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Die tierexperimentellen Untersuchungen iiber eine Immunosialadenitis wurden
aus der Uberlegung heraus begonnen, daf es WiTeBskY u. Mitarb. gelungen war,
im Tierexperiment eine Immunothyreoiditis zu erzeugen, die sie in Parallele zu
der Hashimoto-Struma und den &tiologisch bisher ungeklirten nichteitrigen
Entziindungen der Schilddriise beim Menschen setzten.

Sie behandelten Versuchstiere — meist Kaninchen — liingere Zeit mit kleinsten Gaben von
wilBrigen Schilddriisenextrakten — zusammen mit Freundschem Adjuvans — und wiesen
zur Zeit der Entstehung einer nichteitrigen Entziindung in der Schilddriise Antikorper
gegen Schilddriisengewebe bzw. dessen Extrakt serologisch — zumeist mittels der passiven
Himagglutination nach Boypex und Pricipitationstesten — im Blute und immunohisto-
logisch in der erkrankten Schilddriise der betreffenden Tiere nach, wobei sie im Thyreoglo-
bulin — der Speicherform der Schilddriisenhormone (WxrssBeECKER) — den Triger der Anti-
genitit der Thyreoidea und des Schilddriisenextraktes sahen. Diese Antikdérper machten sie
fiir die Entstehung der nichteitrigen Entziindung der Thyreoidea, der ,,Immunothyreoiditis®
verantwortlich, sprachen ihnen also einen cytotoxischen Effekt zu. TROTTER, BELYAVIN
und Wappams beschrieben dann weiter noch komplementbindende Antikérper, deren zu-
gehoriges Antigen nach DoxracH und Rorrt in der Mikrosomenfraktion der Schilddriisen-
zellen gelegen sein soll; HEmmeyER und MULLER nehmen fir dieses intracellulire Antigen
an, daB es sich dabei um die intracelluléire Vorstufe des Thyreoglobulins handelt.

Es lag nahe, analoge tierexperimentelle Versuche fiir die Speicheldriisen anzu-
stellen (HareErrAMP, MOCABE); zeigen doch — &hnlich der Schilddriise — diese
Organe beim Menschen auch héufig eine beiderseitige nichteitrige Entziindung,
ohne daf} es immer moglich ist, eine Ursache hierfiir zu finden. Dariiber hinaus
haben japanische Forscher (Ito, OaaTa, TARIZAWA u. a.) kiirzlich auch in den
Speicheldriisen einen hormonartigen Wirkstoff beschrieben, das Parotin, von dem
es nach Kracur allerdings noch nicht sicher ist, ob es mit dem hypothetischen
Speicheldriisenhormon identisch ist. So kénnte also analog dem Thyreoglobulin
bei der Schilddriise fiir die Speicheldriisen dieses Parotin oder dessen Vorstufe
als mogliches Antigen zur Verfiigung stehen.

Tatsdchlich konnte in einer ersten, hier (s. unten) nur kurz aufgefiihrten
Versuchsreihe bei Ratten nach Behandlung mit wiBrigem Rattenspeicheldriisen-
extrakt zusammen mit Freundschem Adjuvans eine Schidigung ihrer Speichel-
driisen mit begleitender, nichteitriger Sialadenitis hervorgerufen werden (siche
Abb. 1); auBerdem waren Antikérper gegen Rattenspeicheldriisenextrakt bei

* Herrn Prof. Dr. P. GraBaRr, Paris, danke ich ergebenst fiir seine Hilfe und fiir seine
wertvollen Ratschlige, die er mir zur Abfassung vorliegender Arbeit zuteil werden lieB.
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diesen Tieren im Serum nachzuweisen. Folgt man nun den Uberlegungen von
WirEBskY u. Mitarb. bei der Deutung ihrer tierexperimentellen Immunothyreoidi-
tis, so miite man die Entstehung dieser nichteitrigen Sialadenitis ursdchlich
auf die Anwesenheit der erwahnten, somit cytotoxischen Antikdrper gegen Speichel-
driisenextrakt beziehen. Es galt also, die Bedeutung und etwaige cytotoxische
Wirkung dieser Antikérper fiur die Entstehung der krankhaften Verdnderungen
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Abb. 1. Immunoparotitis der Ratte (4-Monate nach Versuchsbeginn) nach intramuskuldren Gaben

von insgesamt 0,45 ml eines etwa 100 mg- %igen wiBrigen Rattenspeicheldriisenextraktes mit der

gleichen Menge Freundschen Adjuvans: Bei 4 rundzellig-entziindliche Infiltration (Lymphocyten,

Plasmazellen); bei B nekrotische Endstiicke; auffallend viele Kerne mit Kariorrhexis (z.B. bei C).
Hématoxylin-Eosinfdrbung. Vergr. 205 x

an den Speicheldriisen der Ratte nachzuweisen. Dabei versprachen die Unter-
suchungen einen Einblick in das Problem der cytotoxischen Antikérper tiberhaupt.

Solche Immunkérper, deren Antigen Blut- oder Organzellen sind, reagieren mit ihnen
spezifisch im Sinne einer Antigen-Antikérper-Reaktion; sie konnen als heterologe Antikérper
bei einer artfremden, als homologe bei der gleichen Species durch parenterale Antigen (= Blut-
zellen oder Organextrakt)-Einverleibung gewonnen sein. Der bekannteste cytotoxische Anti-
kérper ist das Himolysin (BorpEeT), das — in Gegenwart von Komplement — rote Blut-
korperchen auflost, also zerstért. Viel unklaver ist jedoch ein echter cytotoxischer Effekt
von Antikérpern, wenn nicht Blutzellen, sondern Organzellen oder deren Eiweill das zugehorige
Antigen darstellen, wie es etwa bei der Immunothyreoiditis der Fall ist. Konnten doch
DoxtacH und Rorrt bei Affen durch intravenose Injektion eines menschlichen Serums mit
Antikorpern gegen menschliches Schilddriiseneiweil (sog. Hashimoto-Serum) keine krank-
haften Veréinderungen in den Schilddriisen dieser Tiere nachweisen, obwohl serologisch ein
positiver Reaktionsausfall dieses Menschenserums mit Affenschilddriiseneiweill bestand. Ja
selbst bei der Wiederholung der Witebskyschen Versuche konnten SerpHERD, LIPINSKI und
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TayrLor zwar auch homologe Antikérper gegen Schilddriisenextrakte bei Kaninchen er-
zeugen und nachweisen, aber keine wesentlichen krankhaften Veréinderungen in den Schild-
driisen dieser Tiere hervorrufen.

Um nun schnell und reichlich hochwertige Antikérper gegen Rattenspeichel-
drisenextrakt zu erhalten, wurden diese heterolog bei Kaninchen erzeugt und
gesunden Ratten intravenos injiziert. Die Versuche gliedern sich in folgende
vier Gruppen: I. Gewinnung von Kaninchen-Immunoglobulinen mit heterologen
Antikérpern gegen wilirigen Rattenspeicheldriisenextrakt, II. Behandlung
gesunder Ratten mittels intravendser Injektion von Kaninchen-Immuno-(f,-
und y-)Globulinen mit heterologen Antikérpern gegen Rattenspeicheldriisen-
extrakt und mit immunohistologischem Antikérpernachweis im Gewebe, I11. Be-
handlung gesunder Ratten mittels intravendser Injektion von Kaninchen-(f,-
und y-)Immunoglobulinen mit heterologen Antikérpern gegen Rattenspeichel-
driisenextrakt und nachfolgender Einverleibung von Rattenspeicheldriisenextrakt
(= Ag), Hihnereiklar oder Fremdserum und IV. Kontrollversuche unter Ver-
wendung von Kaninchen-f,- und o-Globulinen ohne Antikérper gegen Ratten-
speicheldriisenextrakt.

A. Methodik

Als Versuchstiere dienten — als Antikérperspender — ménnliche Hauskaninchen (zumeist
eigener Zucht) im Alter von 1/, Jahr und von 2—2,5 kg Gewicht sowie — zur Speicheldriisen-
extraktgewinnung und als Antikdrperempfinger — 1/, Jahr alte Ratten beiderlei Geschlechts.
Die Tiere wurden gleichm#Big mit BroVo-Spezialtrockenfutter gefiittert.

I. Gewinnung ven Kaninchen-Immunoglobulinen mit heterologen Antikiorpern
gegen willrigen Rattenspeicheldriisenextrakt

1. Herstellung des wifrigen Rattenspeicheldriisenextraktes (Antigen = Ag)

Vorbemerkung., Bei der Extraktherstellung wurde neben der Glandula parotis, sub-
mandibularis und sublingualis stets auch die Glandula orbitalis externa mit berticksichtigt,
deren sekretorische Funktion bei der Ratte bis heute keineswegs geklirt ist; wihrend sie
beim Hund und beim Kaninchen zum Speicheldriisenkomplex gehort (E. S. G. Scemipr),
zieht ihr Ausfithrungsgang bei der Ratte nicht zur Mundhohle, sondern zum &ufieren Augen-
winkel, um hier auf der Bindehaut zu enden (E. S. G. ScamIpT). Allerdings treten nach
Exstirpation beider Glandulae orbitales externae keine sichtbaren Veréinderungen am Ratten-
auge auf, die als Ausdruck des Fehlens einer starkeren exkretorischen Tatigkeit dieses Organes
zu werten wiren. Darlber hinaus bietet das feingewebliche Bild der Glandula orbitalis
externa auch bei der Ratte so groBie Anklidnge an das der Glandula parotis, da beide Organe
histologisch von einem Uneingeweihten leicht verwechselt werden konnen und auch oft ver-
wechselt werden (Korossow, MEYER, MECKEL, OWEN). Es liB¢ sich also so zumindest ver-
muten, daB bei Ratten die Glandula orbitalis externa, die im iibrigen durch ein stark aus-
gebildetes Ergastoplasma, durch Mitochondrienreichtum und Kernaktivitédten ausgezeichnet
ist, zwar nicht eine gleiche exkretorische, jedoch eine gleiche oder shnliche inkretorische
Funktion wie die Glandula parotis ausiibt, etwa in Form der Bildung und Produktion von
Parotin, also alles Griinde, die eine Hinzuziehung der Glandula orbitalis externa bei der
Extraktherstellung zundchst ratsam erscheinen lieBen.

Aus Griinden der sprachlichen Vereinfachung wird im folgenden jedoch zumeist nur die
Rede von Speicheldriisenextrakten sein, womit dann stets das Gemeinschaftsextrakt aus
Glandula parotis, submandibularis, sublingualis und orbitalis externa gemeint ist.

