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Ein tierexperimenteller Beitrag 
zur Immunopathologie der Speicheldriisen ~ 

Von 

O. HArERKAMP 

Mit 6 Textabbildungen 

(Eingegangen am 20. Dezember 1961) 

Die t i e rexper imente l l en  Un te r suchungen  fiber eine Immunos i a l a de n i t i s  wurden  
aus der  1Jberlegung heraus  begonnen,  da$  es WITEBSKY n. Mi tarb .  gelungen war,  
im T ie rexpe r imen t  eine I m m u n o t h y r e o i d i t i s  zu erzeugen, die sie in Para l le le  zu 
der  H a s h i m o t o - S t r u m a  und  den /~tiologisch bisher  ungekl/~rten n ich te i t r igen  
En tz f indungen  der  Schi]ddrfise be im Menschen setzten.  

Sie behandclten Versuehstiere - -  meist Kaninchen - -  l~ngere Zeit mit kleinsten Gaben -con 
wi~f~rigen Schilddriisenextrakten - -  zusammen mit Freundsehem Adjuvans - -  und wiesen 
zur Zeit der Entstehung einer nichteitrigen Entzfindung in der Sehilddrfise AntikSrper 
gegen Schilddrfisengewebe bzw. dessen Extrakt serologisch - -  zumeist mittels der passiven 
H~magglutination nach BOYDEN und Pr~eipitationstesten - -  im Blute und immunohisto- 
logisch in der erkrankten Sehilddriise der betreffenden Tiere naeh, wobei sie ira Thyreoglo- 
bulin - -  der Speichefform der Sehilddriisenhormone (W~IsSB~CKER) - -  den Tr~ger der Anti- 
genit~t der Thyreoidea und des Schilddriisenextraktes sahen. Diese AntikSrper machten sie 
fiir die Entstehung der niehteitrigen Entztindung der Thyreoidea, der ,,Immunothyreoiditis" 
verantworflich, sprachen ihnen also einen cytotoxischen Effekt zu. TlCOTTER, BELYAu 
und WADDA]VIS beschrieben dann weiter noch komplementbindende AntikSrper, deren zu- 
gehSriges Antigen nach Do~IAC~ und ROITT in der Mikrosomenfraktion der Schilddrfisen- 
zellen gelegen sein soll; H~ILM~Y~ und 1V~/)LLER nehmen ffir dieses intracellul~re Antigen 
an, da$ es sich dabei um die intracellnl~re Vorstufe des Thyreoglobulins handelt. 

Es lag nahe,  analoge t i e rexper imente l l e  Versuehe f fir die Speicheldrfisen anzu- 
s tel len (HAFERKAMP, MCCABE); zeigen doch - -  /~hnlich der  Sehilddrfise - -  diese 
Organe be im Menschen auch h/~ufig eine beidersei t ige  n ichte i t r ige  Entzf indung,  
ohne dal~ es i m m e r  mSglich ist,  eine Ursache  hierfi ir  zu f inden.  Dar i ibe r  h inaus  
haben  j apan i sehe  Forseher  (Iwo, OGATA, TA~:IZAWA U. a.) kfirzlieh aueh in den 
Speicheldr i isen einen ho rmonar t i gen  Wirks to f f  beschrieben,  das  Paro t in ,  yon  dem 
es naeh  K~AC~T al lerdings noch n ich t  sicher ist ,  ob es m i t  dem hypo the t i s ehen  
Speieheldrf isenhormon ident i seh  ist.  So kSnnte  also analog dem Thyreoglobul in  
be i  der  Schilddrfise ffir die Speicheldrfisen dieses P a r o t i n  oder  dessen Vorstufe  
als mSgliehes Ant igen  zur  Verffigung stehen.  

Tats i ichl ich konn te  in einer  ersten,  hier  (s. unten)  nur  kurz  aufgeff ihr ten 
Versuchsreihe bei  l~a t ten  nach  Behand lung  m i t  w/~Brigem Rat tenspeicheldrf i sen-  
e x t r a k t  zusammen  m i t  F r e u n d s c h e m  A d j u v a n s  eine Sch/~digung ihrer  Speiehel- 
drfisen m i t  beglei tender ,  n ich te i t r iger  Sia ladeni t is  hervorgerufen werden (siehe 
Abb.  1); auf~erdem waren  An t ikSrpe r  gegen Ra t t enspe iehe ld r f i senex t rak t  bei  

* Herin Prof. Dr. P. GRABAR, Paris, danke ich ergebenst ffir seine Hilfe und fiir seine 
wertvollen Ratschl~ge, die er mir zur Abfassung vorliegender Arbeit zuteil werden lieB. 
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diesen Tieren im Serum naehzuweisen.  F o l g t  man  nun den Uber legungen  yon 
WIT~BSKY U. Mitarb .  bei  der  Deu tung  ihrer  t i e rexper imente l l en  I m m u n o t h y r e o i d i -  
tis, so miiBte m a n  die E n t s t s h u n g  dieser  n ieh te i t r igen  Sia ladeni t i s  ursgehl ieh 
auf die Anwesenhe i t  der  erw/ihnten,  somi t  ey to tox isehen  An t ik6 rpe r  gegen Speiehel- 
d r f i s enex t r ak t  beziehen.  Es  gal~ also, die Bedeu tung  und  etwaige ey to tox isehe  
W i r k u n g  dieser  An t ik5 rpe r  ffir die E n t s t e h u n g  der  k r a n k h a f t e n  Ver/~nderungen 

Abb. I. Immunoparotitis tier Ratte (4-Monate nach Vcrsuchsbeginn) naeh intramuskulgu'cn Gabon 
yon insgesamlb 0,45 ml eines etwa I00 rag-%igen w~igrigen Igattenspeicheldrfisenextraktes mit der 
gleiehen Menge F r e n n d s c h e n  A d j u v a n s :  Bei  A rnndze l l ig -en tz t ind l iehe  In f i l t r a t i on  ( L y m p h o e ~ t e n ,  
P lasmaze l len) ;  bei  B nek ro t i s che  Ends t i i cke ;  au f fa l l end  viele K e r n e  m i t  K a r i o r r h e x i s  (z.B. bei  C). 

H~imatoxylin-Eosirff~irbung.  Verge'. 205 x 

an  den Speieheldrt isen der  g a t t e  naehzuweisen.  Dabe i  verspraehen  die Unter -  
suehungen einen Einb l iek  in das P rob lem der  ey to tox isehen  Ant ik6rpe r / ibe rhaup~ .  

Solehe Immunk6rper, deren Antigen Blur- oder Organzellen sind, reagieren mit ihnen 
spezifiseh im Sinne einer Antigen-AntikSrper-l%eaktion; sie k6nnen als heterologe AntikSrper 
bei einer artfremden, als homologe bei der gleiehen Species dureh parenterale Antigen ( =  Blut- 
zellen oder Organex~rakt)-Einverleibung gewonnen sein. Der bekann~este eytotoxisehe Anti- 
kSrper ist das H~imolysin (Bo~I)ET), das - -  in Gegenwart yon Komplement - -  rote Blut- 
kSrperehen auflSst, also zerst6rt. Viel unklarer ist jedoeh Bin eehter eytotoxiseher Effekt 
yon AntikSrpern, wenn nieht Blutzellen, sondern Organzellen oder deren Eiweig das zugehSrige 
Antigen darstellen, wie es etwa bei der Immunothyreoiditis der Fall ist. Konnten doeh 
Do~IAe~ und RoIT~ bei Affen dutch intravenSse Injektion eines mensehliehen Serums mit 
AntikSrpem gegen mensehliehes Sehilddriiseneiweig (sog. I-Iashimoto-Serum) keine krank- 
haften Ver~Lnderungen in den Sehilddriisen dieser Tiere naehweisen, obwohl serologiseh ein 
positiver Reaktionsausfall dieses Mensehenserums mit Affensehilddr/iseneiweiB bes~and. Ja  
selbst bei der Wiederholung der Witebskysehen Versuehe konnten S~EPHERD, LII~INSKI und 
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TAYLOR zwar auch homologe Antik6rper gegen Schilddriisenextrakte bei Kaninchen er- 
zeugen und naehweisen, abet keine wesentliehen krankha~ten Ver~nderungen in den Sehild- 
driisen dieser Tiere hervorrufen. 

U m  n u n  schnell und  reichlich hochwertige Ant ik6rper  gegen l%attenspeichel- 
drf isenextrakt  zu erhalten,  wurden diese heterolog bei K a n i n c h e n  erzeugt und  
gesunden R a t t e n  in~ravenSs injiziert .  Die Versuche gliedern sich in  folgende 
vier Gruppen :  I.  Gewinnung yon  K a n i n c h e n - I m m u n o g l o b u l i n e n  mi t  heterologen 
Ant ikSrpern  gegen w~{~rigen Ra~tenspeicheldrfisenextrakt ,  I I .  Behandlung  
gesunder  R a t t e n  mit te ls  in t raven6ser  In j ek t ion  yon  Kan inchen- Immuno- ( f l  2- 
und  y- )Globul inen  mi t  heterologen Ant ikSrpern  gegen Rattenspeicheldrfisen- 
ex t rak t  und  mi t  immunohisto]ogischem Antik6rpernaehweis  im Gewebe, I I I .  Be- 
hand lung  gesunder  R a t t e n  mit te ls  in t ravenSser  In j ek t ion  yon  Kaninchen- (~  2- 
und  y - ) Immunoglobu l inen  mi t  heterologen Ant ikSrpern  gegen Rattenspeichel-  
driisenex~rakt und  nachfolgender E inver le ibung  yon Rat tenspeicheldrf isenextrakt  
( ~  Ag), Hfihnereiklar  oder F remdse rum und  IV. Kontrol lversuehe un t e r  Ver- 

wendung  yon Kaninchen-fi2- und  7-Globul inen  ohne AntikSrper  gegen Ra t ten-  
speicheldri isenextrakt.  

A. Method ik  
Als Versuchstiere dienten - -  als AntikSrperspender - -  mi~nn]iche Hauskaninchen (zumeist 

eigener Zueht) im Alter yon 1/2 Jahr und yon 2--2,5 kg Gewicht sowie - -  zur Speicheldriisen- 
extraktgewinnung und als AntikSrperempf~nger - -  1/~ Jahr alte Ratten beiderlei Geschlechts. 
Die Tiere wurden gleichmEBig mit BroVo-Spezialtroekenfutter geffittert. 

I. Gewinnung yon Kan inchen- Immunog lobu l inen  mit  heterologen Antikiirpern 
gegen w~illrigen Rattenspeicheldriisenextrakt 

1. Herstellung des wi~flrigen Rattenspeicheldri~senextraktes (Antigen ~ Ag) 
Vorbemerkung. Bei der Extraktherstellung wurde neben der Glandula parotis, sub- 

mandibularis und sublingualis stets auch die Glandula orbitalis externa mit berficksichtigt, 
deren sekretorische Funktion bei der t~atte his heute keineswegs gekl~rt ist; w~hrend sie 
beim Hund und beim Kaninehen zum Speicheldriisenkomplex geh5rt (E. S. G. Sc~IoT),  
zieht ihr Ausfiihrungsgang bei der Ratte nicht zur MundhShle, sondern zum ~uBeren Augen- 
winkel, um hier auf der Bindehaut zu enden (E. S. G. SCJX~IDT). Allerdings treten nach 
Exstirpation beider Glandulae orbitales ~xternae keine sichtbaren Ver~nderungen am t~atten- 
auge auf, die als Ausdruck des Fehlens einer st~rkeren exkretorischen T~tigkeit dieses Organes 
zu werten w~ren. Darfiber hinaus bietet das feingewebliche Bild der Glandula orbitalis 
externa auch bei der ~atte so groi~e Ankl~nge an das der Glandula parotis, dab beide 0rgane 
histologisch yon einem Uneingeweihten leicht verwechselt werden kSnnen und auch oft ver- 
wechselt werden (KoLossow, MEYER, MECK~L, Owns). Es l~Bt sich also so zumindest vet- 
tauten, dal~ bei Ratter die Glandula orbitalis externa, die im fibrigen dureh ein stark aus- 
gebildetes Ergastoplasma, durch ~Iitochondrienreichtum und Kernaktivit~ten ausgezeichnet 
ist, zwar nicht eine gleiche exkretorische, jedoch eine gleiche oder ~hnliehe inkretorisehe 
Funktion wie die Glandula parotis ausiibt, etwa in Form der Bildung und Produktion yon 
Parotin, also alles Grfinde, die eine Hinzuziehung tier Glandula orbitalis externa bei der 
Extraktherstellung zun~chst ratsam erscheinen liel~en. 

