‘ Milz keine
Niere |Schidigung Lunge Schadigung,
| Niere, Lunge
‘ | T
Kaninchen | Milz, | keine Kaninchen | Milz, Niere,  Milz, Niere,
Niere 'Schadigung Lunge Lunge IIT

Zusammenspiel kurz als Schadigungsgrad JII', obwohl die eine Zellart,
niamlich die Makrophagen, keineswegs geschidigt waren. Fiittert man
die Kulturen lingere Zeit weiter, so bilden sich aus den Makrophagen
Fibroblasten, indem sie sich langstrecken, wie es von Histiocyten-
kulturen allgemein bekannt ist (z. B. CArreL 192233 BaxEr 193334
v. MOLLENDORFF 1926-—-193135. 36),

Wenn iiberhaupt eine Wirkung vorhanden ist, so liegt um das
Mutterstiick geschidigter Tmmungewebekulturen ein Hof aus Zell-
detritus. Bei einer blofen Verzogerung der Latenzzeit (Schidigungs-
grad I) wird er schlieBlich durchwachsen und damit unsichtbar; ist die
Proliferationsgeschwindigkeit der Zellen auBerdem verlangsamt (Schidi-
gungsgrad II), so bleibt er noch lingere Zeit deutlich. Bei der stirksten
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Hemmung bleibt die Kultur von Zelldetritus wingeben. Gelegentlich
vorkommende ganz vereinzelte Zellen dazwischen konnen an dem
Gesamteindruck, daf die Kultur abgestorben ist, nicht viel dndern
(Schadigungsgrad III).

1. Zellgebundene Heterocytotoxine. Die Gewebe zweier Ratten, die
mit nativem Kaninchenserum, und von 5 Meerschweinchen, die mit
Kaninchenserumalaunpracipitat und -organhomogenisat immunisiert
worden waren, wurden mit normalem Kaninchenserum geziichtet. Die
Sera der Tiere, von denen die im folgenden beschriebenen Kulturen
stapnmen, hatten an normalen Kulturen Schiddigungen hervorgerufen
(Tabelle 2, Versuchsserien 3 und 4).

Bei den Nieren- und Milzkulturen der Ratten wurde eine Verlange-
rung der Latenzzeit und eine Verzégerung der Wachstumsgeschwindig-
keit beobachtet (Tabelle 4, Versuchsserie 9). Ein breiter Detritushof
wurde erst nach 7 Tagen von ausspriefenden Zellen zogernd durch-
wandert (Schiadigungsgrad II), wihrend die Kontrollkulturen schon
nach 3—4 Tagen ausgedehnte Wachstumszonen gebildet hatten.

Die Wirkung von normalem Kaninchenserum auf die Gewebe von
Meerschweinchen, die gegen Kaninchen immunisiert worden waren, war
sehr verschieden (Tabelle 4, Versuchsserien 10—14). Milzkulturen zeigten
die Schidigungsgrade IT und III, auch die Nierenepithelkulturen die
Grade I—III. Das Ergebnis bei Lungengeweben war ungleichmaBig:
von 2 Meerschweinchen wuchsen sie lebhaft und ohmne Verzogerung
(Versuchsserien 10und 11). Die Gewebe einesanderen ebenso behandelten
Tieres zeigten nach einer verlingerten Latenzzeit nur sehr langsames
Wachstum (Versuchsserie 13, Schiadigungsgrad IT). Die Lungenkulturen
von 2 weiteren Tieren waren im Wachstum total gehemmt (Versuchs-
serien12und 14, Schidigungsgrad I1I). Die Kontrollkulturen waren etwas
verfettet, aber wuchsen mit normaler Geschwindigkeit und Zelldichte.
Die Verfettung riihrt wahrscheinlich von einer schlechten Vertriglichkeit
des Kaninchenserums fiir Meerschweinchengewebe her.

2. Zellgebundene Isocytotoxine. In gleicher Weise wie die Gewebe
der heterolog immunisierten Tiere wurden auch die der homolog immuni-
sierten geziichtet (Tabelle 5).

Die Nieren- und Milzkulturen eines Kaninchens, das mit homologem
Serumalaunprécipitat und Erythrocytenaufschwemmung behandelt war,
wuchsen ohne Hemmung lebhaft aus (Tabelle 5, Versuchsserie 15).
Das Serum dieses Tieres hatte Nierennormalgewebe leicht geschadigh
{Tabelle 3, Versuchsserie 7).

An den ausgepflanzten Geweben von Kaninchen, bei denen Serum-
alaunpricipitat und Organhomogenisat als Antigen gedient hatten, wur-
den starke Beeintriachtigungen beobachtet (Tabelle5, Versuchsserien 16
bis 18). Das Serum war, wie schon berichtet, fiir normale Gewebe nicht
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schiadlich (Tabelle 3, Versuchsserie 8). Die Milzkulturen eines Tieres
und die Lungen- und Nierenkulturen aller 3 Tiere waren stark gehemmt.