Technische Ausfiihrung, Die erwihnten Drisen miissen weitgehend blutfrei sein, da sich
sonst spiter bei den Kaninchen nicht nur Antikérper gegen spezifisches Driiseneiweil, sondern
auch gegen Rattenblutzellen bilden wiirden. 100 Ratten beiderlei Geschlechts wurden also durch
0,35 cm® Nembutal-Losung (vet.) i.p. narkotisiert, entblutet bzw. mit physiologischer Koch-
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salzlésung (py 7,2 mit Na,HPO,-KH,PO,-Puffer) bis zur weitgehenden Blutfreiheit der Hals-
organe — aus einem 10 Liter-Gefaf3 in 1'/, m Héhe — durchspiilt; folgende Methode hat sich
dabei — unter anderem auch durch die Schnelligkeit ihrer Ausfihrungsmoglichkeit — be-
sonders bewihrt: Aus der Bauchaorta wurden mittels einer Rekordspritze (Kaniile Nr. 1)
8—12 cm?® Blut abgesaugt, wonach 6fters schon ein Herzstillstand eintrat. Dann wurde von
der Herzspitze aus durch die linke Kammer in die Brustaorta eine Glaskaniile eingelegt, die
mittels Schlauch an das hochstehende 10 Liter-Gefd mit gepufferter Kochsalzlosung ange-
schlossen war. Nach Beginn der Kochsalzdurchspiilung gewédhrte ein Schnitt in die Hohl-
vene den Abfluff von Blut und Kochsalzlésung. Hs wurde so lange durchspiilt, bis aus der
erwihnten Vene nur noch klare Kochsalzlosung herausflol und die Halsorgane blutfrei
schienen. AnschlieBend wurden bei diesen Tieren auf beiden Seiten die Glandula parotis,
Glandula orbitalis externa, Glandula submandibularis und Glandula sublingualis heraus-
préapariert, soweit wie moglich vom anhaftenden Bindegewebe befreit, mit einer Schere zer-
stitckelt, unter sterilen Bedingungen zermoérsert und — soweit makroskopisch moglich —
von etwa noch verbliebenen Resten des Bindegewebes und der GefidBe befreit. Der so gewon-
nene Speicheldriisenbrei wurde mit einem Gesamtgewicht von 55,9 g dann mit dem gleichen
Gewichtsvolumen physiologischer Kochsalzlosung (pw 7,2) — unter Zusatz eines Tropfens
0,25 %iger Phenolldsung auf etwa 50 cm? Kochsalzlosung — 24 Std im Eisschrank bei 4+-4°C
extrahiert. Danach wurde zentrifugiert (1000 U/min) und anschlieBend das Supernat durch
ein steriles Mullippchen durchgeseiht, um das auf der Oberfliche schwimmende Fett abzu-
fangen. Der EiweiBgehalt des makroskopisch fettfreien Supernats betrug 95,8—103 mg- %
nach Kyearpar. Nach Aufteilung in kleinere Portionen blieb die — durch das Abschiitten
vom Sediment (Gewebsbrei) befreite — Extraktflissigkeit bis zur Verwendung bei —37°C
in der Tiefkiihltruhe.

2. Antikorper(Ak.)-Bildung (Sensibilisterung) bei Kaninchen
gegen den wiifirigen Rattenspeicheldriisenextrakt

Zur Steigerung der Ak.-Bildung wurden simtliche Ag.-Injektionen zusammen mit
Freundschem Adjuvans (FA) [= 8,5 ml Bayol F (Esso) 41,5 ml Arlacel A (Atlas) 30 mg
Mycobacterium smegmatis mit anschlieender Autoklavierung (1,1 atii, 30 min, 110%)] im
Verhiltnis 1 Teil Extrakt zu 1 Teil Adjuvans vorgenommen. Sechs Kaninchen standen im
Versuch. Es erhielten im einzelnen je zwei Tiere subcutan iiber 2 Monate 3mal — in vier-
wochigem Abstand — 0,05 ml, 0,1 m] bzw. 0,2 ml Extrakt, gemischt mit der gleichen Menge
FA, in die vier Pfoten verteilt injiziert uud 4 Wochen nach der letzten subcutanen Injektion
alle sechs Kaninchen 0,5 ml Ag. ohne FA intraperitoneal.

Die Gesamtmenge verabreichten Extraktes betrug demnach bei den drei Kaninchenpaaren
jeweils 0,6 ml, 0,8 bzw. 1,1 ml einer etwa 100 mg-%igen Eiweilkonzentration, die entspre-
chende Gesamtmenge also etwa 0,6 mg, 0,8 bzw. 1,1 mg Speicheldriisenextrakt.

3. Serologischer Antikirpernachwers

Vier Wochen nach der letzten Injektion, d. h. also 4 Monate nach Beginn der Injektionen,
wurden die Tiere entblutet, das Blut unter sterilen Bedingungen abgesert und von den Seren
eine Komplementbindungsreaktion (a), die passive Himagglutination nach Boyprx (b) und
der Agar-Pricipitationstest nach OUCHTERLONY (c) zur Bestimmung von Ak. gegen Ratten-
speicheldrisenextrakt durchgefiihrt.

a) Die Komplementbindungsreaktion wurde mit dem Gedanken vorgenommen, dafl eventuell
in den betreffenden Kaninchenseren vorhandene spezifische Ak. mit Speicheldriisenextrakt
(Ag.) im Sinne einer Antigen-Antikérper-Reaktion reagieren miiliten, die dann zugefiihrtes
Komplement verbraucht, so daBl dieses dem anschlieend zugegebenen himolytischen System
[Hammelblutkérperchen und Amboceptor (= in Gegenwart von Komplement Hammelblut-
kérperchen-losender Ak.)] nicht mehr zur Verfiigung steht. Tritt also bei der nachtriglichen
Zugabe des hidmolytischen Systems keine Himolyse auf, so ist die Reaktion positiv.

Um Serum bei der Reaktion einzusparen, wurde die Mikromethode verwendet, wie sie
HexwessEN 1955 fiir die Influenza-Diagnostik beschrieben hat: Bei einer konstanten 20 %igen
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Verdiinnung der inaktivierten Kaninchenseren wurde die Komplementbindungsreaktion mit
in geometrischer Reihe fallenden Komplementverdiinnungen, also steigenden Komplement-
mengen durchgefiithrt, wobei die hochste Komplementmenge festgelegt werden kann, die bei
der Antigen-Antikérper-Reaktion noch verbraucht wird.

Ausfiihrung. 1. Zum Auswaschen und fir Verdiinnungen wurde stets Veronal- Puffer
verwandt; 2. das Ag (= Speicheldrisenexirakt) wurde inaktiviert und in einer Verdiinnung
1:40 verwendet, wobei es spater bei der Reaktion keinen Eigenkomplementverbrauch mehr
zeigte ; 3. die zu testenden Kaninchenseren wurden ebenfalls fiir 30 min im Wasserbad bei 56°C
inaktiviert und 1:5 verdiinnt; 4. als Komplement diente konserviertes Meerschweinchen-
komplement der Behringwerke, Marburg a.d. Lahn, von dem entsprechend Tabelle 1 eine
Verdiinnungsreihe angelegt wurde; 5. der himolytische Amboceptor (Titer 1:4000 fiir WAR)
stammte ebenfalls von den Behringwerken ; er wurde vor Gebrauch 1:1000 verdiinnt; 6. Ham-
melblutkorperchen wurden stets frisch von gesunden minnlichen oder weiblichen, nicht
trichtigen Schafen gewonnen; es wurde aus der Vena jugularis entnommenes Blut in einer
Flasche mit geschliffenem Glasstopfen und Glasperlen geschiittelt (defibriniert), dann 10 min
bei 3000 U/min die Erythrocyten abzentrifugiert und schlieBlich dieses Blutkdrperchen-
sediment 3mal in Veronal-Puffer gewaschen und jeweils aus der Pufferlésung wieder abzentri-
fugiert (3000 U/min).

Von dem letzten Erythrocytensediment wurde dann eine 1%ige Losung hergestellt. Um
nun beim h#molytischen System stets eine konstante Erythrocytenzahl zur Verfiigung zu

haben, wurde in einer Erythrocytenpipette bis
Tabelle. Komplementverdiinnungsreihe fiir ~ zur 0,5-Marke 1%ige Hammelblutkérperchen-
Mikro-Komplementbindungsreaktion mach — Aufschwemmung amfgezogen und die Pipette

HENNESSEN (gekiirzt). Faktor 1,4 dann bis zur 101-Marke mit Puffer aufgefiillt

und gut geschiittelt. Ein Tropfen dieser Ver-

Stufe pl]‘;g’;;t_ Verdtnnung diinnung wurde in einer Thoma-Zihlkammer
NP | gehalt in % | Komplement + Putfer  auf die Erythrocytenzahl ausgezahlt. Befanden
sich mehr als 300000 Erythrocyten in einer
10 28,9 0,3--0,74 Kammer, so wurde die 1%ige Erythrocyten-
9 20,6 0,2+ 1,15 I6sung entsprechend verdiinnt.
8 14,8 0,24-1,16 Die eigentliche Durchfithrung der Reaktion
7 10,5 0,2+1,70 nimmt man in Kunststoffplatten mit jeweils
6 7,5 0,1+ 1,23 acht senkrecht in mehreren Reihen angeord-
i g’g 8’% +1,76 neten Dellen (Prestware LTD, Southdown
X ,1 -+ 2,50 . - -
3 27 0.1+ 3,54 Works in Raynes Park, Engl@nq, Abblldung bei
9 2,0 0,1 5,00 HexwesseN 8. 559) vor, wobei die Dellen mittels
1 1,4 0,1-+7,04 Tropfpipetten aufgefiillt werden. Jede senk-

rechte Reihe von acht Dellen entspricht einer
Komplementbindungsreaktion mit von unten nach oben steigenden Komplementmengen.
Es wird in aufsteigender Reihenfolge in die Dellen 1—8 je 1 Tropfen von Komplement der
entsprechenden Verdiinnungsstufen 1—8 der Tabelle, je 1 Tropfen eines 1:5 verdiinnten
Testserums sowie 1 Tropfen des Ag. eingefiillt ; die Kunststoffplatte wird dann gut geschiittelt
und 12 Std im Eisschrank (+4°C) in einer feuchten Kammer belassen; danach gibt man
zwel Tropfen des hiamolytischen Systems (50 ml in der Zihlkammer kontrollierter Erythro-
cytenlosung und 50 m! 1:1000 verdiinnter Ambocepterlosung im Verhaltnis 1:1) in jede
Delle und 146t die Platte fiir 2 Std in der feuchten Kammer im Brutschrank bei 37°C. Danach
wird abgelesen und die Komplementstufe aufsteigend bestimmt, bei der gerade eine partielle
Himolyse — als Ausdruck eines Komplementiiberschusses — vorliegt.

Da sowohl das Ag. (= Speicheldriisenextrakt) als auch die zu testenden Seren etwa einen
Eigenkomplementverbrauch zeigen kénnen, der unabhingig von einer Antigen-Antikorper-
Reaktion ist, mulB . dieser in Kontrollen bestimmt werden, d.h. ein Reaktionsablauf mit
1 Tropfen Puffer an Stelle von 1 Tropfen Testserum (sog. Ag-Kontrolle) und ein solcher mit
Puffer anstatt Ag. (sog. Testserumkontrolle) vorgenommen werden. Um etwaige Normal-
antikorper im Kaninchenserum gegen Rattenspeicheldriisenextrakt auszuschalten, wurde als
sog. Normalserumkontrolle ein Ersatz der Testseren durch Seren nicht gegen Speicheldriisen-
extrakt (Ag.) immunisierter Kaninchen vorgenommen. Da das Ag. jedesmal gleich bleibt,
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geniigte — wie bei der Normalserumkontrolle — eine Ag.-Kontrolle; dagegen mufite fiir die
verschiedenen Testseren von den sechs Kaninchen jeweils eine Testserumkontrolle vorgenom-
men werden.