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

Teehnisehe Ausiiihrung. Die erw~hnten Driisen mfissen weitgehend blutfrei sein, da sich 
sonst sparer bei den Kaninchen nicht nur AntikSrper gegen spezifisches Driiseneiwei[~, sondern 
auch gegen Rattenblutzellen bilden wiirden. 100 Ratter beiderlei Geschlechts wurden also durch 
0,35 cn~ a Nembutal-LSsung (vet.) i.p. narkotisiert, entblutet bzw. mit physiologischer Koch- 
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salzlSsung (p~ 7,2 mit Na2HPO~-KH2PO4-Puffer ) bis zur weitgehenden Blutfreiheit der Hals- 
organe - -  aus einem 10 Liter-Gef~B in P/2 m HShe - -  durehspfilt; folgende Methode hat sich 
dabei - -  unter anderem aueh dureh die Schnelligkeit ihrer AusffihrungsmSglichkeit - -  be- 
sonders bewi~hrt: Aus der Bauchaorta wurden mittels einer Rekordspritze (Kanfile Nr. 1) 
8--12 cm ~ Blur abgesaugt, wonaeh 5fters schon ein Herzstillstand eintrat. Dann wurde von 
der Herzspitze aus dureh die linke Kammer in die Brustaorta eine Glaskaniile eingelegt, die 
mittels Schlauch an das hoehstehende 10 Liter-Gefii$ mit gepufferter KochsalzlSsung ange- 
schlossen war. Nach Beginn der Kochsalzdurchspfilung gew~ihrte ein Schnitt in die Hohl- 
vene den AbfluB yon Blur und Koehsalzl6sung. Es wurde so lange durchspfilt, bis aus der 
erw~hnten Vene nur noeh: klare KoehsalzlSsung herausflo6 und die Halsorgane blutfrei 
schienen. Ansehlie$end wurden bei diesen Tieren auf beiden Seiten die Glandula parotis, 
Glandula orbitalis externa, Glandula submandibularis und Glandula sublingualis heraus- 
prgpariert, soweit wie mSglieh yore anhaftenden Bindegewebe befreit, mit  einer Schere zer- 
stfickelt, unter sterilen Bedingungen zermSrsert u n d -  soweit makroskopisch mSglich - -  
yon etwa noeh verbliebenen Resten des Bindegewebes und der Gef~$e befreit. Der so gewon- 
nene Speicheldrfisenbrei wurde mit einem Gesamtgewicht yon 55,9 g dann mit  dem gleiehen 
Gewichtsvolumen physiologiseher KochsalzlSsung (p~ 7,2) - -  unter Zusatz eines Tropfens 
0,25 %iger PhenollSsung auf etwa 50 em ~ Kochsalzl6sung - -  24 Std im Eissehrank bei + 40 C 
extrahiert. Danaeh wurde zentrifugiert (1000 U/rain) und anschlielgend das Supernat dureh 
ein steriles Mull~ppchen durehgeseiht, um das auf der Oberfl~che sehwimmende Fet t  abzu- 
fangen. Der EiweiSgehalt des makroskopiseh fettfreien Supernats betrug 95,8--103 rag-% 
nach KJEI=[LDAL. Naeh Aufteilung in kleinere Portionen blieb die - -  durch das Absehfitten 
vom Sediment (Gewebsbrei) befreite - -  Extraktflfissigkeit bis zur Verwendung bei - -37~ 
in der Tiefkfihltruhe. 

2. AntikSrper (Ak.)- Bildung ( Sensibilisierung) bei Kaninchen 
gegen den wi~/3rigen Rattenspeicheldri~senextrakt 

Zur Steigerung der Ak.-Bildung wurden s~mtliche Ag.-Injektionen zusammen mit 
Freundsehem Adjuvans (FA) [ ~  8,5 ml Bayol F (Esso) + 1,5 ml Arlacel A (Atlas) + 30 mg 
Mycobacterium smegmatis mit anschliel3ender Autoklavierung (1,1 atfi, 30 rain, 110~ im 
Verh~ltnis 1 Tell Ext rakt  zu 1 Teil Adjuvans vorgenommen. Sechs Kaninchen standen im 
Versueh. Es erhielten im ehlzelnen je zwei Tiere subcutan fiber 2 Monate 3real - -  in vier- 
w6chigem Abstand - -  0,05 ml, 0,1 ml bzw. 0,2 ml Extrakt,  gemiseht mit der gleichen Menge 
FA, in die vier Pfoten verteilt injizieI~ uud 4 Wochen nach der letzten subcutanen Injektion 
alle sechs Kaninehen 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 EiweiBkonzentration, die entspre- 
chende Gesamtmenge also etwa 0~6 mg, 0,8 bzw. 1,1 mg Speicheldrfisenextrakt. 

3. SeroIogischer AntikSrpernachweis 
Vier Wochen nach der ]etzten Injektion, d. h. also 4 Monate naeh Beginn der Injektionen, 

wurden die Tiere entblutet, das Blur unter sterilen Bedingungen abgesert und yon den Seren 
eine Komplementbindungsreaktion (a), die passive H~magglutination nach B o Y D ~  (b) und 
der Agar-Pr~cipitationstest nach OUCttTERLO~Y (e) zllr  Bestimmung yon Ak. gegen Ratten- 
speieheldr fisenextrakt durchgeffihrt. 

a) Die Komplementbindungsreaktion wurde mit dem Gedanken vorgenommen, dab eventuell 
in den betreffenden Kaninehenseren vorhandene spezifische Ak. mit  Speiche]drfisenextrakt 
(Ag.) im Sinne einer Antigen-AntikSrper-Re~ktion reagieren mfil~ten, die dann zugeffihrtes 
Komplement verbraucht, so da6 dieses dem anschliel~end zugegebenen h~moly~isehen System 
[HammelblutkSrperchen und Amboceptor ( ~  in Gegenwart yon Komplement Hammelblut- 
kSrperehen-15sender Ak.)] nicht mehr zur Verffigung steht. Tritt  also bei der nachtr~glichen 
Zugabe des h~molytischen Systems keine H~molyse auf, so ist die Reaktion positiv. 

Urn Serum bei der Reaktion einzusparen, wurde die Mikromethode verwendet, wie sie 
HE~N~SSE~ 1955 ffir die lnfluenza-Diagnostik beschrieben hat:  Bei einer konstanten 20 % igen 
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Verdfinnung der inaktivierten Kaninchenseren wurde die Komplementbindungsreaktion mit 
in geometrischer Reihe fallenden Komplementverdiinnungen, also steigenden Komplement- 
mengen durchgefiihrt, wobei die hSehste Komplementmenge festgelegt werden kann, die bei 
der Antigen-Antik6rper-Reaktion noch verbraueht wird. 

Ausliihrung. 1. Zum Auswasehen und fiir Verdfinnungen wurde stets Veronal-Pu/Jer 
verwandt; 2. das Ag (= Speieheldriisenextrakt) wurde inaktiviert und in einer Verdfinnung 
1:40 verwendet, wobei es spi~ter bei der t~eaktion keinen Eigenkomplementverbraueh mehr 
zeigte; 3. die zu testenden Kaninchenseren wurden ebenfalls fiir 30 minim Wasserbad bei 56~ 
inaktiviert und 1:5 verdiinnt; 4. als Komplement diente konserviertes Meerschweinehen- 
komplement der Behringwerke, Marburg a. d. Lahn, yon dem entsprechend Tabelle 1 eine 
Verdiinnungsreihe angelegt wurde; 5. der h/imolytisehe Amboceptor (Titer 1:4000 fiir WAR) 
stammte ebenfalls yon den Behringwerken; er wurde vor Gebraueh 1:1000 verdiinnt; 6. Ham- 
melblutk6rperchen wurden stets friseh yon gesunden m~nnlichen oder weiblichen, nicht 
tr~chtigen Sehafen gewonnen; es wurde aus der Vena jugularis entnommenes Blur in einer 
Flasehe mit gesehliffenem Glasstopfen und Glasperlen gesehiittelt (defibriniert), dann 10 rain 
bei 3000 U/rain die Erythroeyten abzentrifugiert und sehlieglieh dieses BlutkSrperehen- 
sediment 3real in Veronal-Puffer gewasehen und jeweils aus der PufferlSsung wieder abzentri- 
fugiert (3000 U/rain). 

Von dem letzten Erythroeytensediment wurde dann eine 1%ige LSsung hergestellt. Um 
nun beim hgmolytisehen System stets eine konstante Erythrocytenzahl zur Verfiigung zu 

haben, wurde in einer Erythrocytenpipette bis 
Tabelle. Komplementverdi~nnungsreihe liar 
Mikro-Komplementbindungsreaktion nach 

H E ~ E S S ~  (geki~rzt). Faktor 1,4 

Stufe 
Nr. 

10 
9 
8 
7 
6 
5 
4 
3 
2 
1 

l~om~ 
p lement -  

geha l t  in % 

28,9 
20,6 
14,8 
10,5 
7,5 
5,4 
3,8 
2,7 
2,0 
1,4 

Verdfinnung 

Komplemen~ § Puffer  

0,3 -- 0,74 
0,2 ~ 1,15 
0 , 2 i  1,16 
0,2 ~- 1,70 
0,1 ~- 1,23 
0,1 @ 1,76 
0,1 ~ 2,50 
0,1 ~- 3,54 
0,1 @ 5,00 
0,1 -~ 7,04 

zur 0,5-Marke l%ige HammelblutkSrperehen- 
Aufsehwemmung aufgezogen und die Pipette 
dann bis zur 101-Marke mit Puffer aufgefiillt 
und gut geschiitte]t. Ein Tropfen dieser Ver- 
diinnung wurde in einer Thoma-Z~hlkammer 
auf die Erythrocytenzahl ausgez~hlt. Befanden 
sich mehr als 300000 Erythrocyten in einer 
Kammer, so wurde die l%ige Erythrocyten- 
15sung entsprechend verdiinnt. 

Die eigentliche Durchffihrung der l~eaktion 
nimmt man in Kunststoffplatten mit jeweils 
acht senkrecht in mehreren Reihen angeord- 
neten Dellen (Prestware LTD, Southdown 
Works in Raynes Park, England, Abbildung bei 
HE~SESSEN S. 559) vor, wobei die Dellen mittels 
Tropfpipetten aufgefiillt werden. Jede senk- 
reehte Reihe yon 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 
entspreehenden Verdiinnungsstufen 1--8 der Tabelle, je 1 Tropfen eines 1:5 verdiinnten 
Testserums sowie 1 Tropfen des Ag. eingefiillt; die Kunststoffplatte wird dann gut geschfittelt 
und 12 Std im Eissehrank (-~ 4~ in einer feuehten Kammer belassen; danaeh gibt man 
zwei Tropfen des h~molytisehen Systems (50 ml in der Z~hlkammer kontrollierter Erythro- 
eytenlSsung und 50 ml 1:1000 verdiinnter AmboeeptorlSsung im Verh~ltnis 1 :l) in jede 
Belle und l~gt die Platte ffir 2 Std in der feuchten Kammer im Brutschrank bei 37~ Danach 
wird abgelesen und die Komplementstufe aufsteigend bestimmt, bei der gerade eine partielle 
H~molyse - -  als Ausdruck eines Komplementiibersehusses - -  vorliegt. 