Abb. 3a. Nierenkultur vom normalen Kaninchen mit normalem Kaninchenserum
geziichtet (Kontrolle zu Abh. 3b und c¢). Lebend pheotographiert, 60:1.

Abb. 3b. Nierenkultur von homolog immunisierten Kaninchen mit normalem Kaninchen-
serum geziichtet (Schadigungsgrad IIT). Lebend photographiert, 20:1.

Entweder proliferierten nur vereinzelte Makrophagen, Epithelzellen und
Fibroblasten (Abb. 3b, Schidigungsgrad ITI), oder es wanderten bei
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Abwesenheit von Epithelzellen und Fibroblasten dichte Makrophagen-
haufen aus, legten sich an das Mutterstiick und streckten sich nach
langerer Zeit (Abb. 3¢, Schidigungsgrad 1I1'). Die Kontrollkulturen
zeigten dichte Epithel- oder Bindegewebszonen, die durch die Makro-
phagen nicht im Wachstum gehindert wurden (Abb. 3a). Diese waren
nicht héufiger als gewohnlich bei Nieren- und Milzkulturen und wander-
ten zum gréften Teil an die Kulturrdnder und weiter ins freie Medium.

Abb. 3c¢. Nierenkultur von homolog immunisierten Kaninchen mit normalem Kaninchen-
serum gezlichtet (Schadigungsgrad IIT'). - Lebend photographiert, 85:1.

C. Diskussion.

Es sind schon héufig Versuche gemacht worden, mit Hilfe von
Gewebekulturen zellschidigende Antikorper nachzuweisen, die im Serum
von immunisierten Tieren enthalten sind. Dagegen sind unsere Ver-
suche unseres Wissens die ersten, bei denen auch die Gewebe derselben
immunisierten Tiere daraufhin untersucht wurden, ob in ihnen Anti-
korper fixiert sind. Besonders aufschlufireich scheint uns die Gegen-
iberstellung der lirgebnisse beider Versuchsreihen (Tabelle 6). HEs ergibt
sich folgendes:

Bei heterologer Immunisierung hatte das Serum der immunisierten
Tiere eine zellschidigende Wirkung. Von den untersuchten Geweben
der gleichen Tiere enthielten immer Milz und Niere, oft auch Lunge
Antikorper.

Anders liegen die Verhiltnisse bei homologer Immunisierung. Bei
2 Versuchsreihen war offenbar noch keine nennenswerte Immunitét
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erzielt worden, denn das Serum erwies sich nur fiir eine Gewebeart
als leicht toxisch, und die Gewebe der gleichen immunisierten Tiere
waren frei von Antikorpern.

Bei einer anderen Versuchsserie war dagegen eine Immunisierung
eingetreten: zwar waren die Seren frei von schidigenden Faktoren,
doch enthielten viele der untersuchten Gewebe der gleichen Tiere Anti-
kérper, und zwar immer Niere und Lunge und manchmal auch Milz.

Vergleicht man die Ergebnisse unserer heterologen mit unseren
homologen Immunisierungsversuchen, so kann man sie zusammenfassend
folgendermaflen gegeniiberstellen: Bei heterologer Immunisierung fanden
sich immer Immunkérper im Serum und meistens auch in den Geweben
der immunisierten Tiere. Bei homologer Immunisierung enthielten die
Seren fast nie, die Gewebe der immunisierten Tiere meistens Antikorper.

Aus diesen Ergebnissen kann man sich von deimm Vorgang der Immun-
korperbildung mit artgleichem Antigen folgende Vorstellung machen:

1. Werden Cytotoxine in den Geweben gebildet, so koénnen sie in
den Zellen selbst fixiert werden, ohne ins Serum zu gelangen.

2. Erfolgt eine Abgabe ins Serum, so konnten sie durch Bindung
an artgleiche Faktoren unschédlich gemacht werden.

3. Die Antikérperproduktion bei Isocytotoxinen hat nicht aus-
gereicht, um einen UberschuBl in das Blut gelangen zu lassen.

Die vorliegenden Versuche zeigen also, dafi eine homologe Immuni-
sierung moglich ist. Es ist zu vermuten, dafl Abwandlungen im Immuni-
sierungsverfahren weitere positive Ergebnisse bringen wiirden.

D. Zusammenfassung.

1. Es wurde untersucht, ob sich an Gewebekulturen als Testobjekt
Hetero- und Isocytotoxine nachweisen lassen.

2. Dabei wurden von immunisierten Tieren in getrennten Versuchs-
reihen Serum und Organe auf Antikdrper ausgetestet.

3. Wir fanden im Serum von Tieren, die heterolog immunisiert
worden waren, je nach Tierart und Immunisierungsverfahren schwache
oder starke Cytotoxine. Im Serum von Tieren, die homolog immuni-
siert worden waren, konnten wir keine oder schwach zellschadigende
Antikérper nachweisen.

Die Organe heterolog immunisierter Tiere zeigten bei der Auspflan-
zung zuweilen keine, meistens aber schwache oder sogar starke Schadi-
gung durch Antigen-Antikérperreaktion; bei den Organen homolog
immunisierter Tiere war dasselbe der Fall.
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