Die Auswertung geschieht dann durch den Vergleich der hochsten partiell losenden
Komplementdosis des Testserum (Ak.)-Ag.-Gemisches mit der héchsten der Ag.-, Testserum-
und Normalserumkontrollen, d. h. durch die Bestimmung des

Quotienten: partiell 16sende Komplementsdosis des Testserums

hochste partiell losende Komplementdosis der Kontrollen

b) Bei der passiven Hidmagglutination — nach GrABAR wahrscheinlich eine der feinsten
Reaktionen in der Immunologie — werden mit Tanninsdure gegerbte Erythrocyten (in unserem
Falle Kaninchen-Erythrocyten) mit Ag. (hier: Rattenspeicheldriisenextrakt) beladen; ein
gegen das Ag. gerichteter Ak. miilte dann die so mit Ag. beladenen Erythrocyten zur Agglu-
tination bringen; die Methode wurde entsprechend der Originalvorschrift von Boypex (1951)
durchgefiihrt, und zwar mit tannierten Kaninchen-Erythrocyten. Wegen der technischen
Details und der Auswertung wird auf die Originalarbeit von BoypeN verwiesen. Um die
Spezifitit des Verfahrens soweit als méglich zu sichern, kamen drei Kontrollen zur Anwendung:
1. Eine Spontanzusammenballung der antigenbeladenen Erythrocyten ohne Einwirkung von
gegen das Ag. gerichteten Ak. wird durch die Antigen-Kontrolle ausgeschlossen. Statt des zu
testenden Serums gelangt Serum nicht mit Ag. behandelter Kaninchen zur Verwendung;
2. Eine etwa durch Blutgruppen-Unvertriglichkeit zwischen den zu testenden Seren und den
fur die Antigenbeladung benutzten Kaninchen-Erythrocyten vorhandene ,,echte’ Agglu-
tination, die auch ohne Einwirkung von spezifischen, d. h. hier gegen das auf den Erythro-
cyten befindliche Ag. gerichteten Ak. auftreten wiirde, ist durch die Serum-Konirolle auszu-
schlieflen, indem ,,nicht-tannierte und -antigenisierte’ Kaninchenerythrocyten mit den zu
testenden Seren zusammengebracht werden. 3. Schliefilich gelangten, als Tannin-Kontrolle,
tannierte, jedoch nicht antigenisierte Kaninchen-Erythrocyten mit den Testseren in Ver-
bindung, da gelegentlich bei tannierten Erythrocyten in Gegenwart von arteigenem Serum
eine Spontan-Agglutination vorkommt (Hoenie¢ und HorNicova). Als Titer wurde die
Serumverdiinnung angegeben, bei der noch eine sichere Agglutination der Erythrocyten
nachweisbar war.

¢) Der Agar- Pricipitationstest nach OUCHTERLONY wurde zum Nachweis etwaiger prii-
cipitierender Ak. gegen Rattenspeicheldriisenextrakt in den Kaninchenseren ausgefiithrt. Nach
einer dankenswerten Beratung durch Herrn Dozent Dr. Hrrzic, Ziirich, wurde der Agar-
Précipitationstest als Mikromethode auf Objekttrigern (fiir histologische Zwecke) vorgenom-
men, um Serum und Ag. einzusparen. Ausfiihrung: Eine 4%ige Losung von Agar-Agar
(in Pulverform) wird kalt mit Aqua dest. angeriihrt, dann im Dampftopf bei 95—100° etwa
1—1%/, Std kochen gelassen. Dieser 4%ige Agar wird — nach Erkalten durch erneutes
Autkochen im Wasserbad — mit heilem Schultze-Puffer [85,2 ml 23,8 g Na,HPO, in 1000 m!
9 %iger NaCl-Losung und 14,8 ml 9,1 g KH,PO, in 1000 ml 9%iger NaCl-Losung (pu 7,5)] zu
einem 1,5 %igen Agar verdiinnt. 3 ml des heiflen, 1,5 %igen Agars werden auf einem trockenen,
vorher in Atheralkohol gesiuberten Objekttriiger bei planer Unterlage gegossen. Nach 25 min
im Eisschrank (4 4°C) ist der Agar auf dem Objekttriger erstarrt, und es kénnen nun zu
beiden Enden der Objekttriger hin kreisformig je sechs Locher von etwa 2,5 mm Durchmesser
und ein gleich grofles Loch im Zentrum dieser Kreise mit ad hoc hergestellten feinen Stanzen
in einem Abstand von 4 mm herausgestochen und der Inhalt dieser so gewonnenen Locher
mittels einer Wasserstrahlpumpe restlos herausgesaugt werden. Mit einer ganz feinen Pipette
wird dann in die Locher ein feiner Bodensatz fliissigen 1,5%igen Agars gegeben. Nach Er-
starren dieses Bodensatzes konnen die Ag.- und Ak.-Lésungen eingetropft werden, wozu
wir folgendes Schema verwandten: In das zentrale Loch werden 0,005 ml unverdiinnter
oder 1:1 mit Pufferlosung verdiinnter Ag.-Losung gegeben, in die kreisférmig angeordneten
Locher meist im Uhrzeigersinne bei 12b oben beginnend 0,005 m! unverdiinnten Testserums
und dann weiter das gleiche Serum in die folgenden Locher in einer Verdiinnung von 1:1,
1:10, 1:100, 1:1000 und schlieBlich in das letzte Loch vor 12h von 1:10000.

d) Ergebnis der serologischen Antikorpernachweise. Bei der Komplementbindungsreaktion (a)
wiesen diejenigen Tiere den hochsten Titer auf, welche die hohere Ag.-Menge von Speichel-
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driisenextrakt (0,8 bzw. 1,1 mg EiweiB) erhalten hatten, und hier insbesondere Versuchstier
Nr. 6 (1,1 mg Eiweil) mit einer partiell losenden Komplementdosis der Stufe 8 (s. Tabelle:
Stufe 8 entspricht dem Verbrauch einer 14,8 %igen Komplementlosung). Die iibrigen Tiere
wiesen folgende partiell 19sende Komplementdosen auf, Nr. 5 (1,1 mg Eiweil) sowie Nr. 3
und 4 (0,8 mg Hiweif}) der Stufe 5, Nr. 2 und 1 (0,6 mg Eiweil}) der Stufe 3 bzw. 4. Simtliche
Kontrollen waren negativ, zeigten also keinen Komplementverbrauch. In diesem Falle ent-
fallt die Aufstellung des Bewertungsquotienten, da ein Nenmer bei negativen Kontrollen
nicht gegeben ist; die absoluten Zahlen der partiell losenden Komplementdosis der Test-
seren geben dann den Titer an. So ergeben sich bei den sechs Kaninchenseren (1-—86) folgende
Titerwerte: Nr. 1 = 3,8, Nr. 2 = 2,7, Nr. 35 = 5,4 und Nr. 6 — 14,8,

Bei der passiven Hdmagglutination (b) fanden sich folgende Titerwerte: Kaninchen
Nr. 6 = 1:100000, Nr. 5 = 1:10000, Nr. 4 = 1:10000, Nr. 3 = 1:10000, Nr. 2 = 1:100000
und Nr.1=1:100000. Alle drei Kontrollen waren negativ.

Vergleicht man die Ergebnisse der Komplement-
A C bindungsreaktion mit denen der passiven Hémag-
glutination, so liegt annihernd eine Uberein-
stimmung der Titerwerte bei den Tieren Nr.3—6
vor, also bei denjenigen mit den hoheren Mengen
einverleibten Eiweiles (Ag.), wihrend die Kanin-
chen mit der geringeren Menge injizierten Ag. bei
der Hamagglutination einen wesentlich hoheren
Antikérpertiter als bei der Komplementbindungs-
reaktion und auch als die meisten Kaninchen mit
groBerer Menge injiziertem Ag. (mit Ausnahme
von Kaninchen Nr. 6) aufweisen.

Der Agar- Pricipitationstest (c¢) zeigt nur bei
Kaninchen Nr.4 und 6 ein Pricipitat (siehe
Abb. 2), und zwar bei unverdiinntem Ag. oder einer
Ag.-Verdiinnung von 1:1, 1:10 oder 1:100 und

unverdiinntermn Testserum (Ak.) oder einer Test-
Abb. 2. Agar-Pracipitationstest (QUCHTER-  gorymyerdiinnung von 1:1. Das stiirkste Pricipitat
LONY). Im zentralen Loch unverdiinntes . . .
Ag. (Speicheldriisenextrakt). Tm Loch 4  fand sich bei unverdiinntem Ag. und Testserum,

unverdinntes Testserum (Nr. 4),in B das um bei den steigenden Verdiinnungen merklich
gleiche Serum mit einer Verdiinnung 1:1 schwicher zu werden.
mit Pufferidsung. Bei ¢ Précipitatlinie

Nach dem Ergebnis der erwihnten serologischen
Reaktionen haben sich also bei den Kaninchen
heterologe Antikérper gegen einen wilirigen Extrakt aus Rattenspeicheldriisengewebe
gebildet, deren eventuelle pathogene Wirkung auf lebendes Speicheldriisengewebe nun
gepriift werden kann. Um jedoch in den Versuchen eine storende Einwirkung nicht
antikdrperhaltiger Serumeiweille, etwa der Albumine und «-Globuline, méglichst weit-
gehend auszuschalten, galt es, die antikérperhaltigen Globuline, die sog. Immunoglobuline
(Hirzie, HErREMANS) der Kaninchenseren auch mdéglichst rein darzustellen.

4. Priparative Abtrennung der antikorperhaltigen Immunoglobuline
aus den Kaninchenseren mil immunoelekirophoretischer Kontrolle

Nach GraBagk sind — entsprechend immunoelektrophoretischen Untersuchungen — bei
Menschenseren die antikérperhaltigen sog. Immunoglobuline in der 8 4-f, y- und y-Globulin-
fraktion zu suchen. Dem entsprechen in etwa in unseren Kaninchenseren die Ergebnisse
mittels freier Elektrophorese, als sich dabei eine Zunahme der y-Globulinzacke bei den anti-
korperhaltigen Kaninchenseren fand.