Da sowohl das Ag. (---- Speicheldriisenextrakt) als auch die zu testenden Seren etwa einen 
Eigenkomplementverbrauch zeigen k5nnen, der unabhgngig yon einer Antigen-Antik5rper- 
t~eaktion ist, m u g  dieser in Kontrollen bestimmt werden, d.h. ein Reaktionsablauf mit 
1 Tropfen Puffer an Stel]e yon 1 Tropfen Testserum (sog. Ag-Kontrolle) und ein solcher mit 
Puffer anstatt Ag. (sog. Testserumkontrolle) vorgenommen werden. Um etwaige Normal- 
antikSrper im Kaninehenserum gegen Rattenspeicheldriisenextrakt auszuschalten, wurde als 
sog. Normalserumkontrolle ein Ersatz der Testseren dureh Seren nicht gegen Speieheldrfisen- 
extrakt (Ag.) immunisierter Kaninehen vorgenommen. Da das Ag. jedesmM gleieh bleibt, 
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geniigte - -  wie bei der Normalserurakontrolle - -  eine Ag.-Kontrolle; dagegen raul3te fiir die 
versehiedenen Testseren yon den sechs Kaninchen jeweils eine Testserurakontrolle vorgenora- 
men werden. 

Die Auswertung gesehieht dann durch den Vergleich der hSehsten partiell 15senden 
Komplementdosis des Testserum (Ak.)-Ag.-Gemisches rait der hSchsten der Ag.-, Testserum- 
und Normalserumkontrollen, d .h .  durch die Bestimraung des 

Quotienten: partiell ]Ssende Komplementsdosis des Testserums 
hSchste partiell 15sende Komplernentdosis der Kontrollen " 

b) Bei der passiveu Hiimagglutination - -  naeh G~ABAR wahrscheinlich eine der feinsten 
Reaktionen in der Immunologie - -  werden mit Tannins~ure gegerbte Erythrocyten (in unserera 
Falle Kaninchen-Erythrocyten) mit Ag, (hier: I~attenspeicheldrfisenextrakt) beladen; ein 
gegen das Ag. gerichteter Ak. miil]te dann die so mit  Ag. beladenen Erythrocyten zur Agglu- 
tination bringen; die Methode wurde entsprechend der Originalvorsehrift yon BoYm~N (1951) 
durchgeffihrt, und zwar rait tannierten Kaninchen-Erythrocyten. Wegen der technischen 
Details und der Auswertung wird auf die 0riginalarbeit yon BOYDU.~ verwiesen. Um die 
Spezifit~t des Verfahrens soweit als raSglich zu sichern, kamen drei Kontrollen zur Anwendung: 
1. Eine Spontanzusaramenballung der antigenbeladenen Erythrocyten ohne Einwirkung yon 
gegen das Ag. gerichteten Ak. wird durch die Antigen-Kontrolle ausgeschlossen. Start des zu 
testenden Serums gelangt Serum nicht mit Ag. behandelter Kaninchen zur Verwendung; 
2. Eine etwa durch Blutgruppen-Unvertr~tglichkeit zwischen den zu testenden Seren und den 
ffir die Antigenbeladung benutzten Kaninchen-Erythrocyten vorhandene ,,echte" Agglu- 
tination, die auch ohne Einwirkung yon spezffischen, d. h. bier gegen das auf den Erythro- 
cyten befindliche Ag. gerichteten Ak. auftreten wfirde, ist durch die Serum-Kontrolle auszu- 
schlie6en, indera ,,nicht-tannierte und -antigenisierte" Kaninchenerythrocyten mit  den zu 
testenden Seren zusammengebracht werden. 3. Schliel~lich gelangten, als Tannin-Kontrolle, 
tannierte, jedoch nicht antigeuisierte Kaninchen-Erythrocyten mit den Testseren in Ver- 
bindung, da gelegentlich bei tannierten Erythrocyten in Gegenwart von arteigenera Serum 
eine Spontan-Agglutination vorkorarat (HoE~CIG und Ho~NmovA). Als Titer wurde die 
Serumverdfinnung angegeben, bei der noch eine sichere Agglutination der Erythrocyten 
nachweisbar war. 

c) Der Agar-Priicipitationstest nach OUCItTERLONY wurde zum Nachweis etwaiger prii- 
cipitierender Ak. gegen Rattenspeicheldrfisenextrakt in den Kaninchenseren ausgeffihrt. Nach 
einer dankenswerten Beratung durch Herrn Dozent Dr. HrTZIG, Zfirich, wurde der Agar- 
Prgcipitationstest als Mikromethode auf Objekttriigern (ffir histologische Zwecke) vorgenom- 
men, um Serum und Ag. einzusparen. Ausffihrung: Eine 4%ige LSsung yon Agar-Agar 
(in Pulverform) wird kalt mit Aqua dest. angerfihrt, dann ira Darapftopf bei 95--1000 etwa 
1--11/e Std kochen gelassen. Dieser 4%ige Agar wird - -  naeh Erkalten durch erneutes 
Aufkochen ira Wasserbad - -  mit hei6era Schultze-Puffer [85,2 ral 23,8 g Na2HPO 4 in 1000 ml 
9 %iger NaC1-LSsung und 14,8 ral 9,1 g KH2PO 4 in 1000 ml 9%iger NaCl-LSsung (pH 7,5)] zu 
einem 1,5 % igen Agar verdfinnt. 3 ml des bellmen, 1,5 % igen Agars werden auf einem trockenen, 
vorher in Atheralkohol gesiiuberten Objekttrgger bei planer Unterlage gegossen. Nach 25 rain 
im Eisschrank (q-4~ ist der Agar auf dera Objekttrgger erstarrt, und es kSnnen nun zu 
beiden Enden der Objekttrgger bin kreisfSrmig je sechs LScher yon etwa 2,5 ram Durehraesser 
und ein gleich grol~es Loch im Zentrum dieser Kreise mit  ad hoc hergestellten feinen Stanzen 
in einem Abstand von 4 ram herausgestochen und der Inhalt  dieser so gewonnenen LScher 
raittels einer Wasserstrahlpumpe restlos herausgesaugt werden. Mit einer ganz feinen Pipette 
wird dann in die LScher ein feiner Bodensatz fliissigen 1,5%igen Agars gegeben. Nach Er- 
starren dieses Bodensatzes kSnnen die Ag.- und Ak.-LSsungen eingetropft werden, wozu 
wir folgendes Schema verwandten: In  das zentrale Loch werden 0,005 ml unverdiinnter 
oder 1:1 rait PufferlSsung verdfinnter Ag.-LSsung gegeben, in die kreisfSrmig angeordneten 
LScher meist ira Uhrzeigersinne bei 12 h oben beginnend 0,005 ml unverdfinnten Testserums 
und dann welter das gleiche Serum in die folgenden LScher in einer Verdfinnung yon 1:1, 
1:10, 1:100, 1:1000 und schliel~lich in das letzte Loch vor 12 h yon 1:10000. 

d) Ergebnis der serologischen AntikSrpernachweise. Bei der Komplementbindungsrealction (a) 
wiesen diejenigen Tiere den hSchsten Titer auf, welche die hShere Ag.-Menge yon Speichel- 
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drfisenextrakt (0,8 bzw. 1,1 mg Eiweil~) erhalten hat ten ,  und  hier insbesondere Versuchstier 
Nr. 6 (1,1 mg Eiweil~) mi t  einer partiell  15senden Komplementdosis  der Stu~e 8 (s. Tabelle: 
Stufe 8 entspr ieht  dem Verbraueh einer 14,8%igen KomplementlSsung). Die fibrigen Tiere 
wiesen folgende purtiell 15sende Komplementdosen uuf, Nr. 5 (1,1 mg Eiwei{~) sowie Nr. 3 
und  4 (0,8 mg Eiweil~) der Stufe 5, Nr. 2 und  1 (0,6 mg EiweiB) der Stufe 3 bzw. 4. S~mtliche 
Kontrol len waren neg~tiv, zeigten also keinen Komplementverbraueh.  In  diesem Falle ent- 
fi~llt die Aufstellung des Bewertungsquotienten,  da ein Nenner bei negat iven Kontrollen 
nicht  gegeben ist;  die absoluten Zahlen der partiell lSsenden Komplementdosis  der Test- 
seren geben dann  den Titer  an. So ergeben sieh bei den sechs Kaninehenseren (1--6) folgende 
Titerwerte:  Nr. 1 ~ 3,8, Nr. 2 ~- 2,7, Nr. 3 - -5  z 5,4 und  Nr. 6 z 14,8. 

Bei der passiven Hgimagglutination (b) f~nden 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 z 1 : 100000. Alle drei Kontrol len waren negativ. 

Vergleieht man die Ergebnisse der Komplement-  
bindungsreakt ion mit  denen der passiven H~mag- 
glutination, so liegt ann~hernd eine Uberein- 
s t immung der Titerwerte bei den Tieren Nr. 3 - -6  
vor, also bei denjenigen mit  den hSheren Mengen 
einverleibten Eiweil~es (Ag.), w~hrend die Kanin-  
ehen mit  der geringeren Menge injizierten Ag. bei 
der H~magglut inat ion einen wesentlieh hSheren 
AntikSrpert i ter  als bei der Komplementbindungs-  
reaktion und auch als die meisten K~ninchen mit  
gr5Berer Menge injiziertem Ag. (mit Ausnahme 
yon Kaninehen Nr. 6) uufweisen. 

Der Agar-PrScipitationstest (e) zeigt nur  bei 
Kaninchen  Nr. 4 und  6 ein Pr~eipi tat  (siehe 
Abb. 2), und  zwar bei unverdi inntem Ag. oder einer 
Ag.-Verdfinnung yon 1 : 1, 1 : l0  oder 1 : 100 und  
unverdf inntem Testserum (Ak.) oder einer Test- 

Abb. 2. Agar-Pr~cipitationstest (OucHTER- serumverdfinnung yon 1 : 1. Das st~rkste Pracipi ta t  
LONu Im zentralen Loch unverdfinntes 
Ag. (Speicheldriisenextrakt). Im Loeh A fand sich bei unverdi inntem Ag. und  Testserum, 
unverdflnntes Testserum (Nr. 4),in B das um bei den steigenden Verdiinnungen merklieh 
gleiehe Serum mit eiuer Verdfinnung ] : 1 schw~eher zu werden. 
mit Pufferl6sung. Bei C Pr~eipitatlinie Nach dem Ergebnis der erw~hnten serologischen 

Reakt ionen haben  sich also bei den Kaninchen 
heterologe AntikSrper  gegen einen wal~rigen Ex t r ak t  aus Rattenspeieheldrfisengewebe 
gebildet, deren eventuelle pathogene Wirkung auf lebendes Speicheldriisengewebe nun  
gepriift werden kann.  U m  jedoch in den Versuehen eine st5rende Einwirkung nicht  
antikSrperh~ltiger Serumeiweii~e, etwa der Albumine und  ~-Globuline, mSgliehst weit- 
gehend auszusehalten, galt es, die antikSrperhalt igen Globuline, die sog. Immunoglobu]ine 
(I-IITZIG, I-IERE~IANS) der Kaninchenseren auch mSglichst rein d~rzustellen. 

4. Priiparative Abtrennung der antikdrperhaltigen Immunoglobuline 
aus den Kaninchenseren mit immunodelctrophoretischer Kontrolle 

Nach GRABA~ sind - -  entsprechend immunoelektrophoret ischen Untersuchungen - -  bei 
Menschenseren die antikSrperhalt igen sog. Immunoglobuline in der fig A-fl2 M" und y-Globulin- 
~raktion zu suchen. Dem entsprechen in etwa in nnseren Kaninchenseren die Ergebnisse 
mittels ~reier Elektrophorese, als sich dabei  eine Zunahme der y-Globulinzacke bei den anti- 
kSrperhaltigen Kaninchenseren fand. 