Es galt jedoch die Ak. gegen Speicheldriisenextrakt in den Kaninchenseren genauer zu
lokalisieren; bei diesen Seren wurde daher eine immunoelektrophoretische Untersuchung mit
und ohne vorherige Absittigung der Ak. durch das zugehorige Ag. (= Speicheldriisenextrakt)
mit dem Gedanken durchgefiihrt, daBl das mit Ag. abgesittigte Ak.-haltige Globulin sich dem
Nachweis durch sein zustindiges Anti-Globulin aus dem immunoelektrophoretischen Anti-
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serum entzieht; das antikérperhaltige Globulin kénnte dann durch das Fehlen seiner Pri-
cipitatlinie lokalisiert werden.

a) Immunoelektrophoretische Kontrolle. Die Absditiigung geschah in Anlehnung an die
Absorptionstechnik, wie sie GraBar und BURTIN (s. S. 84) angegeben haben: 1. Das Ag.
(= Speicheldriisenextrakt) wurde lyopholisiert, das EiweiBitrockensubstrat auf einer Mikro-
waage gewogen und dann 2. wieder in der kleinstmoglichen Menge gepufferter physiologischer
Kochsalzlosung (s. unten) aufgelost. 3. Die ad 2. hergestellte Ag.-Losung wurde so mit den
Kaninchentestseren gemischt, dall 1-——8 mg Ag.-Substrat auf 1 ml Serum entfielen. Diese
Mischung wurde gut geschiittelt und kam dann 4. fiir 1 Std bei 37° in den Brutschrank, an-
schlieBend noch fiir 24 Std in den Eisschrank (-+4°C), um dann 5. bei 2000 U/min einmal
abzentrifugiert zu werden. Das klare Supernat wurde verwandt. Das fiir die Immunoelektro-
phorese bestimmte, nicht abgesiitigte Testserum wurde wie das abgesiittigte behandelt mit der
Ausnahme, daB statt der Ag.-Losung nur die gleiche Menge Pufferlosung (ohne Ag.) zugegeben

A
Abb. 3a u. b. Immunoelektrophorese-Diagramme. & Kaninchentestserum (Nr. 6) ohne vorherige
Absittigung mit Ag. (= Rabttenspeicheldriisenextrakt). Bei 4 das Pracipitat des langsamen Anteiles
von y-Globulin deutlich erkennbar. b Das gleiche Testserum wie bei Abb. 3a, jedoch nach Abséttigung
der Antikdérper mit Ag. Deutliche Abschwichung der y-Globulinpricipitatlinic, besonders deutlich
im Bereiche ihres langsam wandernden Anteiles (4)

wurde. Damit wurde bei der Immunoelektrophorese jeweils eine gleiche Serumverdiinnung
gewahrt.

Die Immunoelektrophorese wurde in der Modifikation nach SCHEIDEGGER (1955: genaue
Methodik s. d.) als Mikroelektrophorese auf Objekttrigern durchgefithrt, und zwar mit dem
Agafor-1-Gerdt der Firma Egaton-A.G. Bern (Schweiz): 1. Abweichend von der Original-
beschreibung verwandten wir statt Veronal-Puffer Borat-Puffer [(py 8.6) 24,8 g Acid. boricum
werden in 2000 ml Aqua dest. gelost und 1:1 gemischt mit einer Losung von 76,2 g Borax
in 1000 ml Aqua dest. Diese 2/,, Mol-Losung wird vor Gebrauch 1:1 mit Aqua dest. gemischt. ]
Dieser Puffer erwies sich als besonders giinstig fiir die Darstellung der f,- und y-Globuline
(persénliche Auskunft von Herrn Doz. Dr. Hrtzig, Ziirich). 2. Auf die Objekttriger kamen
jeweils 2,5 ml mit Puffer gelosten Agars (Herstellung s.a. bei Agar-Pricipitationstest),
aus dem nach Erstarren mit dem Schneidegerit eine Rille und zwei Stanzlocher ausgehoben
wurden. 3. Die Stanzlécher wurden entweder mit etwa 0,002 ml abgesittigten oder mit der
gleichen Menge nicht abgeséttigten Kaninchentestserums beschickt. 4. Die elektrophoretische
Wanderung erfolgte bei einer Spannung von 25 V, 15 mA iiber eine Zeit von 70 min. 5. Nach
der elektrophoretischen Auftrennung dienten die Rinnen der Aufnahme kréiftig pricipitie-
render, am besten unverdiinnter Antiseren gegen Kaninchenserum in einer Menge von jeweils
0,04 ml. Obwohl Meerschweinchen schlecht précipitierende Antikérper liefern sollen (H.
ScamipT), konnten wir dies fir Antiseren gegen Kaninchenserum nicht bestitigen: stellten
doch unsere, nach einem besonderen Immunisierungsschema gewonnenen Antiseren gegen
Kaninchenserum vom Meerschweinchen im Pracipitat der Immunoelektrophorese die - und
y-Globuline gut dar. Gleichzeitig verwendeten wir auch uns in dankenswerter Weise iiber-
lassene Anti-Kaninchenseren der Ziege von den Behring-Werken mit ebenfalls guten Pri-
cipitatlinien. 6. Das Antiserum in den Rinnen diffundierte gegen die elektrophoretisch auf-
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getrennten Kaninchen-Testseren iiber einen Zeitraum von 48 Std. 7. Es wurde dann bis
48 Std in Pufferlosung gut gespiilt, um die nicht in den Pracipitaten gebundenen Eiweille
zu eluieren. 8. Gefiarbt wurde mit Amidoschwarz nach Vorschrift, dann getrocknet bei
37°C und ein photographischer Abzug in einem Leitz-Vergroferungsgerit vorgenommen,
um die Auswertung der Diagramme zu erleichtern.

Ergebnis. Die Immunoelektrophorese-Diagramme wiesen bei den mit Ag. abgeséttigten
Kaninchentestseren, etwa ab der Hohe der §,-Globuline, zum negativen Pol hin eine deutliche
Abschwichung der yp-Globulin-Précipitatlinien auf, die bei den nicht abgestittigten Seren
sehr deutlich sichtbar war (Abb. 3a und b).

b) Priparative elektrophorefische Abtrennung. Nach dem Ergebnis der immunoelektro-
phoretischen Untersunchung wurden dann die f,- und y-Globuline der gegen Rattenspeichel-
driisenextrakt sensibilisierten Kaninchen nach 48stiindiger Dialyse gegen Elektrophorese-
puffer nach MICHAELIS (pg 8,6) mittels der von E. WIEDEMANN weiterentwickelten Fliissig-
keitselektrophorese! unter Verwendung des Spezialzellensatzes fiir kleinpréparative Versuche
(s. E. WIEDEMANN) unter stindiger optischer Kontrolle abgetrennt, anschliefend zur Ent-
salzung gegen Aqua dest. dialysiert und lyophilisiert. Diese so getrockneten, antikérperhaltigen
Globuline wurden gemischt und — in kleine Portionen aufgeteilt — in der Tiefkithltruhe bei
—379C bis zum Gebrauch aufbewahrt.

Fiir diese antikorperhaltigen Globuline wird im folgenden — wiederum aus Griinden der
sprachlichen Vereinfachung — zumeist nur die Rede von Immunoglobulinen sein, ungeachtet
dessen, daB beim Menschen, allerdings bisher noch nicht beim Kaninchen, unter diesem Be-
griff die f,31-, B3 4- und y-Globuline zusammengefafit werden, gleichgiiltig ob sie in einem ge-
gebenen Moment nachweisbare spezifische Antikérper besitzen oder nicht.

I1. Behandlung gesunder Ratten mittels intravendser Injektion von Immuno-
globulinen mit heterologen Antikdrpern gegen Rattenspeicheldriisenextrakt und
mit immunohistologisechem Antikorpernachweis im Gewebe

1. Zur Konstanthaltung der Versuchsanordnung wurde von den lyophilisierten Immuno-
globulinen eine 1%ige Losung (Kontrolle durch Eiweillbestimmung nach KJEHLDAL) in
physiologischer Kochsalzlssung hergestellt und diese dann gesunden Ratten in folgender
Weise injiziert: In die Schwanzvene erhielten 2 Ratten 0,3 ml, 6 Tiere 0,6 ml und 2 Tiere
0,9ml der Immunoglobulinldsung. Die 10 Tiere — sowie 28 gleichaltrige, unbehandelte
Ratten — wurden nach 21 Tagen entblutet, seziert und die Speicheldriisen halbiert; eine
Hilfte kam in 4% Formalin zur Fixation fir die histologische Bearbeitung (Hématoxylin-
Eosin, van Gieson- und PAS-Féirbung), der Rest wurde mit Kohlenstdureschnee auf —70°C
schnell eingefroren und in der Tiefkiihltruhe aufbewahrt.

2. Fiir den immunohistologischen Nachweis der Aniikorper gegen Raitenspeicheldriisen-
extrakt in den Speicheldriisen und den Qlandulae orbitales externae nach der indirekten Methode
von Coowns und Karran wurde als Fluorescenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (Ricas
u. Mitarb.) verwendet, das nach seiner Konjugierung mit einem Ak. dessen serologische
Reaktionsfihigkeit iiberhaupt nicht oder héchstens geringfiigis (KLEIN und BURRKHOLDER)
beeintrichtigt. Im einzelnen lehnte sich die Versuchsanordnung an die von MELLORS, ARIAS-
StrrLa, StecEn und PrREsSMAN bei ihren Arbeiten mit heterologen Nierenantikorpern be-
schriebene Methode an: Die den Ratten injizierten (heterologen) Rattenspeicheldriisen-
Antikérper miiBten nach ihrem eventuellen Niederschlag im Gewebe — entsprechend einer
Ag.-Ak.-Reaktion — mit einem an Fluorescenzfarbstoff gekoppelten Anti-Kaninchenglobulin,
einem gog. Anti-Antikorper in bzw. auf den Driisen nachzuweisen sein; gehoren doch die
einverleibten Antikorper der Kaninchenglobulinfraktion an, in der sie ja auch den Ratten in-
jiziert worden waren.

Wir verwendeten zu diesem Zweck als Anti-Antikérper ein an Fluorescein-Isothiocyanat
gekoppeltes (markiertes) Anti-Kaninchen-Globulin vom Schaf (Bezugsquelle: Sylvana-
Chemical-Company, Orange/New Jersey [USA]), dessen Ak.-Gehalt gegen Kaninchen-

1 Der Deutschen Forschungsgemeinschaft danke ich fiir die groBziigige Uberlassung der
Flissigkeitselektrophorese- Apparatur.
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Globulin vor Gebrauch getestet wurde (Komplementbindungsreaktion und Ouchterlony-
Platte); auBerdem wurde es mit Gewebspuder (Leber) behandelt, um Reste ungebundenen
Fluorescenzfarbstoffes abzufangen und eine unspezifische Farbung durch denselben (CocH-
RANE, C.J. Louls) zu vermeiden.

Technische Ausfiihrung

Vorbemerkung. Absittigung des ungebundenen Fluorescenzfarbstoffes beim fluorescein-
markierten Anti-Kaninchen-Globulin: a) Leberpuder wurde aus frischen und gefrorenen
Schweinelebern nach der von Coons und Kaprax angegebenen Methode mittels Acetonbehand-
lung hergestellt, b) 1200 mg Leberpuder dann dreimal gewaschen in gepufferter Kochsalz-
16sung (s. unten) und jeweils wieder abzentrifugiert (2 min bei 15000—18000 U/min). c)400mg
Leberpuder wurden anschlieBend mit 2 ml fluorescein-markierter Anti-Kaninchen-Globulin-
Losung der Firma Sylvana Chemical Company gemischt und 1/, Std bei Zimmertemperatur
unter gelegentlichem Umriihren stehen gelassen, um dann abzentrifugiert zu werden (2 min
bei 18000 U/min). d) Das Supernat wurde dann in der gleichen Art wie bei ¢ noch zweimal
behandelt, bevor es nach dem letzten Abzentrifugieren zur Verwendung kam.

1. Entnahme der unfixierten Speicheldriisengewebsanteile der 10 Versuchsratten aus der
Tiefkiihltruhe und Schneiden am Kryostaten 5—7 p.

2. Kurze Fixation in 95%igem Methanol oder Aceton (5 min).

3. Schnitte in reichlicher, mit 0,01 M-Phosphatpuffer auf pg 7,0 gehaltener, 0,8 %iger
Kochsalzlgsung fiir eine halbe Stunde spiilen.

4. Herausnehmen der Schnitte aus der Kochsalzlgsung und Absaugen der tiberschiissigen
Spiilflissigkeit soweit wie moglich mit Filtrierpapier vom Rande her unter Schonung der
Schnitte.

5. Uberschichtung der Schnitte mit unverdiinntem, markiertem Anti-Kaninchen-Globulin
fiir 30 min in einer feuchten Kammer.

6. Griindlich spiilen in zehnmal zu erneuernder gepufferter Kochsalzlosung (pm 7,0).

7. Eindecken in einem Gemisch von 1 Teil reinstem Glycerin und 9 Teilen der Kochsalz-
Iésung (pg 7,0).

8. Mikroskopieren der Priparate im Fluorescenzmikroskop der Firma Zeiss bei UV-Licht
im Dunkelfeld unter Verwendung des Okular-Schutzfilters Wratten Nr. 2B (E. Kodak Co.).

Kontrollen. Da durch das markierte Anti-Kaninchen-Globulin alle Kaninchen-Globuline
und nur so (indirekt) die in diesen Globulinen eingeschlossenen Ak. bestimmt werden, sind
zur Spezifizierung Kontrollen notwendig, zumal auch die Moglichkeit besteht, dali durch
unspezifische Reaktionen etwa zwischen einem Eiweily des markierenden Globulins und einer
Speicheldriise ein positiver Ausfall der Reaktion im Sinne eines Ag.-Ak.-Geschehens vorge-
tduscht wird. So wurden bei den Rattenspeicheldriisen der Tiere, die Immunoglobuline mit
heterologen Antikorpern gegen Rattenspeicheldriisenextrakt erhalten hatten, zwei Kontrollen
durchgefithrt. Kontrolle 1: Vor der Uberschichtung der Gewebsschnitte mit fluorescierendem
Anti-Kaninchen-Globulin (5.) wurden diese mit ,,Antigen‘‘, d. h. Speicheldriisengewebsextrakt
(1:10 mit gepufferter Kochsalzlésung verdiinnt) fiir eine halbe Stunde in der feuchten Kammer
itberdeckt und dann erst, nach griindlichem Abspiilen dieses Extraktes mittels der gepufferten
Kochsalzlosung, das Gewebe mit dem fluorescein-markierten Anti-Kaninchen-Globulin
behandelt; diese Kontrolle hat den Sinn, durch das Ag. den im Gewebe fixierten, hier gegen
Speicheldriisengewebe bzw. -extrakt gerichteten Ak. so abzusittigen, daB dieser im so ent-
standenen Antigen-Antikorper-Komplex nicht mehr oder nur noch gering den markierenden
Anti-Antikérper binden kann, also letzterer ~— nach Uberschichtung — wegen fehlender
Bindung wieder abgespiilt wird und nicht als fluorescierendes Substrat die Lage des Ak.
markieren kann. Kontrolle 2: Vor Einwirkung des markierenden Anti-Kaninchen-Globulins
(5.) wird der Schnitt fiir 30 min in der feuchten Kammer, statt wie bei der Kontrolle 1 mit
Ag., mit nichtfluorescierendem Anti-Kaninchen-Globulin behandelt und dann gut in der
gepufferten Kochsalzlosung gespiilt. Diese Kontrolle bezweckt, dal das nicht markierte
Anti-Kaninchen-Globulin — #hnlich wie bei Kontrolle 1 das Ag. — dem markierenden den
Platz nimmt, so daB letzteres beim Uberschichten kaum noch Ak., die ja fiir ihn Ag. dar-
stellen, findet, mit denen es reagieren kann und beim Nachspiilen abgeschwemmt wird.

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 835 21
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Dariiber hinaus wurde die -— hier unter ad 1.—8. geschilderte — indirekte Methode
des Antikorpernachweises nach CooNs und Kaprax auch fiir die Speicheldriisen der unbe-
handelten Kontrollratten (Kontrolle 3) und derjenigen Tiere angewendet, die nur Kaninchen-
Ba- und y-Globuline ohne Antikdrper gegen Rattenspeicheldriisenextrakt (Kontrolle 4),
Hiihnereiklar (Kontrolle 5) oder Tetanusserum (Kontrolle 6) erhalten hatten (s. Abschnitt IV:
Kontrollversuche 1, 3 und 4).

I1I. Behandlung gesunder Ratten mittels intravendser Injektion von Immuno-
globulinen mit heterologen Antikirpern gegen Rattenspeicheldriisenextrakt und
nachfolgender Einverleibung von Rattenspeicheldriisenextrakt (Antigen),
Hiihnereiklar oder Fremdsernm

Nachdem es sich herausgestellt hatte, daB Ratten nach intravensser Injektion von Immuno-
globulinen mit Ak. gegen Rattenspeicheldriisenextrakt in ihren Speicheldriisen und der Glan-
dula orbitalis externa offenbar nicht mit histologisch nachweisbaren krankhaften Verdnde-
rungen reagierten (s. unten Ergebnisse I1L.), wurden in Ausdehnung des Versuchsganges 22
gesunden Ratten — beiderlei Geschlechts — wiederum die 1 %ige antikérperhaltige Immuno-
globulinlosung vom Kaninchen, und zwar jeweils 0,9 ml intravends in die Schwanzvene
verabreicht, jedoch 24 Std nach dieser Immunoglobulin-Gabe 10 Tieren — und zwar 5 Ratten
i.v.in die Schwanzvene, 5i.p. — je 0,1 ml der Speicheldriisenextrakt-Losung, also des urspriing-
lichen Ag., 6 Ratten je 0,1 ml steril enthommenen Hiihnereiklars und 6 Ratten je 0,1 ml eines
Fremdserums (Tetanusserum vom Pferd) — und zwar jeweils 3 Ratten i.p., 3 intravenos
in die Schwanzvene — nachinjiziert, die Ratten dann nach 21 Tagen entblutet, seziert und
die Speicheldriisen makro- und mikroskopisch untersucht.

IV. Kontrollversuche.

Aus Kontrollgriinden wurden — als Abschlul vorliegender Untersuchungen folgende
intravenose Injektionen vorgenommen: Es erhielten 1. 10 Ratten 0,9 ml einer 1%igen f,-
und p-Globulinlésung nicht gegen Rattenspeicheldriisenextrakt sensibilisierter Kaninchen;
2. 10 Ratten 0,9 ml der gleichen f,- und y-Globulinlésung — ohne Ak. gegen Rattenspeichel-
driisenextrakt — und 24 Std spiter 5 dieser Tiere 0,1 ml Hithnereiklar, die restlichen 5 Tiere
0,1 m] Tetanusserum vom Pferd; 3. 6 Ratten 0,1 ml Hithnereiklar und 4. 6 weitere Ratten als
Fremdserum 0,1 ml Tetanusserum vom Pferd intravends injiziert: Wie bei 28 unbehandelten
Ratten wurden von Speicheldriisen und Glandulae orbitales externae die unfixierten Hélften
immunohistologisch (Technik s. Abschnitt AIL/2.), die fixierten Anteile histologisch unter-
sucht.

B. Ergebnisse der Untersuchungen

’ I.
Entsprechend dem Ergebnis der serologischen Unitersuchungsmethoden bilden
sich bei Kaninchen — unter Zuhilfenahme von Freundschem Adjuvans —

heterologe Antikdrper gegen einen wiBrigen Extrakt aus Speicheldriisen und
Glandulae orbitales externae der Ratten. Diese Antikorper kénnen in der
Be- und y-Globulinfraktion (Immunoglobuline) der betreffenden Kaninchenseren
abgetrennt werden, da elektrophoretische und immunoelektrophoretische Unter-
suchungen die Anwesenheit der Antikérper im Bereiche dieser Globulinfraktionen
wahrscheinlich machen.
1L

Bei den Ratten, die intravends Immmunoglobuline mit den heterologen Anti-
kérpern gegen Rattenspeicheldriisenextrakt erhalten hatten, zeigte sich makro-
skopisch kein wesentlicher krankhafter Befund an den Speicheldriisen.

Mikroskopisch lieflen sich an diesen Speicheldriisen ebenfalls keine krank-
haften Verdnderungen nachweisen, die auf die Einwirkung der Kaninchen-
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Immunoglobuline mit Ak. gegen Rattenspeicheldriisenextrakt zu bezichen
gewesen wiren; die genannten Organe der so behandelten Ratten sowie die-
jenigen von 28 unbehandelten Tieren zeigten lediglich den fiir Ratten charak-
teristischen Aufbau mit den fiir diese Tierart in jungen Altersklassen typischen
Varianten und ,,Spontanverdnderungen® (SEIFERT).

Im einzelnen zeigte die Glandula parotis (Abb. 4a) — eine serése Driise —
bei den vorliegenden 10 Ratten und gleichermaflen auch bei 28 nicht im Versuch
stehenden Kontrollratten gelegentlich herdférmig das Bild einer Proteodyschylie
(BEckEr) der Acini in Form von Schwund des Ergastoplasmas, leichter hydro-
pischer Umwandlung des Cytoplasmas mit Kernwandhyperchromasien und sehr
selten einer Kariorrhexie, ohne dal3 jedoch eine Geschlechtsbevorzugung aunffillig
war. Das hier dann leicht 6dematos aufgelockerte Interstitium lief keine nennens-
werte entziindliche Infiltration erkennen, wenn man von hie und da aufschei-
nenden Mastzellansammlungen absieht.

Diese Parotisverdnderungen konnen also bei den 10 Versuchsratten keinesfalls
als Folge der antikorperhaltigen Immunoglobulin-Wirkung aufgefalit werden, da
sie im selben Umfange bei den 28 Kontrolltieren nachweisbar waren; sie ent-
sprechen wohl im kleinen den ,,Spontanverdnderungen®, die SEirErT bei 377
Ratten hdufig recht ausgedehnt in der Rattenparotis fand und am echesten als
Folge einer Coxsacki-B-Virus-Infektion auffallite. JARVI sah sie im #ibrigen auch
bei Vitaminmangelzustinden der Ratten.