Es galt jedoch die Ak. gegen Speicheldrfisenextr~kt in den Kaninchenseren genauer zu 
lokalisieren; bei diesen Seren wurde daher  eine immunoelektrophoretische Untersuchung mit  
und  ohne vorherige Abs~tt igung der Ak. dutch  das zugehSrige Ag. ( ~  Speieheldriisenextrakt) 
mit  dem Gedanken durchgefiihrt,  dab das mit  Ag. abges~ttigte Ak.-haltige Globulin sich dem 
Nachweis durch sein zust~ndiges Anti-Globulin aus dem immunoelektrophoretischen Anti- 
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serum entzieht; das antikSrperhaltige Globulin k6nnte dann dutch das Fehlen seiner Pr~i- 
eipitatlinie lokalisiert werden. 

a) Immunoelektrophoretische Kontrolle. Die Abs~ttigung geschah in Anlehnung an die 
Absorptionstechnik, wie sie GRABAR und BUI~TIN (S. S. 84} angegeben haben: 1. Das Ag. 
( =  Speicheldrfisenextrakt) wurde lyopholisier~, das Eiweil~troekensubstrat auf einer Mikro- 
waage gewogen und dann 2. wieder in der kleinstmSgliehen Menge gepnfferter physiologischer 
KochsalzlTsung (s. unten} aufgelSs~. 3. Die ad 2. hergestellte Ag.-LTsnng wurde so mit den 
Kaninehentestseren gemischt, dal~ 1--8 mg Ag.-Substra~ ant 1 ml Serum entfielen. Diese 
Misehung wurde gut geschfittelt und kam dann 4. ffir 1 Std bei 370 in don Brutschrank, an- 
schlieftend noeh ffir 24 Std in den Eisschrank (d-4~ um dann 5. bei 2000 U/min einmal 
abzentrifngiert zu werden. Das klare Supernat wurde verwandt. Das ffir die Immunoelektro- 
phorese bestimmte, nicht abgesiittigte Testserum wurde wie das abgesgttigte behandelt mit der 
Ausnahme, da8 statt  der Ag.-LSsung nut die gleiche Menge PufferlTsung (ohne Ag.) zugegeben 

Abb. 3a u. b. Immunoelektrophorese-Diagramme. a Kaninchentestserum (Nr. 6) ohne vorherige 
Absfittigung mit A~. (= IRagtenspeieheldrfisenextrakt). Bei ~/ das Pr/icipitat des langsamen Anteiles 
yon y-Globnlin delt~lieh erkennbar, b Das gleiche Testsernm wie bei Abb. 3a, jedoch naeh Abs~ittigung 
der AntikSrper mit Ag. DetltHehe Abschw/tehung der y-G]obulinprLtcipitatlinie, besonders dcutlieh 

im Bereiche ihres langsam wandernden Anteiles (,4) 

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

Die Immunoelektrophorese wurde in der Modifikation naeh SC~EIDEGGER (1955: genaue 
Methodik s. d.) als Mikroelektrophorese auf Objekttrggern durchgeffihrt, und zwar mit dem 
Agafor-l-Gergt der Firms. Egaton-A.G. Bern (Schweiz): 1. Abweiehend yon der Original- 
beschreibung verwandten wit statt  Veronal-Puffer Borat-Puffer [(PH 8,6) 24,8 g Acid. borieum 
werden in 2000 ml Aqua dest. gelSst und 1 : 1 gemiseht mit einer LSsung yon 76,2 g Borax 
in 1000 ml Aqua dest. Diese 2/1 o )/[ol-LTsung wird vor Gebrauch 1 : 1 mit  Aqua dest. gemischt.] 
Dieser Puffer erwies sich als besonders gfinstig ffir die Darstellung der fi2- und y-Globuline 
(persSnliehe Auskunft yon Herrn Doz. Dr. I t I rzm,  Zfirieh). 2. Auf die Objekttrgger kamen 
jeweils 2,5 ml mit Puffer gelSsten Agars (Herstellnng s.a.  bei Agar-Prgeipit~tionstest), 
aus dem naeh Ers~arren mit dem Sehneideger~t eine Rille und zwei Stanzl6cher ausgehoben 
wurden. 3. Die StanzlSeher wurden entweder mit etwa 0,002 ml abgesi~ttigten oder mit der 
gleiehen Menge nieht abgesiittigten Kaninehentestserums besehiekt. 4. Die elektrophoretisehe 
Wandernng erfolgte bei einer Spannung yon 25 V, 15 mA fiber eine Zeit yon 70 rain. 5. Naeh 
der elektrophoretisehen Auf~rennung dienten die Rinnen der Aufnahme kr~ftig pr/~cipitie- 
render, am besten unverdfinnter Antiseren gegen Kaninehenserum in einer Menge yon jeweils 
0,04 ml. Obwohl Meerschweinehen schleeht pr~eipitierende AntikTrper liefern sollen (H. 
SCm~IDT), konnten wir dies ffir Antiseren gegen Kaninehenserum nieht best~itigen: stellten 
doeh unsere, nach einem besonderen Immunisierungsschema gewonnenen Antiseren gegen 
Kaninehenserum vom Meersehweinchen im Pr/ieipitat der Immunoelektrophorese die fl- und 
y-Globuline gut dar. Gleiehzeitig verwendeten wir auch uns in dankenswerter Weise fiber- 
lassene Anti-Kaninchenseren der Ziege yon den Behring-Werken mit ebenfalls guten Prg- 
eipitatlinien. 6. Das Antiserum in den Rinnen diffundierte gegen die elektrophoretiseh ant- 
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getrennten Kaninchen-Testseren fiber einen Zeitraum yon 48 Std. 7. Es wurde dann bis 
48 Std in Pufferl6sung gut gespiilt, um die nicht in den Pr~eipitaten gebundenen Eiweii~e 
zu eluieren. 8. Gef~rbt wurde mit  Amidosehwarz naeh Vorschrift, dann getroeknet bei 
37~ und ein photographischer Abzug in einem Leitz-Vergr61~erungsgeriit vorgenommen, 
um die Auswertung der Diagramme zu erleiehtern. 

Ergebnis. Die Immunoelektrophorese-Diagramme wiesen bei den mit  Ag. abges~ttigten 
Kaninchentestseren, etwa ab der H6he der fl~-Globuline, zum negativen Po] bin eine deutliehe 
Absehw~ehung der v-Globulin-Pr~cipitatlinien auf, die bei den nicht abges~ttigten Seren 
sehr deutlich siehtbar war (Abb. 3a und b). 

b) l)riiparative elektrophoretische Abtrennung. Naeh dem Ergebnis der immunoelektro- 
phoretisehen Untersuchung wurden dann die fl~- und 7-Globuline der gegen Rattenspeiehel- 
driisenextrakt sensibilisierten Kaninchen naeh 48stiindiger Dialyse gegen Elektrophorese- 
puffer nach MICHAELIS (PH 8,6) mittels der yon E. W I ~ D E ~  weiterentwickelten Flfissig- 
keitselektrophorese ~ unter Verwendung des Spezialzellensatzes ~fir kleinpr~parutive Versuche 
(s. E. W~E])E~n~) unter st~ndiger optiseher Kontrolle abgetrennt, ansehliel~end zur Ent- 
salzung gegen Aqua dest. dialysier~ und lyophilisiert. Diese so getroekneten, antikSrperhaltigen 
Globuline wurden gemiseht und - -  in kleine Portionen aufgeteilt - -  in der Tie~kfihltruhe bei 
- -37~ bis zum Gebrauch aufbewahrt. 

Ffir diese antik6rperh~ltigen Globuline wird im folgenden - -  wiederum aus Griinden der 
spraehliehen Vereinfaehung - -  zumeist nur  die Rede yon Immunoglobulinen sein, ungeaehtet 
dessen, da~ beim Mensehen, allerdings bisher noch nicht beim Kaninchen, unter diesem Be- 
griff die fl~ ~-, fl~ ~- und 7-Globuline zusammengefal~t werden, gleichgfiltig ob sie in einem ge- 
gebenen Moment nachweisbare spezifisehe Antik6rper besitzen oder nicht. 

l I .  B e h a n d l u n g  gesunder  R a t t e n  mit te ls  in t raven i i se r  I n j e k t i o n  yon  I m m u n o -  
g lobu l inen  m i t  he te ro logen  Ant ik i i rpe rn  gegen Ra t t enspe iehe ld r i i senex t rak t  und  

mi t  i m m u n o h i s t o l o g i s c h e m  Ant ik i i rpe rnaehweis  im Gewebe 

1. Zur Konstanthaltung der Versuchsanordnung wurde yon den lyophilisierten Immuno- 
globulinen eine l%ige L6sung (Kontrolle dutch Eiweil~bestimmung nach KJEI~L])AL) in 
physiologischer KochsalzlSsung hergestellt und diese dann gesunden Rat ten in ~olgender 
Weise injiziert: In  die Schwanzvene erhie]ten 2 l~atten 0,3 ml, 6 Tiere 0,6 ml und 2 Tiere 
0,9 m] der Immunoglobulinl6sung. Die 10 Tiere - -  sowie 28 gleiehaltrige, unbehandelte 
Rat ten - - w u r d e n  nach 21 Tagen entblutet, seziert und die Speicheldrfisen halbiert; eine 
H~lfte kam in 4% Formalin zur Fixation ffir die histologische Bearbeitung (H~matoxylin- 
Eosin, van Gieson- und PAS-F~rbung), der Rest wurde mit Kohlens~uresehnee auf - -70~ 
schnell eingefroren und in der Tiefkfihltruhe aufbewahrt. 

2. Ffir den immunohistologischen Nachwei8 der Antilc6rper gegen Rattenspeicheldri~sen- 
extrakt in den Speicheldri~sen und den Glandulae orbitales externae naeh der indirdcten Methode 
von Coo~s und KAPLA~ wurde als Fluorescenzfarbstoff Fluorescein-Isothiocyanat (RINGS 
u. Mitarb.) verwendet, das nach seiner Konjugierung mit einem Ak. dessen serologische 
Reaktionsf~higkeit fiberhaupt nicht oder hSehstens geringffigig (KLEIN und Bu~:~Or.I)~R) 
beeintr~chtigt. Im einzelnen lehnte sich die Versuchsanordnung an die von MELLORS, AI~IAS- 
STEr~LA, S~EOEL und Pl~ESS~A~ bei ihren Arbeiten mit heterologen Nierenantik6rpern be- 
schriebene Methode an: Die den Rat ten injizierten (heterologen) Rattenspeieheldriisen- 
Antik6rper mfii~ten nach ihrem eventuellen Niederschlag im Gewebe - -  entsprechend einer 
Ag.-Ak.-Reaktion - -  mit einem an Fluorescenzfarbstoff gekoppelten Anti-Kaninchenglobulin, 
einem sog. Anti-Antik6rper in bzw. auf den Drfisen nachzuweisen sein; geh6ren doch die 
einverleibten Antik6rper der Kaninehenglobulinfraktion an, in der sie ja auch den Ratten in- 
jiziert worden waren. 

Wir verwendeten zu diesem Zweck als Anti-Antik6rper ein an Fluorescein-Isothiocyanat 
gekoppeltes (markiertes) Anti-Kaninchen-Globulin vom Schaf (Bezugsquelle: Sylvana- 
Chemical-Company, Orange/New Jersey [USA]), dessen Ak.-Gehalt gegen Kaninehen- 

1 Der Deutsehen Forsehungsgemeinsehaft danke ich fiir die groBzfigige Uberlassung der 
Flfissigkeitselektrophorese-Apparatur. 
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Globulin vor Gebrauch getestet wurde (Komplementbindungsreaktion und 0uchterlony- 
Platte);  augerdem wurde es mit  Gewebspuder (Leber) behandelt, um Reste ungebundenen 
Fluorescenzfarbstoffes abzufangen und eine unspezifische Fgrbung durch denselben (Coc~- 
RA~n, C. J. Louis) zu vermeiden. 

Technische A us/i~hrung 
Vorbemerkung. Abs~tCigung des ungebundenen Fluorescenzfarbstoffes beim fluorescein- 

markierten Anti-Kaninchen-Globulin: a) Leberpuder wurde aus frischen und gefrorenen 
Schweinelebern nach der yon Coons und KAeLA~ angegebenen Methode mittels Acetonbehand- 
lung hergestellt, b) 1200 mg Leberpuder dann dreimal gewaschen in gepufferter Koehsalz- 
15sung (s. unten) und jeweils wieder abzentrifugiert (2 rain bei 15 000--18000 U/rain). c) 400 mg 
Leberpuder wurden anschliel~end mit 2 ml fluorescein-markierter Anti-Kaninchen-Globulin- 
LSsung der Firma Sylvana Chemical Company gemiseht und 1/4 Std bei Zimmertemperatur 
unter gelegentlichem Umrfihren stehen gelassen, um dann abzentrifugiert zu werden (2 min 
bei 18000 U/rain). d) Das Supernat wurde dann in der gleiehen Art  wie bei cnoch  zweimal 
behandelt, bevor es nach dem letzten Abzentrifugieren zur Verwendung kam. 

1. Entnahme der unfixierten Speieheldriisengewebsanteile der 10 Versuchsratten aus der 
Tiefkiihltruhe und Schneiden am Kryostaten 5--7 #. 

2. Kurze Fixation in 95%igem Methanol oder Aceton (5 rain). 
3. Schnitte in reichlicher, mit 0,01 M-Phosphatpuffer auf p~ 7,0 gehaltener, 0,8%iger 

Kochsalzl6sung fiir eine halbe Stun@ spiilen. 
4. Herausnehmen der Schnitte aus der KochsalzlSsung und Absaugen der iiberschiissigen 

Spfilflfissigkeit soweit wie mSglich mit  Filtrierpapier vom Ran@ her unter Schonung der 
Schnitte. 

5. iJberschichtung der Schnitte mit unverdtinntem, markiertem Anti-Kaninehen-Globulin 
ftir 30 rain in einer feuchten Kammer. 

6. Griindlich spiilen in zehnmal zu erneuernder gepufferter KoehsalzlSsung (PH 7,0). 
7. Eindecken in einem Gemisch von 1 Teil reinstem Glycerin und 9 Teilen der Kochsalz- 

15sung (PE 7,0). 
8. Mikroskopieren der Pr/~parate im Fluorescenzmikroskop der Firma Zeiss bei UV-Licht 

im Dunkelfeld unter Verwendung des Okular-Schutzfilters Wratten Nr. 2B (E. Kodak Co.). 
Kontrollen. Da dutch 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 M5glichkeit besteht, dal3 durch 
unspezifische Reaktionen etwa zwischen einem Eiweil~ des markierenden Globulins und einer 
Speieheldriise ein positiver Ausfall der Reaktion im Sinne eines Ag.-Ak.-Geschehens vorge- 
t~uscht wird. So wurden bei den Rattenspeieheldrfisen der Tiere, die Immunoglobuline mit 
heterologen AntikSrpern gegen Rattenspeicheldrfisenextrakt erhalten hatten, zwei Kontrollen 
durehgefiihrt. Kontrolle 1 : Vor der lJbersehichtung der Gewebssehnitte mit  fluorescierendem 
Anti-Kaninehen-Globulin (5.) wurden diese mit  ,,Antigen", d. h. Speicheldriisengewebsextrakt 
(1:10 mit gepufferter KochsalzlSsung verdiinnt) fiir eine halbe Stunde in der feuchten Kammer  
iiberdeckt und dann erst, nach grfindlichem Abspiilen dieses Extraktes mittels der gepufferten 
KochsalzlSsung, das Gewebe mit  dem fluorescein-markierten Anti-Kaninchen-Globulin 
behandelt; diese Kontrolle hat  den Sinn, dureh das Ag. den im Gewebe fixierten, hier gegen 
Speieheldriisengewebe bzw. -extrakt gerichteten Ak. so abzusiittigen, dal~ dieser im so ent- 
standenen Antigen-AntikSrper-Komplex nicht mehr oder nur noch gering den markierenden 
Anti-AntikSrper binden kann, also letzterer - -  naeh 1Jbersehichtung - -  wegen fehlender 
Bindung wieder abgespfilt 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, start wie bei der Kontrolle 1 mit  
Ag., mit nichtfluoreseierendem Anti-Kaninehen-Globulin behandelt und dann gut in der 
gepufferten KochsalzlSsung gespiilt. Diese Kontrolle bezweckt, dal~ das nicht markierte 
Anti-Kaninchen-Globulin - -  ~hnlieh wie bei Kontrolle 1 das Ag. - -  dem markierenden den 
Platz nimmt, so dal3 letzteres beim Uberschichten kaum noch Ak., die ja fiir ihn Ag. dar- 
stellen, fin@t, mit  denen es reagieren kann und beim Nachspfilen abgeschwemmt wird. 

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 335 21 
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Darfiber hinaus wurde die - -  hier unter ad 1.--8. geschilderte ~ indirekte Methode 
des AntikSrpernachweises nach Coons und KAPLA~ auch fiir die Speicheldrfisen der unbe- 
handelten Kontrollrat~en (Kontrolle 3) und derjenigen Tiere angewendet, die nut Kaninehen- 
fl2- und y-Globuline ohne AntikSrper gegen ]~attenspeicheldrfisenextrakt (Kontrolle4), 
Hfihnereiklar (Kontrolle 5) oder Tetanusserum (Kontrolle 6) erhalten batten (s. Abschnitt IV: 
Kontrollversuche 1, 3 und 4). 

I I I .  Behandlung gesunder Ra t ten  mittels intraveniiser In jek t ion  yon I m m u n o -  
globulinen mit  heterologen Antiki irpern gegen Rattenspeieheldri isenextrakt und 

naehfolgender Einverleibung yon Rattenspeieheldri isenextrakt (Antigen),  
Hiihnereiklar  oder Fremdserum 

Nachdem es sieh herausgestellt hatte, dal~ Ratten nach intravenSser Injektion yon Immuno- 
globulinen mit Ak. gegen Rattenspeicheldriisenextrakt in ihren Speicheldriisen und der Glan- 
dula orbitalis externa offenbar nicht mit histologisch naehweisbaren krankhaften VerKnde- 
rungen reagierten (s. unten Ergebnisse II.), wurden in Ansdehnung des Versuchsganges 22 
gesunden Ratten - -  beiderlei Geschleehts - -  wiederura die 1%ige antikSrperhaltige Immuno- 
globulinl6sung yore Kaninchen, und zwar jeweils 0,9 m] intravenSs in die Schwanzvene 
verabreicht, jedoeh 24 Std nach dieser Immunoglobulin-Gabe 10 Tieren - -  und zwar 5 l~atten 
i.v. in die Sehwanzvene, 5 i.p. - -  je 0,1 m] der Speichelch'iisenextrakt-LSsung, also des urspriing- 
lichen Ag., 6 l~atten je 0,1 ml steril entnommenen Hiihnereiklars und 6 Ratten je 0,1 ml eines 
Fremdscrums (Tetanusserum vom Pferd) - -  und zwar jeweils 3 I~atten i.p., 3 intravenSs 
in die Sehwanzvene - -  nachinjiziert, die Ratten dann nach 21 Tagen entblutet, seziert und 
die Speieheldrfisen makro- und mikroskopiseh untersucht. 

IV. Kontrollversuehe. 
Aus Kontrollgrtinden wurden - -  als AbschluB vorliegender Untersuchungen folgende 

intravenSse Injektionen vorgenornmen: Es erhielten 1. 10 Ratten 0,9 ml einer l%igen fi2" 
und ~-GlobulinlSsung nicht gegen Rattenspeicheldrtisenextrakt sensibilisierter Kaninchen; 
2. 10 Ratten 0,9 ml der gleichen fi~- und y-GlobulinlSsung - -  ohne Ak. gegen Rattenspeichel- 
driisenextrakt - -  und 24 Std spiiter 5 dieser Tiere 0,1 ml Hiihnereiklar, die restlichen 5 Tiere 
0,1 ml Tetanusserum yore Pferd; 3. 6 Ratten 0,1 ml Htlhnereiklar und 4.6 weitere l~atten Ms 
Fremdserum 0,1 ml Tetanusserum vom Pferd intravenSs injiziert. Wie bei 28 unbehandelten 
Ratten wurden yon Speicheldriisen und Glandulae orbitales externae die unfixierten H~lften 
immunohistologisch (Technik s. Abschnitt A/II./2.), die fixierten Anteile histologisch unter- 
sueht. 

B. Ergebn i sse  der U n t e r s u e h u n g e n  
I. 

Entsprechend dem Ergebnis der serologischen Untersuchungsmethoden bilden 
sich bei K a n i n c h e n  - -  un te r  Zuhi l fenahme yon  Freundschem Adjuvans  - -  
heterologe AntikSrper  gegen einen w~6rigen E x t r a k t  aus Speicheldrfisen u n d  
Glandulae  orbitales externae der l~atten. Diese AntikSrper  kSnnen  in  der 
/~2- u n d  y-Globul inf rak t ion  ( Immunoglobul ine)  der betreffenden Kan inchense ren  
abge t renn t  werden, da elektrophoretische u n d  immunoelektrophoret isehe Unter -  
suehungen die Anwesenhei t  der Ant ik6rper  im Bereiche dieser Globul infrakt ionen 
wahrscheinlich maehen.  

II .  
Bei den Ratten, die intravenSs lmmunoglobuline mit den heterologen Anti- 

kSrpern gegen Rattenspeicheldri~senextrakt erhal ten ha t ten ,  zeigte sieh makro- 
skopisch kein  wesentlieher k rankhaf te r  Befund  an den Speieheldriisen. 

Mikroskopisch lieBen sich an diesen Speicheldriisen ebenfalls keine krank-  
haf ten  Ver/~nderungen nachweisen, die auf die E inwi rkung  der Kan inchen-  
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Immunoglobuline mi t  Ak. gegen Rattenspeicheldr/isenextrakt zu beziehen 
gewesen w/~ren; die genannten Organe der so behandelten I~atten sowie die- 
jenigen yon 28 unbehandelten Tieren zeigten lediglieh den ftir Rat ten  eharak: 
teristisehen Aufbau mit  den f/Jr diese Tierart  in jungen Altersklassen typisehen 
Varianten und ,,Spontanver/~nderungen" (SmFE~T). 

I m  einzelnen zeigte die Glandula parot;s (Abb. 4a) - -  eine ser6se Drtise - -  
bei den vorliegenden 10 Rat ten  und gleiehermagen aueh bei 28 nieht im Versueh 
stehenden Kontrol lrat ten gelegentlieh herdf6rmig das Bild einer Proteodysehylie 
(BscIiER) der Aeini in Form yon Sehwnnd des Ergastoplasmas, leiehter hydro- 
piseher Umwandlung des Cytoplasmas mit  Kernwandhyperehromasien und sehr 
selten einer Kariorrhexie, ohne da6 jedoeh eine Gesehleehtsbevorzugung auff/~llig 
war. Das hier dann leieht 6dematSs aufgeloekerte Inters t i t ium lieg keine nennens- 
werte entz/indliehe Infil tration erkennen, wenn man yon hie und da aufsehei- 
nenden Mastzellansammlungen absieht. 

Diese Parotisver~nderungen kSnnen also bei den 10 Versuehsratten keinesfalls 
als Folge der antikSrperhaltigen Immunoglobulin-~Zirkung aufgefaf3t werden, da 
sie im selben Umfange bei den 28 Kontrolltieren naehweisbar waren; sie ent- 
sprechen wohl im kleinen den ,,Spontanver/~nderungen", die SEIFERT bei 377 
t~atten h/~ufig reeh~ ausgedehnt in der ga t tenparot i s  land und am ehesten als 
Folge einer Coxsaeki-B-Virus-Infektion auffaBte. JXRvI sah sie im/ibr igen aueh 
bei Vitaminmangelzustgnden der Ratten.  