Die Glandula submandibularis (Abb. 5a) — eine Driise mit mucoiden Acini
und Sexualdimorphismus in bezug auf die sekretorischen Tubuli, die nur beim
ménnlichen Tier nach der Pubertit zur vollen Entwicklung kommen — und die
Glandula sublingualis — eine mukose Driise — wiesen bei dem erwdhnten Tiergut
(Versuchs- und Kontrolltiere), von gelegentlichen Kernwandhyperchromasien der
Acinuszellkerne abgesehen, sogar iiberhaupt keine krankhaften Verinderun-
gen auf.

Dementgegen bot die Glandula orbitalis externa (Abb. 6a) ein recht buntes
Bild: man erkennt serése Acini, die sich durch eine fast abenteuerliche Viel-
gestaltigkeit ihrer Kerne auszeichnen ; die Acinuszellen sind polyedrisch und weisen
ofters zwei, manchmal sogar drei Kerne auf, die sich im einzelnen in helle und
dunkle Formen einteilen lassen. Von diesen beiden Kerntypen sieht man dann
sogar jeweils noch zwei Arten: von den helleren solche mit mehreren Nucleolen
sowie einer gut ausgepridgten Kernmembran und solche, die im Kerninnern
nur sehr feine Kérnchen enthalten und deren Kernmembran oftmals in Auflosung
begriffen scheint; von den dunkleren solche, die sich mit Hamatoxylin so dunkel
firben, dafB keine Strukturen sicher bestimmbar sind, und andere, welche sich
etwas schwicher mit erwihntem Farbstoff anfirben, 1-—3 Nucleolen und ein
punktférmig verteiltes Chromatin enthalten. Dabei variiert besonders die letzte
Kernart in ihrer GréBe bis zu ausgesprochenen Riesenkernen. Wihrend das
Zellgut des Gangsystems gleichmifBig und durchaus mit dem der Speicheldriisen
vergleichbar ist, kénnte bei Unkenntnis des recht polymorphen Zell- und Kern-
bildes des Parenchyms der Glandula orbitalis externa der irrtéimliche Eindruck
entstehen, daf} eine Schidigung vorlége, zumal hie und da Kernsubstanzaustritte
in das Cytoplasma, Kernwandhyperchromasien und — seltener -— Kariorrhexien

21%
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nachweisbar sind. Alle diese Verdnderungen sind gleichermaflen aber auch bei
den 28 Kontrolitieren nachweisbar, bei denen ebenfalls das Interstitium dieser
Driise 6fters 6dematos aufgelockert und schiitter rundzellig-entziindlich infiltriert
ist. Damit kann man also auch in der Glandula orbitalis externa nach Injektion
von Kaninchen-Immunoglobulinen mit Ak. gegen Speicheldriisenextrakt keine
Verianderungen verifizieren, die auf die Wirkung dieser Ak. zu beziehen wiren.

Nach diesen negativen Befunden hat also die Einverleibung der Kaninchen-
Immunoglobuline mit den gegen Speicheldrisenextrakt gerichteten Ak. morpho-
logisch bei den betreffenden Ratten keine faBlbaren Verinderungen an den
Speicheldriisen und der Glandula orbitalis externa hervorgerufen. KEs erhebt sich
nun in diesem Zusammenhang die Frage, ob die intravenés verabreichten Immuno-
globuline tiberhaupt die erwéhnten Drisen erreichten, und ob das lebende Ge-
webe dieser Organe eine antigene Wirkung und damit eine Anziehungskraft auf
die in den Immunoglobulinen verborgenen Ak. besitzt. Als Methode der Wahl
bot sich hier der indirekte Ak.-Nachweis mit Fluorescenzfarbstoffen nach CooxNs
und KAPLAN an. Bei dieser Methode zeigte sich nun — unter Beriicksichtigung
der Rigenfluorescenz des Gewebes und der Pigmente — bei UV-Licht eine —
zumeist herdférmig in den Acini auftretende — gelb-griine Fluorescenz des mar-
kierten Anti-Kaninchen-Globulins auf den Driisenendstiicken der Glandula orbi-
talis externa (Abb. 6b) und der Glandula parotis sowie den sekretorischen Tubuli
der Glandula submandibularis, jedoch nicht in der Glandula sublingualis und in
den Endsticken der Glandula submandibularis; die markierende gelb-griine
Fluorescenz im Cytoplasma der serésen und mucoiden Driisenendstiicke war am
stirksten um die Kerne zum Zentrum, am schwichsten zur Peripherie der End-
stilcke hin ausgesprochen, so daf} etwa die Stellen des Ergastoplasmasaumes, wie
auch die Kerne, frei von gelb-grimer Fluorescenz sind. Bis auf die erwihnten
sekretorischen Tubuli waren in den Driisen die Ausfilhrungsginge frei von
Markierung.

Bei allen Kontrollen fehlte die markierende gelb-griine Fluorescenz des Anti-
Kaninchen-Globuling auf den Driisenendstiicken der Glandula orbitalis externa
und der (landula parotis sowie den sekretorischen Tubuli der Glandula sub-
mandibularis.

Zusammenfassend sprechen diese Befunde dafiir, daBl die Ak. gegen Ratten
speicheldriisenextrakt doch durch die intravendse Injektion der Immunoglobuline
die Speicheldriisen erreicht haben, ohne jedoch morphologisch sichtbare Ver-
anderungen hervorzurufen. Der Triger der Antigenitit scheint dabei vorwiegend
im Cytoplasma der Zellen, und zwar dem der Driisenendstiicke von Glandula
parotis und orbitalis externa sowie dem der sekretorischen Tubuli der Glandula
submandibularis zu liegen, da unter anderem auch interstitielles Bindegewebe
und Blutgefile keine markierende Fluorescenz aufwiesen.

111
Alle Ratten, die intravends zuerst Immunoglobuline mit heterologen Antikdrpern
gegen Rattenspeicheldriisenextraks wnd dann nachfolgend Rattenspeicheldriisenextrakt
(Ag.), Hiihnereiklar oder Fremdserum injiziert erhalten hatten, boten die gleichen
Befunde, so daB sie hier zusammen besprochen werden kénnen:
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Makroskopisch war bei allen diesen Ratten — mit Ausnahme der Glandula
sublingualis — eine leichte, jedoch deutliche 6dematése Schwellung der Speichel-
driisen, besonders jedoch der Glandula orbitalis externa, nachweisbar.

Mikroskopisch lieBlen sich an diesen Driisen — wiederum mit Ausnahme der
Glandula sublingualis — wesentliche krankhafte Verdnderungen nachweisen, die
— am stirksten bei der Glandula orbitalis externa — sich deutlich von den
,.gewohnten‘ Erscheinungsbildern der mit antikérperhaltigen Immunoglobulinen
behandelten Ratten abhoben.

Glandula parotis (Abb. 4b). Neben einer O6dematosen Auflockerung des
interstitiellen Bindegewebs ezeichnet sich auffallend herdférmig in den Acini
eine Proteodyschylie (BECKER) sdmtlicher Grade bis zur Nekrose ab: Der basale
Ergastoplasmasaum ist klein oder ganz geschwunden, teilweise mit hydropischer
Cytoplasmaaufhellung und basaler Abschmelzung. Herdférmig sind die End-
stiicke vollig nekrotisch und kernlos, wobei hier das interacindre Bindegewebe
stirker rundzellig-entziindlich mit Lymphocyten und auch Plasmazellen infil-
triert ist. Die Kerne der Endstiicke lassen daneben alle Grade von regressiven
Verinderungen erkennen, und zwar am hdufigsten Kernwandhyperchromasien,
Kariorrhexien, seltener Kariolysis oder Pyknose, wobei das Cytoplasma noch
wohl erhalten sein kann; die PAS-positiven Enzymgranula bleiben oftmals in
nekrotischen Zellen noch lange erhalten. Hie und da liegen im Interstitium um
nekrotische Endstiicke Kerntrimmer in Phagocyten. Da sich am Gangsystem
kein wesentlicher krankhafter Befund erheben lie}, entspricht also das Bild einer
Schadigung des Parotisparenchyms (Proteodyschylien) mit nichteitriger Ent-
ziindung.

Glandula submandibularis (Abb. 5b). Fast noch auffélliger als in der Parotis
ist in der Glandula submandibularis das interstitielle Odem, welches oftmals die
Capillaren regelrecht von dem Driisenparenchym abdringt. Begleitet wird es
von einer nur herdférmig dichteren plasmacelluldren und lymphocytdren Infil-
tration, die am stdrksten um sekretorische Tubuli ausgebildet ist, jedoch um
grofe Ausfithrungsgénge fehlt. Nur diese Tubuli zeigen im wesentlichen krank-
hafte Verinderungen und nicht die Endstiicke; erstere enthalten kaum noch in-
takte Kerne, sondern meist nur Kerntrimmer bei hochgradiger hydropischer
Cytoplasmaquellung bis zur volligen Auflosung des Zelleibes; ihre Granula sind
weitgehend geschwunden; man hat regelrecht Miihe, tiberhaupt einen erhaltenen
sekretorischen Tubulus zu finden. Dabei ist es gleichgiiltig, ob es sich um ménn-
liche oder weibliche Tiere, also um welche Form solcher Tubuli mit ihrem Sexual-
morphismus, handelt. GroBe Abschnitte dieser Tubuli sind sogar fast vollig
kernlos. An den Ausfihrungsgingen ist dann wieder kein wesentlicher krank-
hafter Befund zu erheben. Die Glandula submandibularis zeigt also bei unver-
sehrten Endstiicken nur regressive Verdnderungen an den sekretorischen Tubuli
bei gleichzeitig bestehender nichteitriger Entziindung.

Glandula sublingnalis. Eine Besprechung eribrigt sich, da sich keine charak-
teristischen Verdnderungen an dieser Driise gefunden haben, die auf die vorlie-
genden Versuchsanordnungen zu beziehen gewesen wiren.