Die Glandula submandibularis (Abb. 5a) eine Dr/ise mit  mueoiden Aeini 
und Sexualdimorphismus in bezug auf die sekretorisehen Tubuli, die nur beim 
m/~nnliehen Tier naeh der Pubertgt  zur vollen Entwieklung kommen - -  und die 
Glandula sublingualis - -  eine muk6se Drtise wiesen bei dem erw/~hnten Tiergut 
(Versuehs- und Kontrolltiere), yon gelegenfliehen Kernwandhyperehromasien der 
Acinuszellkerne abgesehen, sogar fiberhaupt keine krankhaften Ver/~nderun- 
gen auf. 

Dementgegen bot die Glandula orbitalis externa (Abb. 6a) ein recht buntes 
Bild: man erkennt serSse Aeini, die sieh dureh eine fast abenteuerliche VieL 
gestaltigkeit ihrer Kerne auszeiehnen ; die Aeinuszellen sind polyedriseh und weisen 
5fters zwei, manehmal  sogar drei Kerne auf, die sieh im einzelnen in helle und 
dunkle Formen ein~eilen lassen. Von diesen beiden Kerntypen sieht man dann 
sogar jeweils noeh zwei Arten: yon den hellerefi solehe mit  mehreren Nueleolen 
sowie einer gut ausgepr/~gten Kernmembran  und solehe, die im Kerninnern 
nur sehr feine K6rnehen enthalten und deren Kernmembran  oftmals in Aufl6sung 
begriffen seheint; yon den dunkleren solehe, die sieh mit  H/~matoxylin so dunkel 
fgrben, dag keine Strukturen sieher best immbar sind, und andere, welehe sich 
etwas sehw/~cher mit  erw/~hntem Farbstoff  anf~rben, 1--3 Nueleolen und ein 
punktf6rmig verteiltes Chromatin enthalten. Dabei variier~ besonders die letzte 
Kernar t  in ihrer GrSl3e bis zu ausgesproehenen 1%iesenkernen. W/~hrend das 
Zellgu~ des Gangsys~ems gleiehmMtig und durehaus mit  dem der Speieheldrtisen 
vergleichbar ist, k6nn~e bei Unkenntnis des reeht polymorphen Zell- und Kern- 
brides des Parenehyms der Glandula orbitalis externa der irrtfimliehe Eindruek 
entstehen, dal3 eine Sehgdigung vorl~ge, zumal hie und da Kernsubstanzaustr i t te  
in das Cytoplasma, Kernwandhyperehromasien und - -  seltener - -  Kariorrhexien 

21" 
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naehweisbar sind. Alle diese Ver~nderungen sind gleiehermai~en aber aueh bei 
den 28 Kontrolltieren nachweisbar, bei denen ebenfalls das Inters t i t ium dieser 
Driise 6fters 6dematSs aufgelockert und sehiitter rundzellig-entziindlieh infiltriert 
ist. Dam.it kann man also auch in der Glandula orbitalis externa naeh Injektion 
yon Kaninehen-Immunoglobulinen mit  Ak. gegen Speicheldrtisenextrakt keine 
Ver~nderungen verifizieren, die auf die Wirkung dieser Ak. zu beziehen w~ren. 

Naeh diesen negativen Befunden hat  also die Einverleibung der Kaninchen- 
Immunoglobuline mit  den gegen Speicheldriisenextrakt geriehteten Ak. morpho- 
logiseh bei den betreffenden l%atten keine fai3baren Vergnderungen an den 
Speieheldriisen und der Glandula orbitalis externa hervorgerufen. Es erhebt sich 
nun in diesem Zusammenhang die Frage, ob die intravenSs verabreichten Immuno-  
globuline fiberhaupt die erw~hnten Driisen 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 sieh bier der indite/ere A/c..Nachweis mit Fluorescenz/arbsto//en nach Coo~s 
und KAPLAN an. Bei dieser Methode zeigte sieh nun - -  unter Berfieksichtigung 
der Eigenfluorescenz des Gewebes und der Pigmente - -  bei UV-Licht eine - -  
zumeist herdf5rmig in den Acini auftretende - -  gelb-griine Fluoreseenz des mar- 
kierten Anti-Kaninchen-Globulins auf den Drfisenendstfieken der Glandula orbi- 
tails externa (Abb. 6b) und der Glandula parotis sowie den sekretorischen Tubu]i 
der Glandula submandibularis, jedoeh nicht in der Glandula sublingualis and  in 
den Endstfieken der Glandula submandibularis; die marlderende gelb-grfine 
Fluoreseenz im Cytoplasma der serSsen und mueoiden Drfisenendstiieke war am 
sti~rksten um die Kerne zum Zentrum, am sehwi~ehsten zur Peripherie der End- 
stiicke hin ausgesprochen, so dal~ etwa die Stellen des Ergastoplasmasaumes, wie 
auch die Kerne, frei von gelb-griiner Fluoreseenz sind. Bis auf die erw~hnten 
sekretorisehen Tubuli waren in den Drfisen die Ausffihrungsg~nge frei yon 
Markierung. 

Bei allen Kontrollen fehlte die markierende gelb-griine Fluoreseenz des Anti- 
Kaninehen-Globulins auf den Drfisenendstfieken der Glandula orbitalis externa 
und der Glandula parotis sowie den sekretorischen Tubuli der Glandula sub- 
mandibnlaris. 

Zusammen[assend spreehen diese Befunde daffir, da$ die Ak. gegen t%atten 
speieheldrfisenextrakt doch durch die intravenSse Injektion der Immunoglobuline 
die Speicheldriisen erreicht haben, ohne jedoeh morphologisch siehtbare Ver- 
~nderungen hervorzurufen. Der Tr~ger der Antigenits seheint dabei vorwiegend 
im Cytoplasma der Zellen, und zwar dem der Driisenendstficke yon Glandula 
parotis und orbitalis externa sowie dem der sekretorisehen Tubuli der Glandula 
submandibularis zu liegen, da unter anderem aueh in~erstitielles Bindegewebe 
und Blutgefi~l~e keine markierende Fluorescenz aufwiesen. 

I I L  
Alle Ratten, die intravenSs zuerst Immunoglobuline mit heterologen Antikbrpern 

gegen Rattenspeicheldri~senextrakt und dann nachfotgend Rattenspeicheldri~senextrakt 
(AGO, Hi~hnereiklar oder Fremdserum in]iziert erhalten batten, boten die gleichen 
Befunde, so dab sie hier zusammen besproehen werden k6nnen: 
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Makroskopisch war bei allen diesen Rat ten  - -  mit  Ausnahme der Glandula 
sublingualis - -  eine leiehte, jedoeh deutliehe 5demat6se Sehwellung der SpeieheL 
driisen, besonders jedoeh der Glandula orbitalis externa, naehweisbar. 

Mikroskopisch lieBen sieh an diesen Drtisen - -  wiederum mit Ausnahme der 
Glandula sublingualis - -  wesentliehe krankhafte Ver~nderungen naehweisen, die 
- -  am st/~rksten bei der Glandnla orbitalis externa - -  sieh deutlieh yon den 
,,gewohnten" Erseheinungsbildern der mit  antik6rperhaltigen Imnmnoglobulinen 
behandelten Rat ten  abhoben. 

Glandula parotis (Abb. 4b). Neben einer 5dematSsen Aufloekerung des 
interstitiellen Bindegewebs ezeiehnet sieh auffallend herdfSrmig in den Aeini 
eine Proteodysehylie (BECKER) s~mtlieher Grade bis zur Nekrose ab: Der basale 
Ergastoplasmasaum ist klein oder ganz gesehwunden, teilweise mit  hydropiseher 
Cytoplasmaaufhellung und basaler Absehmelzung. tIerdf6rmig sind die End- 
stfieke v611ig nekrotiseh nnd kernlos, wobei hier das interaein/ire Bindegewebe 
st/irker rundzellig-entzfindlieh mit  Lymphoeyten und aueh Plasmazellen infil- 
triert ist. Die Kerne der Endstfieke lassen daneben alle Grade yon regressiven 
Vergnderungen erkennen, nnd zwar am hiiufigsten Kernwandhyperehromasien, 
Kariorrhexien, seltener Kariolysis oder Pyknose, wobei das Cytoplasma noeh 
wohl erhalten sein kann; die PAS-positiven Enzymgranula bleiben oftmals in 
nekrotischen Zellen noeh lange erhalten. Hie und da liegen im Interst i t ium um 
nekrotisehe Endsttieke Kerntrf immer in Phagoeyten. Da sich am Gangsystem 
kein wesentlieher krankhafter  Befund erheben lieg, entsprieht also das Bild einer 
Seh/idigung des Parotisparenehyms (Proteodysehylien) mit  niehteitriger Ent-  
zfindung. 

Glandula submandibularis (Abb. 5 b). Fast  noeh auff/~lhger als in der Parotis 
ist in der Glandula submandibularis das interstitielle 0dem, welches oftmals die 
Capillaren regelrecht yon dem Dr/isenparenchym abdr~ngt. Begleitet wird es 
yon einer nur herdfSrmig dichteren plasmaeellul/iren und lymphocyt/~ren Infil- 
tration, die am st/~rksten um sekretorische Tubuli ausgebildet ist, jedi~eh um 
grol~e Ausffihrungsg/~nge fehlt. Nur diese Tubuli zeigen im wesentlichen krank- 
hafte Ver/~nderungen nnd nicht die Endstiicke; erstere enthalten kanm noeh in- 
takte  Kerne, sondern meist nur Kerntr t immer bei hoehgradiger hydropischer 
Cytoplasmaquellung bis zur vSlligen AuflSsung des Zelleibes; ihre Granula sind 
weitgehend gesehwunden; man hat  regelreeht Mfihe, tiberhaupt einen erhaltenen 
sekretorisehen Tubulus zn linden. Dabei ist es gleichgfiltig, ob es sieh nm m/~nn- 
liche oder weibliche Tiere, also um welehe Form soleher Tubuli mit  ihrem Sexual- 
morphismus, handelt. GroBe Abschnitte dieser Tubuli sind sogar fast v611ig 
kernlos. An den Ausfahrnngsg/tngen ist dann wieder kein wesentlicher krank- 
hafter  Befund zu erheben. Die Glandula submandibularis zeigt also bei unver- 
sehrten Endsttieken nur regressive Ver/~nderungen an den sekretorisehen Tnbuli 
bei gleichzeitig bestehender niehteitriger Entzfindung. 

Glandula sublingualis. Eine Bespreehung er/ibrigt sich, da sich keine eharak- 
teristischen Ver~nderungen an dieser Dr/ise gefunden haben, die auf die vorlie- 
genden Versuehsanordnungen zu beziehen gewesen w/~ren. 

Glandula orbitalis externa (Abb. 6e und d). Diese Drtise weist die st~rksten 
Ver~nderungen auf. Zwar t r i t t  das interstitielle 0dem gegeniiber den bereits 
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Abb. l a  u. b. Parot is  cler Ra t te .  H~matoxyl in-Eos inf~rbung.  a Keine  wesent l ichen k r ankha f t en  
VerAnderungen 21 Tage  n~ch in t r aven6se r  In jek t ion  yon 0,9 ml  einer  gegen Rattenspeiabeldrfisen- 
e x t r a k t  ger ich te ten  1%igen Ant ikSrper - Immuno-Globul in lSsung  v o m  K a n i a c h e n  (in e twa  nach  dem 
)r einer  inversen  Anaphylaxie) .  Vergr.  159 • - -  b 21 Tage nach  in t raven6ser  In jekt ion  yon 
0 , 9 m l  der  gegen Rat tenspe iche ldr f i senext rak t  ger ich te ten  1%igen  Ant ik6rper - Immuno-Globul in -  
16sung v o m  ~:aninchen und  24 Std sparer  nachfolgender  in t raven6ser  In jek t ion  yon 0,1 ml  etw~ 
100 m g - % i g e r  Speicheldrf isenextrakt l6sung (Ag.): Randzel l ig  entzfindliche Inf i l t ra t ion  (Lympho-  
cyten,  Plasmazel len)  m i t  6demat6ser  Auflockerun~ und  regress iven ZellverAnderungen an  den End-  

sti icken bis zur  Nekrose (bei A).  Bei B Kariorrhexis .  Vergr.  205 • 
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Abb. 5a  u. b. Glandula  submand ibu l a r i s  der  Ra t t e .  H g m a t o x y l i n - E o s i n - F g r b u n g .  a Keine  wesent -  
l ichen k r a n k h a f t e n  Ver~mderungen bei  den gleiehen Vcrsuchsbed ingu~gcn ,  wie sic fflr die Abb. 4a  
angegeben  ~nlrden. VergT. 400 x .  b V c r s n e h s a n o r d n u n g  wie bei  Abb.  4b. Sehfi~tere r~ndzell~g- 
entzi indl iehe In f i l t r a t ion  (A) m i t  O d e m  u n d  Nckrobiose  der  sekre to r i sehen  Tnbul i  (B). Ke ine  wesent-  

l ichen k r ~ n k h a f t e n  Ver~ndcrungcn  an  den Ends~fieken. Vcrgr .  512 • 

erw~hnten Speicheldr/isen in den Hintergrund; daf/ir scheing jedoch eine sehr 
diehte, rundzellig-entz/indliehe Infiltration mit Lymphoeyten, Plasmazellen, 
Mastzellen und weniger eosinophilen Leukoeyten in den Lgppehen und in den 
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Abb. 6 a - - d .  Glandul~ orbitalis ex te rna  tier Ra t te .  a Keine  wesent l ichen krankha, f ten  Ver~nderungen  
bei der  gleichen Versuchs~nordnung der  Abb. 4a  u n d  5~ (~lleinige In jek t ion  yon  Immunog lobu] inen  
mi t  Ant ikbrpern  gegen Driiseuextr&kt). Offenbar der N o r m  entsprechende  Vielgestalt  der  Ke rne  in 
den Endst t icken und  schti t tere lymphocy t~re  Inf i l t ra t ion  im In te rs t i t i~m.  H~matoxyl in-Eos in-F~r-  
bung.  Vergr.  400 •  b I m  Pri ip~rat  gelb-grfin fluorescierender,  in der Wiedergabe  wei{~ gef~rbter,  
an  Fluorescein-Isothiocyan~t  gekoppel ter  Ant i -Ant ikbrper  ( =  Ant i -K~ninchen-Globul in  v o m  Scbaf) 
auf  den  Driisenendsti icken zur  !MI~rkierung tier in t r~ven5s  injizierten,  yore  Kan inchen  s t ~ m m e n d e n  
Immunog iobu l inen  m i t  Ant ik5rpern  gegen Rat tenspeicheldr i i sengewebsextr~kt  en t sprechend  der 
Versuchs~nordnung,  wie sie fiir Abb. 4~ und  5~ ~ngegeben ist. Die in t r~venbs  injizierten I m m u n o -  



E i n  t i e r e x p e r i m e n t e l l e r  B e i t r a g  z u r  I m m u n o p a t h o ! o g i e  d e r  S p e i c h e l d r i i s e n  315 

globuline mi t  Ant ik6rpern  gegen Speicheldr i isenextrakt  h~t ten  sich also offenbar auf  dcm Cyto- 
p lasma der  Driisenendstficke niedergesehlagen,  jedoch wie Abb. 6~ veto  gleiehen Tier zeigt, keine 
k rankha f t en  Ver~indernngen bewirkt .  VergI,. 500 • c Gleiche Versnchsanordnung wie fiir Abb. 4b 
nnd  5b, also In~ektion yon Immunog lobn l inen  mi t  heterologen Ant ik6 rpe rn  gegen Speicheldriisen- 
e x t r a k t  m i t  naehfolgender  Einver le ibnng  yon Speicheldr i isenextrakt  (Ag.): Starke rnndzel l ig-ent-  
ziindliche Inf i l t ra t ion  im In t e r s t i t i um bei reg~'essiven ]Kernver~nderungen.  H~matoxyl in-Eos in-  
F~rbung.  u  512 • d Gleiche Versnchsanordr tung wie bei Abb. 6~. St~rkste regressive Zell- 

nnd  besonders  KernveNinderungen .  ~I~matoxyl in-Eosin-F~rbnng.  Vergr.  512 x 
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bindegewebigen Septen auf, die jedoch keinesfalls um Ausfiihrungsg~nge ver- 
st~rkt ist. Sehon bei sehwaeher VergrS~erung f~llt eine sehr starke Zellsehs 
der Driisenendstfieke ins Auge. So finden sieh fast diffus in der ganzen Drfise 
neben Verklumpungen des Kernehromatins absonderlichster Gestaltung Karior- 
rhexis mit plumpen Chromatinhaufen, daneben aueh bei basaler Cytoplasma- 
absehmelzung Pyknose und Kariolysis sowie gelegentlieh sogar vSllig kernlos 
nekrotische Zellen. Diesen so eindrueksvollen Ver~nderungen am Drfisenparen- 
chym mit den interstitiellen Infiltraten steht ein fast vSllig unvergndertes Gang- 
system gegenfiber. Es liegt also aueh hier das Bild sehwerster regressiver Zell- 
und Kernvergnderungen des Parenehyms und einer starken niehteitrigen inter- 
stitiellen Entziindung vor. 

Zusammen/assend l~Bt sich also sagen, dab bei l%atten naeh intravenSser 
Injektion yon Immunoglobulinen mit heterologen AntikSrpern gegen Ratten- 
speieheldriisenextrakt und naehfolgender Einverleibung yon Rattenspeiehel- 
drfisenextrakt (Ag.), Hfihnere~klar oder Fremdserum - -  mit Ausnahme der 
Glandulg sublingualis - -  die Speieheldriisen und die Glandula orbitalis externa 
die gleichen krankhaften Ver~nderungen aufweisen : regressive Parenehymsehs 
bis zur Nekrose und eine niehteitrige Entzfindung. Nur sind die Parenehym- 
schs nicht immer gleieh lokalisiert : an der Glandulu parotis und der Glandula 
orbitalis externa sind sie an den Driisenendstficken, in der Glandula submandi- 
bularis an den sekretorisehen Tubuli zu linden. 

IV. 
Bei den Kontrollversuchen zeigten sieh histologisch keine wesentlichen krank- 

haften Ver~nderungen, die auf die intravenSse Injektion von Kaninchen-fl2- und 
y-Globulinen (ohne Ak. gegen l~attenspeicheldrfisenextrakt) mit und ohne naeh- 
folgender FremdeiweiB-(Hfihnereiklar- oder Tetanusserum-)Einverleibung (Kon- 
trollversuche 1 und 2), yon Hiihnereiklar (Kontrollversuch 3) oder Fremdserum 
(Tetanusserum vom Pferd) (Kontrollversuch 4) bezogen werden konnten. Das 
histologisehe Bild unterschied sich nicht wesentlieh yon dem der 28 nicht be- 
handelten Tiere und dem der Ratten, die allein Immunoglobuline mit heterologen 
AntikSrpern gegen l~attenspeicheldrfisenextrakt erhalten batten. Bei den Kon- 
trollversuchen (1, 3 und ~) konnte - -  wie bereits betont - -  keine markierende 
Fluorescenz bei Verwendung der indirekten Methode nach CooNs und KA~LA~ 
in den Speieheldriisen und der Glandula orbitalis externa der l~atten gefunden 
werden. 

C. Bespreehung 
Nach den vorliegenden Untersuehungen scheint also tats~ehlich Gewebe der 

Rattenspeieheldriisen und der Glandula orbit~lis externa der Rat ten fiir Kanin- 
chen antigen zu sein. Lassen sieh doeh beim Kaninehen Ak. gegen einen w~Brigen 
Ext rak t  dieser Organe erzeugen und mit der pussiven H~magglutination naeh 
BOYDEN, der Komplementbindungsreaktion naeh HENNESSEI~ and mit dem Agar- 
Pr~eipitationstest naeh OUOHTERLONY aueh nachweisen. Nach den immuno- 
histologischen Befunden mittels der Methode naeh Coo~s und KAPLAN sind dabei 
offenbar die Trgger der Antigenit~t im Cytoplasma zu suehen, und zwar hier im 
einzelnen bei Glandulg orbitalis externa und Parotis im Gebiet um die Kerne 
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zum Zentrum der Driisenendst/ieke hin, in der Glandula submandibularis in den 
sekretorisehen Tubuli. Welehe Substrate sieh in den einzelnen Driisen hinter 
diesen Ag.-Trs verbergen, bleibt oIfen und war aueh nieht dureh vorliegende 
Untersuehungen zu kls Diese bezogen sieh vielmehr auf die Frage, inwieweit 
Immunoglobuline mit  heterologen Ak. gegen Gewebsextrakte aus Speiehel- 
drtisengewebe und der Glandula orbitMis externa bei der Rat te  krankheitsaus- 
16send wirken k6nnten. Zu diesem Zweek wurden pr/tparativ in der Flfissigkeits- 
elektrophorese abgetrennte Kaninehen-fl2- und y-Globuline (Immunoglobuline) 
mit  Ak. gegen Rattenspeieheldr/isenextrakt benutzt,  /~hnlieh wie MASUGI zur 
Erzeugung einer sog. nephrotoxisehen Nephritis heterologe Ak.-haltige Seren 
gegen Nierengewebe verwendet hatte. Diese heterologe Versuehsanordnung hat  
den Vorteil, dab dabei gentigende Mengen yon Ak.-enthaltenden Immunoglobu- 
linen erzielt werden kSnnen; mug man doeh bei der pr/~parativen Abtrennung 
in der F1/issigkeitselektrophorese mit  einem etwa 60%igen Verlus~ an Immuno-  
globulinen und damit  an Ak. reehnen. Dem steht abet  ein hoher Bedarf an solehen 
Ak. entgegen, wie sehon MASUGI ftir die genannte Nephritis betonte, der bei 
einem kleinen Tier, also z.B. bei der Ratte,  geringer anzusetzen ist, als wenn man 
ein gr6Beres Tier mit  grSgerem Blutvolumen und hierdureh bedingter st/irkerer 
Verdtinnung der injizierten antik6rperhMtigen Immunoglobuline verwendet. Aus 
diesen Gr/inden wurde also ein reiehlieh antikSrperhaltiges Serum spendendes 
gr6geres Tier, das Kaninehen, und ein empfangendes kleineres Versuehstier, die 
Ratte,  gew~hlt. 

Injiziert man nun solehe Immunoglobuline mit  heterologen, gegen Gewebs- 
extrakt  aus den Speieheldr/isen und der Glandula orbitalis externa der Rat te  
geriehteten Ak. in 0,3--0,9 ml einer 1%igen L6sung, die in etwa der Immuno-  
globuhnkonzentration der yon MASUG~ verwendeten Seren mit  Ak. gegen Nieren- 
gewebe entsprieht, Ra%en intraven6s, so finder sieh bis zum 21. Tag, an dem die 
Tiere get6tet wurden, kein wesentlieher krankhaf~er Befund in genannten Drfisen, 
der auf die Einwirkung dieser antikSrperhaltigen Kaninehenglobuline zu beziehen 
gewesen w/~re. Dennoch maeht  die Methode nach CooNs und KAPLAN es wahr- 
seheinlieh, dab mit  den Immunoglobulinen diese Ak. ihr Ziel, d. h. also die Glan- 
dula parotis, submandibularis und orbitalis externa erreieht haben mit  der Be- 
tonung, dab sieh kein stiehhaltiger Beweis f/it einen Ak.-Niedersehlag in der 
Glandula sublingualis vorfand. Es sieht also so aus, als wiirden die Immuno-  
globuline mit  Ak. gegen Speieheldr/isenextrakt ( , ,Extraktantigen") bloB an das 
Dr/isenparenehym (,,Gewebsantigen") gebunden, ohne jedoeh pathologiseh sieht- 
bare Vers an diesen Dr/isen hervorzurufen. 