Glandula orbitalis externa (Abb. 6¢ und d). Diese Driise weist die stérksten
Veranderungen auf. Zwar tritt das interstitielle Odem gegeniiber den bereits

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 21a
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Abb. 4a u. b. Parotis der Ratte. Himatoxylin-Eosinfirbung. a Keine wesentlichen krankhaften
Veranderungen 21 Tage nach inftraventser Injektion von 0,9 ml einer gegen Rattenspeicheldriisen-
extrakt gerichteten 1 %igen Antikdrper-Immuno-Globulinlésung vom Kaninchen (in etwa nach dem
Modell einer inversen Anaphylaxie). Vergr. 159 X. — b 21 Tage nach intravendser Injektion von
0,9 ml der gegen Rattenspeicheldrisenextrakt gerichteten 1 %igen Antikoérper-Immuno-Globulin-
16sung vom XKaninchen und 24 Std spiter nachfolgender intravendser Injektion von 0,1 ml etwa
100 mg- %iger Speicheldriisenextraktlosung (Ag.): Rundzellig entziindliche Infiltration (Lympho-
cyten, Plasmazellen) mit 6dematiser Auflockerung und regressiven Zellverinderungen an den End-
stiicken bis zur Nekrose (bei 4). Bei B Kariorrhexis. Vergr. 205 x
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L - s 4 y " A
Abb. 52 u. b. Glandula submandibularis der Ratte. Hadmatoxylin-Eosin-Farbung. a Keinc wesent-
lichen krankhaften Verdnderungen bei den gleichen Versuchsbedingungen, wie sic fiir die Abb. 4a
angegceben wurden. Vergr. 400 x. b Versuchsanordnung wie bei Abb. 4b. Schiittere rundzellig-
entziindliche Infiltration (4) mit Odem und Nekrobiose der sekretorischen Tubuli (B). Keine wesent-
lichen krankhaften Verdnderungen an den Endstiicken. Vergr. 512 x

erwihnten Speicheldriisen in den Hintergrund; dafiir scheint jedoch eine sehr
dichte, rundzellig-entziindliche Infiltration mit Lymphocyten, Plasmazellen,
Mastzellen und weniger eosinophilen Leukocyten in den Lappchen und in den
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ADbb. 6a—d. Glandula orbitalis externa der Ratte. a Keine wesentlichen krankhaften Verinderungen
bei der gleichen Versuchsanordnung der Abb. 4a und 5a (alleinige Injektion von Immunoglobulinen
mit Antikorpern gegen Drilsenextrakt). Offenbar der Norm entsprechende Vielgestalt der Kerne in
den Endstiicken und schiittere lymphocytére Infiltration im Interstitium. Hématoxylin-Eosin-Fér-
bung. Vergr. 400 X. b Im Priparat gelb-griin fluorescierender, in der Wiedergabe weil geférbter,
an Fluorescein-Isothiocyanat gekoppelter Anti-Antikodrper (= Anti-Kaninchen-Globulin vom Schaf)
auf den Driisenendstiicken zur Markierung der intravends injizierten, vom Kaninchen stammenden
Immunoglobulinen mit Antikérpern gegen Rattenspeicheldriisengewebsextrakt entsprechend der
Versuchsanordnung, wie gie fiir Abb. 4a und 5a angegeben ist. Die intravenots injizierten Immuno-
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globuline mit Antikérpern gegen Speicheldriisenextrakt hatten sich also offenbar auf dem Cyto-
plasma der Driisenendstiicke niedergeschlagen, jedoch wie Abb. 6a vom gleichen Tier zcigt, keine
krankhaften Verdnderungen bewirkt. Vergr. 500 x. ¢ Gleiche Versuchsanordnung wie fiir Abb. 4b
und 5b, also Injektion von Immunoglobulinen mit heterologen Antikdérpern gegen Speicheldriisen-
extrakt mit nachfolgender Einverleibung von Speicheldriisenextrakt (Ag.): Starke rundzellig-cnt-
ziindliche Infiltration im Interstitium bei regressiven XKernverdnderungen. Hamatoxylin-Eosin-
Farbung. Vergr. 512 x. d Gleiche Versuchsanordnung wie bei Abb. 6a. Stérkste regressive Zell-
nnd besonders Kernverdnderungen. Hamatoxylin-Eosin-Férbung. Vergr. 512 x
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bindegewebigen Septen auf, die jedoch keinesfalls um Ausfihrungsginge ver-
stérkt ist. Schon beischwacher VergroBerung fillt eine sehr starke Zellsehadigung
der Driisenendstiicke ins Auge. So finden sich fast diffus in der ganzen Driise
neben Verklumpungen des Kernchromatins absonderlichster Gestaltung Karior-
rhexis mit plumpen Chromatinhaufen, daneben auch bei basaler Cytoplasma-
abschmelzung Pyknose und Kariolysis sowie gelegentlich sogar vollig kernlos
nekrotische Zellen. Diesen so eindrucksvollen Verdnderungen am Driisenparen-
chym mit den interstitiellen Infiltraten steht ein fast vollig unverdndertes Gang-
system gegeniiber. Es liegt also auch hier das Bild schwerster regressiver Zell-
und Kernverénderungen des Parenchyms und einer starken nichteitrigen inter-
stitiellen Entziindung vor.

Zusammenfassend 1aBt sich also sagen, daBl bei Ratten nach intravenoser
Injektion von Immunoglobulinen mit heterologen Antikorpern gegen Ratten-
speicheldriisenextrakt und nachfolgender Einverleibung von Rattenspeichel-
drisenextrakt (Ag.), Hihnereiklar oder Fremdserum — mit Ausnahme der
Glandula sublingualis — die Speicheldriisen und die Glandula orbitalis externa
die gleichen krankhaften Verdanderungen aufweisen: regressive Parenchymschidden
bis zur Nekrose und eine nichteitrige Entziindung. Nur sind die Parenchym-
schiden nicht immer gleich lokalisiert: an der Glandula parotis und der Glandula
orbitalis externa sind sie an den Driisenendstiicken, in der Glandula submandi-
bularis an den sekretorischen Tubuli zu finden.

V.

Bei den Konirollversuchen zeigten sich histologisch keine wesentlichen krank-
haften Verdnderungen, die auf die intravenose Injektion von Kaninchen-8,- und
v-Globulinen (ohne Ak. gegen Rattenspeicheldriisenextrakt) mit und obne nach-
folgender Fremdeiweil-(Hiithnereiklar- oder Tetanusserum-)HEinverleibung (Kon-
trollversuche 1 und 2), von Hithnereiklar (Kontrollversuch 3) oder Fremdserum
(Tetanusseruom vom Pferd) (Kontrollversuch 4) bezogen werden konnten. Das
histologische Bild unterschied sich nicht wesentlich von dem der 28 nicht be-
handelten Tiere und dem der Ratten, die allein Immunoglobuline mit heterologen
Antikdérpern gegen Rattenspeicheldriisenextrakt erhalten hatten. Bei den Kon-
trollversuchen (1, 3 und 4) konnte — wie bereits betont — keine markierende
Fluorescenz bei Verwendung der indirekten Methode nach Cooxns und Karrax
in den Speicheldriisen und der Glandula orbitalis externa der Ratten gefunden
werden.

C. Besprechung

Nach den vorliegenden Untersuchungen scheint also tatsdchlich Gewebe der
Rattenspeicheldriisen und der Glandula orbitalis externa der Ratten fiir Kanin-
chen antigen zu sein. Lassen sich doch beim Kaninchen Ak. gegen einen wélrigen
Extrakt dieser Organe erzeugen und mit der passiven Hémagglutination nach
BovpEeN, der Komplementbindungsreaktion nach HENNESSEN und mit dem Agar-
Pricipitationstest nach OUCHTERLONY auch nachweisen. Nach den immuno-
histologischen Befunden mittels der Methode nach Cooxs und Kapraw sind dabei
offenbar die Triger der Antigenitdt im Cytoplasma zu suchen, und zwar hier im
einzelnen bei Glandula orbitalis externa und Parotis im Gebiet um die Xerne
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zum Zentrum der Driisenendstiicke hin, in der Glandula submandibularis in den
sekretorischen Tubuli. Welche Substrate sich in den einzelnen Driisen hinter
diesen Ag.-Trigern verbergen, bleibt offen und war auch nicht durch vorliegende
Untersuchungen zu kliren. Diese bezogen sich vielmehr auf die Frage, inwieweit
Immunoglobuline mit heterologen Ak. gegen Gewebsextrakte aus Speichel-
driisengewebe und der Glandula orbitalis externa bei der Ratte krankheitsaus-
losend wirken kénnten, Zu diesem Zweck wurden praparativ in der Flissigkeits-
elektrophorese abgetrennte Kaninchen-f,- und y-Globuline (Immunoglobuline)
mit Ak. gegen Rattenspeicheldriisenextrakt benutzt, dhnlich wie Masuer zur
Erzeugung einer sog. nephrotoxischen Nephritis heterologe Ak.-haltige Seren
gegen Nierengewebe verwendet hatte. Diese heterologe Versuchsanordnung hat
den Vorteil, dafl dabei gentigende Mengen von Ak.-enthaltenden Immunoglobu-
linen erzielt werden kénnen; muB man doch bei der praparativen Abtrennung
in der Flissigkeitselektrophorese mit einem etwa 60%igen Verlust an Immuno-
globulinen und damit an Ak. rechnen. Dem steht aber ein hoher Bedarf an solchen
Ak. entgegen, wie schon Masvuei fiir die genannte Nephritis betonte, der bei
einem kleinen Tier, also z.B. bei der Ratte, geringer anzusetzen ist, als wenn man
ein groferes Tier mit groBerem Blutvolumen und hierdurch bedingter stirkerer
Verdiinnung der injizierten antikorperhaltigen Immunoglobuline verwendet. Aus
diesen Griinden wurde also ein reichlich antikérperhaltiges Serum spendendes
groBeres Tier, das Kaninchen, und ein empfangendes kleineres Versuchstier, die
Ratte, gewahlt.

Injiziert man nun solche Tmmunoglobuline mit heterologen, gegen Gewebs-
extrakt aus den Speicheldriisen und der Glandula orbitalis externa der Ratte
gerichteten Ak. in 0,3——0,9 ml einer 1%igen Loésung, die in etwa der Immuno-
globulinkonzentration der von Masue1 verwendeten Seren mit Ak. gegen Nieren-
gewebe entspricht, Ratten intravenods, so findet sich bis zum 21. Tag, an dem die
Tiere getotet wurden, kein wesentlicher krankhafter Befund in genannten Driisen,
der auf die Einwirkung dieser antikérperhaltigen Kaninchenglobuline zu beziehen
gewesen wire. Dennoch macht die Methode nach Cooxs und Kapraw es wahr-
scheinlich, daf mit den Immunoglobulinen diese Ak. ihr Ziel, d. h. also die Glan-
dula parotis, submandibularis und orbitalis externa erreicht haben mit der Be-
tonung, dal} sich kein stichhaltiger Beweis fiir einen Ak.-Niederschlag in der
Glandula sublingualis vorfand. Es sieht also so aus, als wirden die Immuno-
globuline mit Ak. gegen Speicheldriisenextrakt (,,Extraktantigen‘‘) blof an das
Driisenparenchym (,,Gewebsantigen®) gebunden, ohne jedoch pathologisch sicht-
bare Verdnderungen an diesen Driisen hervorzurufen.