Ein ann~hernd gMehes Ergebnis erzMten - -  wie eingangs sehon erw~thn~ - -  fiir die 
Immunothyreoiditis Do~iae~ und ROITT, die dureh i)bertragung yon Mensehenserum mit 
humoralen Ak. gegen Schilddriisengewebe (sog. Hashimoto-Serum) auf den Allen keine 
Sehilddriisenver~nderungen bei diesen Tieren hervorrufen konnten, obwohl serologisch Affen- 
schilddrtisengewebe mit den AntikSrpern der Hashimoto-Seren reagierte. Aueh ffir die sog. 
experimentelle Polyneuri~is, die auf die Anwesenheit yon Ak. gegen Nervengewebe zuriiek- 
gefiihrt wird, lehnen KE~sTI~a und P~TTE die MSgliehkeit einer passiven 1Jbertragung dieser 
Krankheit - -  dutch die betreffenden Ak. - -  ab. Selbst fiir die Masugi-Nephritis ist es naeh 
den Parabioseversuehen an Ratten yon PI~EIFFER, ])ITSCtIUNEIT, FEDERLIN, I~[OSLER, OIIEB- 
SegAr.oN und SA~D~ITT]~ nieht sicher, ob der ,,nephrof~oxisehe" Ak. allein die Nierenl~sionen 
hervorrufen kann, da die primgr injizierten Ak. an der ~bertragung einer Nephrotoxin- 
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Nephritis auf einen Parabionten offenbar nieht beteiligt sind. Fiir die Entstehung einer 
Immunothyreoiditis nehmen daher I-I~ILM~yE~ und MiiLLE~ naeh kritiseher Durehsieht der 
Literatur und an Hand der Beobaehtung zweier Falle soleher Sehilddriisenerkrankungen beim 
Mensehen an, dag die Ak. gegen Sehildch'iisengewebe (Thyreoglobulin) - -  in ihrem Falle 
Autoantik6rper - -  nur dann pathogenetiseh wirksam wiirden, wenn sie aus irgendeinem Grunde 
mit Thyreoglobulin oder der Vorstufe dieses Eiweil3es (Ag.) im Interstitium der Sehilddriise 
zur Reaktion gelangten. 

Fiir die Speieheldrrisen und die Glandula orbitMis externa ergaben dann die 
vorliegenden Untersuehungen welter, dab erst das 24 Std nach einer Kaninehen- 
Immunoglobulininjektion - -  mit  Ak. gegen genannte Organe bzw. deren Ex- 
t rakte  - -  nachgespritzte Extraktant igen ( =  Gewebsextrakt aus Rattenspeichel- 
drfisen und der Glandula orbitalis externa der Ratte),  aber auch nachinjiziertes 
Fremdeiweig, wie I-Irihnereiklar und Fremdserum, in einer jeweiligen Dosis yon 
0,1 ml beiderseits in den genannten Organen krankhafte Ver/~nderungen, mit  
Ausnahme in der Glandula sublinguMis, hervorruft:  regressive Parenchymschgden 
bis zur Nekrose mit  einer nichteitrigen Entzrindung. 

Diese Ver/tnderungen sind jedoch in keiner Weise kennzeiehnend frir die 
Entstehung. Die gefundenen regressiven Ver~nderungen an den Drrisenend- 
stricken der Glandula parotis und Glandula orbitalis externa sowie den sekre- 
torischen Tubuli der Glandula submandibularis mit  der in diesen Organen 
nachweisbaren interstitie]len, niehteitrigen Entzrindung gleiehen noch am ehesten 
denjenigen krankhaften Erscheinungsformen, die man nach Vitaminmangel- 
zust/~nden und Virusinfektionen in diesen Rattenorganen zu sehen gewohnt ist. 
AuffMlend bleibt nur, dab die regressiven Parenehymsch~den bloB an den Drrisen- 
anteilen nachweisbar waren, an denen die Methode naeh CooNs und KAPLAN 
die Antik6rper lokalisierte: don Drrisenendstiieken der G]andula parotis und der 
Glandula orbitMis externa sowie den sekretorisehen Tubuli der Glandula sub- 
mandibularis. 

W/~hrend das Auftreten einer Speicheldrrisensch~digung dureh das naeh der 
Ak.-Injektion nachgespritzte Extraktant igen noch als Folge einer zweiten Antigen- 
Antik6rper-Reaktion - -  zwischen dem auf dem Blutwege in die Speicheldriise 
gelangten Extraktant igen und den bereits vorher zellsts gewordenen Ak. - -  
aufgefagt werden kann, bleibt der Wirkungsmechanismus eines nach der anti- 
k6rperhaltigen Immunoglobin-Gabe naehinjizierten Fremdeiweiges (tIiihnereiklar, 
Fremdserum) unklar; dieser drirfte wohl nicht ribereinstimmen mit  der ,,Infekt- 
ablenkung", wie sie etwa yon VORLAENDEI~, VOI~LAENDEI~ und Lt)C~TRAT~ 1956 
ffir die Beg/instigung der Entstehung einer Nierentuberkulose der I~atte nach 
Verabreiehung heterologer und homologer Anti-l~attennierenseren beschrieben 
wurde. Weiter mug betont werden, dab - -  an Hand  vorliegenden Untersuchungs- 
materials - -  Hrihnereiklar oder Fremdserum nicht allein, aber aueh nieht nach 
vorhergehender Kaninchen-/~ 2- und y-Globulininj ektion - -  ohne Ak. gegen l~atten- 
speicheldrrisenextrakt - -  in der Lage sind, eh&rakteristisehe Schgden an den 
Speicheldrrisen und der G]andula orbitalis externa der Rat ten  hervorzurufen, ver- 
gleichbar etwa mit  der Entstehung einer diffusen Glomerulonephritis der Kanin- 
ehen naeh Injektion nur yon y-Globulin aus l~inderserum (Mog~ und WAtrog). 

Es ist verfrriht, an Hand  vorliegenden UntersuehungsmateriMs Beziehungen 
zu der mensehliehen Pathologie der Speieheldrrise aufzustellen, und bier besonders 
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mit den Speieheldriisenerkrankungen im gahmen des SjSgren-Syndroms und der 
Mikuliez-Krankheit; werden doeh einmal die hier ausffihrlieh besproehenen 
krankhaften Ver/~nderungen auf der Basis yon - -  allerdings weitgehend pr/iparativ 
rein dargestellten - -  Immunoglobulinen mit heterologen Ak. gewonnen, for die 
BOHLE, KRECKE, KLEIN~AIEI~ und GOEaGEN im nephrotoxisehen Vollserum 
der Masugi-Nephritis mit Reeht betonen, dag sie nicht geeignet sind, die menseh- 
liche Glomerulonephritis in ihrer En~s~ehung restlos zu kl/~ren (s. a. LETTERER 
1953). Zweitens liegen keine eindeutigen lI)bereinstimmnngen der histologisehen 
Befunde zwisehen unserer ~ierexperimentell erzeugten ,,ImmunosiMadenitis" 
und den yon SEIFERT und GEILER und aueh t~Avc~ k/irzlieh im einzelnen be- 
sehriebenen Ver/inderungen der mensehliehen Speieheldrfisen beim Sj6gren- 
Syndrom und der Mikulicz-Krankheit vor, vielleieht infolge zu kurzer Dauer 
unserer Experimente (21 Tag@ FOr die Annahme einer solchen Beziehung kSnnte 
nur spreehen, dab unter anderem JONES 1958 - -  pr/~eipitierende - -  Ak. gegen 
Tr/inen- und Speicheldriisen beim SjSgren-Syndrom naehgewiesen hat. 

Nieht verfrtiht erseheint jedoch for das Tierexperimeng die absehliegende 
Stellungnahme, dag den AntikSrpern gegen Rattenspeieheldrtisenextrakt wohl 
eine pa~hogenetisehe Bedeutung for gattenspeieheldrOsenerkrankungen zu- 
kommen kann. Nur sind diese Ak. offenbar allein nieht eytotoxisch, d. h. in der 
Lage, die Speieheldr/isenzellen siehtbar zu seh/~digen, sondern sie benStigen often- 
bar hierzu noeh die Hilfe entweder ihres zusts , ,Extraktantigens" oder 
aber eines Fremdeiweil?es. Diese Fremdeiweige sind aber - -  wie Kontrollun~er- 
suchungen ergeben - -  allein ohne ttilfe dieser Ak. fiir eine krankhafte Sehs 
der Speieheldr/isen - -  ebenfalls ungeeignet. Damit miigte man also in diesen 
so indirekt nur eytotoxiseh wirkenden Ak. gewissermal~en den Wegbereiter for 
einen eytotoxisehen Effekt yon Fremdeiweigen sehen. 

Zusammenfassung 
Bei Kaninehen wurden AntikSrper gegen Extrakte  aus SpeieheldrOsen und 

Glandulae orbitMes externae der Rat te  gewonnen und serologiseh naehgewiesen 
(passive Hgmagglutinagion, Komplementbindungsreaktion, Agar-Pr/~eipita~ions- 
test, Immunoelektrophorese); diese Antik5rper wurden - -  nach ihrer elektro- 
phoretisehen Abtrennung - -  in der f12- und y-Globulinfraktion (Immunoglobulin- 
fraktion) der betreffenden Kaninchenseren gesunden Ratten intravenSs injiziert ; 
diese Rat ten zeigten bis zum 21. Tag nach der Injektion keine krankhaften Ver- 
/~nderungen an den Speicheldrfisen und der Glandula orbitalis externa. Dennoeh 
machte die immunohisCologisehe Methode nach CooNs und KAeLAS es wahrschein- 
lich, dab diese Immunoglobuline die Glandula parotis, orbitalis externa nnd sub- 
mandibularis erreicht hatten. Erst  nach einer solchen Immunoglobulininjektion 
- -  intravenSs oder in t raper i toneal- -  nachgespritztes , ,Extraktantigen" ( - Extrakt  
aus RattenspeieheldrOsen und der Glandula orbitalis externa der gatte) ,  aber auch 
- -  ebenfalls intravenSs oder intraperitoneal - -  nachinjiziertes FremdeiweiB, wie 
H/ihnereiklar und Fremdserum, rufen in der Glandula parotis, Glandula sub- 
mandibularis und in der Glandula orbitalis externa, jedoch nieht in der Glandula 
sublingualis, krankhafte Ver/~nderungen in Form yon regressiven Parenehym- 
seh/~den bis zur Nekrose mit nichteitriger EntzOndung hervor. Die Parenehym- 
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sch~den waren allerdings nur dort nachweisbar, wo die Methode nach Cooxs und 
KAPLA~ die antikSrperhaltigen Immunoglobuline lokalisierte: den Drrisenend- 
stricken der Glandula orbitalis externa und der Glandula parotis sowie den sekre- 
torischen Tubuli der Glandula submandibularis. Diese Ver~nderungen zeigen 
histologiseh kein frir ihre Entstehung charakteristisches Bild. Nur die experi- 
mentelle Art ihrer Erzeugung gestat tet  am vorliegenden Material die Diagnose 
,Immunosialadenitis" bzw. ,Immunosialose". 

Summary 
1%abbit antibodies were obtained against extracts of the ra t  salivary and 

lachrymal glands and were measured serologically by  passive hemagglutination, 
complement fixation, agar precipitation, and immunoeleetrophoretie methods. 
After these rabbi t  antibodies were separated eleetrophoretieally into the fie- and 
y-globulin fractions (immune globulin fractions), they were injected intravenously 
into heal thy 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 Coo~s and KA~LA~ 
strongly suggested, tha t  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 "ant igen ex t rac t" ,  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 Coo~s and KAPLAN; 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 te rm "immunosialadeni t is"  ("immunosialosis").  
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