Ein anndhernd gleiches Ergebnis erzielten — wie eingangs schon erwihnt — fiir die
Immunothyreoiditis DoNtace und Rorrr, die durch Ubertragung von Menschenserum mit
humoralen Ak. gegen Schilddriisengewebe (sog. Hashimoto-Serum) auf den Affen keine
Schilddriisenverdnderungen bei diesen Tieren hervorrufen konnten, obwohl serologisch Affen-
schilddriisengewebe mit den Antikérpern der Hashimoto-Seren reagierte. Auch fiir die sog.
experimentelle Polyneuritis, die auf die Anwesenheit von Ak. gegen Nervengewebe zuriick-
gefiihrt wird, lehnen Kersting und PrrrE die Méglichkeit einer passiven Ubertragung dieser
Krankheit — durch die betreffenden Ak. — ab. Selbst fiir die Masugi-Nephritis ist es nach
den Parabioseversuchen an Ratten von PFeIFFER, DITSCHUNEIT, FEDERLIN, MOSLER, OHEB-
SCHALON und SANDRITTER nicht sicher, ob der ,,nephrotoxische® Ak. allein die Nierenkisionen
hervorrufen kann, da die primér injizierten Ak. an der Ubertragung einer Nephrotoxin-
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Nephritis auf einen Parabionten offenbar nicht beteiligt sind. Fir die Entstehung einer
Immunothyreoiditis nelimen daher HerrMEvER und MUrLER nach kritischer Durchsicht der
Literatur und an Hand der Beobachtung zweier Fille solcher Schilddriisenerkrankungen beim
Menschen an, dall die Ak. gegen Schilddriisengewebe (Thyreoglobulin) — in ihrem Falle
Autoantikérper — nur dann pathogenetisch wirksam wiirden, wenn sie aus irgendeinem Grunde
mit Thyreoglobulin oder der Vorstufe dieses Eiweilles (Ag.) im Interstitium der Schilddriise
zur Reaktion gelangten.

Fiir die Speicheldriisen und die Glandula orbitalis externa ergaben dann die
vorliegenden Untersuchungen weiter, dafl erst das 24 Std nach einer Kaninchen-
Immunoglobulininjektion — mit Ak. gegen genannte Organe bzw. deren Ex-
trakte — nachgespritzte Extraktantigen (= Gewebsextrakt aus Rattenspeichel-
driisen und der Glandula orbitalis externa der Ratte), aber auch nachinjiziertes
Fremdeiweil, wie Hithnereiklar und Fremdserum, in einer jeweiligen Dosis von
0,1 ml beiderseits in den genannten Organen krankhafte Verdnderungen, mit
Ausnahme in der Glandula sublingualis, hervorruft: regressive Parenchymschéden
bis zur Nekrose mit einer nichteitrigen Entzindung.

Diese Veranderungen sind jedoch in keiner Weise kennzeichnend fiir die
Entstehung. Die gefundenen regressiven Verdnderungen an den Driisenend-
stiicken der Glandula parotis und Glandula orbitalis externa sowie den sekre-
torischen Tubuli der Glandula submandibularis mit der in diesen Organen
nachweisbaren interstitiellen, nichteitrigen Entziindung gleichen noch am ehesten
denjenigen krankhaften Erscheinungsformen, die man nach Vitaminmangel-
zusténden und Virusinfektionen in diesen Rattenorganen zu sehen gewohnt ist.
Auffallend bleibt nur, daf} die regressiven Parenchymschiden blof an den Driisen-
anteilen nachweisbar waren, an denen die Methode nach Coons und KaPLaN
die Antikorper lokalisierte: den Driisenendstiicken der Glandula parotis und der
Glandula orbitalis externa sowie den sekretorischen Tubuli der Glandula sub-
mandibularis.

Wihrend das Auftreten einer Speicheldriisenschddigung durch das nach der
Ak.-Injektion nachgespritzte Extraktantigen noch als Folge einer zweiten Antigen.-
Antikorper-Reaktion — zwischen dem auf dem Blutwege in die Speicheldriise
gelangten Extraktantigen und den bereits vorher zellstindig gewordenen Ak. —
aufgefaBt werden kann, bleibt der Wirkungsmechanismus eines nach der anti-
korperhaltigen Immunoglobin-Gabe nachinjizierten Fremdeiweilles (Hithnereiklar,
Fremdserum) unklar; dieser diirfte wohl nicht iibereinstimmen mit der , Infekt-
ablenkung®, wie sie etwa von VORLAENDER, VORLAENDER und LicHTRATH 1956
fiir die Begiinstigung der Entstehung einer Nierentuberkulose der Ratte nach
Verabreichung heterologer und homologer Anti-Rattennierenseren beschrieben
wurde. Weiter muf} betont werden, daB — an Hand vorliegenden Untersuchungs-
materials — Hiihnereiklar oder Fremdserum nicht allein, aber auch nicht nach
vorhergehender Kaninchen-8,- und y-Globulininjektion — ohne Ak. gegen Ratten-
speicheldriisenextrakt — in der Lage sind, charakteristische Schiden an den
Speicheldriisen und der Glandula orbitalis externa der Ratten hervorzurufen, ver-
gleichbar etwa mit der Entstehung einer diffusen Glomerulonephritis der Kanin-
chen nach Injektion nur von y-Globulin aus Rinderserum (MorRk und Waven).

Es ist verfritht, an Hand vorliegenden Untersuchungsmaterials Beziehungen
zu der menschlichen Pathologie der Speicheldriise aufzustellen, und hier besonders
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mit den Speicheldriisenerkrankungen im Rahmen des Sjégren-Syndroms und der
Mikulicz-Krankheit; werden doch einmal die hier ausfiihrlich besprochenen
krankhaften Verdnderungen auf der Basis von — allerdings weitgehend préiparativ
rein dargestellten — Immunoglobulinen mit heterologen Ak. gewonnen, fiir die
Borre, KrECRE, KLEINMATER und GOERGEN im nephrotoxischen Vollserum
der Masugi-Nephritis mit Recht betonen, dal3 sie nicht geeignet sind, die mensch-
liche Glomerulonephritis in ihrer Entstehung restlos zu kliren (s. a. LETTERER
1953). Zweitens liegen keine eindeutigen Ubereinstimmungen der histologischen
Befunde zwischen unserer tierexperimentell erzeugten , Immunosialadenitis
und den von SEIFERT und GEILER und auch RavcH kirzlich im einzelnen be-
schriebenen Verdnderungen der menschlichen Speicheldriisen beim Sjégren-
Syndrom und der Mikulicz-Krankheit vor, vielleicht infolge zu kurzer Dauer
unserer xperimente (21 Tage). Fir die Annahme einer solchen Beziehung kénnte
nur sprechen, daBl unter anderem JoNEs 1958 — pricipitierende — Ak. gegen
Trénen- und Speicheldriisen beim Sjogren-Syndrom nachgewiesen hat.

Nicht verfritht erscheint jedoch fiir das Tierexperiment die abschlieBende
Stellungnahme, dall den Antikérpern gegen Rattenspeicheldriisenextrakt wohl
eine pathogenetische Bedeutung fiir Rattenspeicheldrisenerkrankungen zu-
kommen kann. Nur sind diese Ak. offenbar allein nicht cytotoxisch, d. h. in der
Lage, die Speicheldriisenzellen sichtbar zu schidigen, sondern sie bendtigen offen-
bar hierzu noch die Hilfe entweder ihres zustdndigen , Extraktantigens® oder
aber eines Fremdeiweifies. Diese Fremdeiweille sind aber — wie Kontrollunter-
suchungen ergeben — allein ohne Hilfe dieser Ak. fiir eine krankhafte Schidigung
der Speicheldriisen — ebenfalls ungeeignet. Damit miilte man also in diesen
so indirekt nur cytotoxisch wirkenden Ak. gewissermalBen den Wegbereiter fiir
einen cytotoxischen Effekt von Fremdeiweillen sehen.

Zusammenfassung

Bei Kaninchen wurden Antikérper gegen Extrakte aus Speicheldriisen und
Glandulae orbitales externae der Ratte gewonnen und serologisch nachgewiesen
(passive Hamagglutination, Komplementbindungsreaktion, Agar-Pricipitations-
test, Immunoelektrophorese); diese Antikérper wurden — nach ihrer elektro-
phoretischen Abtrennung — in der §,- und y-Globulinfraktion (Immunoglobulin-
fraktion) der betreffenden Kaninchenseren gesunden Ratten intravends injiziert;
diese Ratten zeigten bis zum 21. Tag nach der Injektion keine krankhaften Ver-
dnderungen an den Speicheldriisen und der Glandula orbitalis externa. Dennoch
machte die immunohistologische Methode nach Cooxs und KapraN es wahrschein-
lich, daf} diese Immunoglobuline die Glandula parotis, orbitalis externa und sub-
mandibularis erreicht hatten. Erst nach einer solchen ITmmunoglobulininjektion
— intravends oder intraperitoneal — nachgespritztes ,, Extraktantigen* (= Extrakt
aus Rattenspeicheldriisen und der Glandula orbitalis externa der Ratte), aber auch
— ebenfalls intravends oder intraperitoneal — nachinjiziertes Fremdeiweil3, wie
Hiihnereiklar und Fremdserum, rufen in der Glandula parotis, Glandula sub-
mandibularis und in der Glandula orbitalis externa, jedoch nicht in der Glandula
sublingualis, krankhafte Verdnderungen in Form von regressiven Parenchym-
schdden bis zur Nekrose mit nichteitriger Entziindung hervor. Die Parenchym-
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schiden waren allerdings nur dort nachweisbar, wo die Methode nach Cooxs und
Kaprax die antikdrperhaltigen Immunoglobuline lokalisierte: den Driisenend-
stiicken der Glandula orbitalis externa und der Glandula parotis sowie den sekre-
torischen Tubuli der Glandula submandibularis. Diese Verinderungen zeigen
histologisch kein fiir ihre Entstehung charakteristisches Bild. Nur die experi-
mentelle Art ihrer Erzeugung gestattet am vorliegenden Material die Diagnose
,,Jmmunosialadenitis” bzw. ,,Immunosialose‘.

Summary

Rabbit antibodies were obtained against extracts of the rat salivary and
lachrymal glands and were measured serologically by passive hemagglutination,
complement fixation, agar precipitation, and immunoelectrophoretic methods.
After these rabbit antibodies were separated electrophoretically into the j,- and
y-globulin fractions (immune globulin fractions), they were injected intravenously
into healthy rats. No pathologic changes became evident in the salivary or
external lachrymal glands of these rats up to the 21 day after the i.v. injection.
Nevertheless, studies with the immunohistologic method of Cooxs and KaPraN
strongly suggested, that these immune globulins had been deposited in the parotid,
lachrymal, and submandibular glands. Only after a subsequent i.v. or i.p. in-
jection of “antigen extract”, or foreign protein similarly administered (chicken
egg albumin, foreign serum) were pathologic changes induced in the parotid, sub-
mandibular, and external lachrymal glands. None were produced in the sublin-
gual gland, however. The changes varied from regressive, parenchymatous damage
to necrosis without suppuration. The glandular destruction occurred only where
the antibody-containing immune globulins were demonstrated with the method
of Cooxs and KaPrAN; namely, at the glandular end pieces of the lachrymal
and parotid glands, and at the secretory tubules of the submandibular gland.
The changes histologically revealed nothing characteristic for their pathogenesis.
Only the experimental method of their induction in the animals studied permits
the term “immunosialadenitis” (*‘immunosialosis’).
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