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Experimentelle Untersuehungen zur pathogenen Bedeutung 
yon spezifischen Iso- und huto-AntikSrpern nach Verbrennung* 

Von 

0.  HAFERKAMP~ H. SCH~FER~ M. HENRIQ UEZ~ G. I~INGER~ F. MARTINEZ und M.YosmDA 
unte r  technischer  Mitarbei t  yon  H. WEGNER 

Mit 5 Textabbildungen 

(Eingegangen am 28. April 1963) 

Der durch eine Verbrennung  ausgelSste Schock erscheint im al lgemeinen 
durchaus geeignet, Verbrennungsfrfihsch/~den zu erkl~ren (ALL~6WEn u n d  
SIE~IST) ;  er reicht allcin jedoch nicht  aus, sparer nach Verbrennung  auftre- 
tende  Organver /mderungen,  d . h .  also die eigentliche Verbrennungskrankhe i t  
und  mi t  ihr zusammenh/ ingende Todesf~lle pathogenet isch verst~ndiieh zu 
maehen.  Es ist deshMb schon friih angenommen  worden, da~ immunologische 
Vorgi~nge zumindes t  einen pathogenet ischen Teilfaktor ffir die Verbrennungs-  
krankhei t  darstel len kSnnten.  

Schon 1913 deuteten HE'SDE und VOGT auf gewisse Analogien zwisehen Anaphylaxie 
und Verbrennungssch~den hin; die Wiederholung experimentelter Verbrennungen wfirde bei 
dem gleichen Tier zu einer verst~rkten 5rtliehen und allgemeinen Reaktion ffihren, so als ob 
ein - -  in die Blutb~hn gelangtes - -  Toxin (= Antigen) mit einem nach einer ersten Ver- 
brennung gebildeten Antitoxin (= AntikSrper) unter dem Bride eines anaphylaktischen 
Schockes reagieren wfirde. Ffir die Annahme einer immunologischen Reaktion schien aueh zu 
sprechen, da~ nach einer solehen Verbrennung Komplementschwund im Blute sich nach- 
weisen lie~ (PEYRER 1923, KV~KO 1961, ZAEC 1962). Als Tr~ger der Antigenit~t suh man 
Eiwei~spaltprodukte nach der pharm~kologischen Art des Peptons (WILmS 1901, PEI~rER 
1925) an, die den K6rper nach einer Verbrennung fiberschwemmen sollten. Auf flare Bedeu- 
tung - -  im Sinne einer Autointoxika.tionsmSglichkeit - -  hat GODFRAI~D kfirzlich (1959) 
dann auch wieder hingewiesen (s. a. GnEU~R, REH~, KOSLOWSK1); jedoch gibt es bis heute 
keine begrfindeten Angaben fiber die eigentliche Natur dieses Antigens (Toxins); so leiteten 
sogar kfirzlich J E ~ J E ~  und S~O~A~ (1962) dieses Toxin nicht etw~ yon hitze- 
denaturiertem Eiwei~ ~us der verbrannten K6rperpartie, sondern von bakteriellen Infektionen 
der Verbrennungswunde ab; SIMO~A~ (1962) nimmt welter sogar die Existenz zweier toxi- 
scher F~ktoren nach Verbrennung an, n~mlich einen, der ffir den Schock, und einen zweiten, 
der ffir die Verbrennungskachexie verantwortlich w~re. Dabei konnte er zumindest gegen den 
Schockfuktor keine ,,Immunisierung" beobachten. 

1934 stellte Sc~iiTZ fest, dai~ Kaninchen nach vereinzelten, Tage hintereinanderfolgenden 
leichten Verbrennungen ,,Hypersensibilit~t" zeigen, um nach hi~ufigen, fiber einen Monat 
regelm~l~ig Mle 5 Tage vorgenommenen Verbrennungen eine verringerte Empfindlichkeit 
gegen erneute Verbrennungen aufzuweisen. F~ODOROV deckte 1956 vom 1~. T~ge n~ch Ver- 
brennung im Blute Verbrannter Antitoxine (= AntikSrper) gegen Toxine aus verbrannter 
Haut auf. Auck PnVKOVA und DOLEZALOV~ beschrieben 1960 bei P~tienten mit Verbren- 
nungen mittels Kollodium-Partikel-Agglutination AntikSrper sogar gegen nicht verbrannte 
Haut dieser Patienten; diese AntikSrper beobachteten sie yore 4.--8. Tage ab, die h6chsten 
Titer jedoch erst am 15. Tage nach Verbrennung; nach vorfibergehender Senkung stieg in der 

* Herrn Prof. Dr. P. G n ~  danken wir ergebenst fiir seine wertvollen R~tsehl~ge, die 
er uns zur Abfassung vorliegender Arbeit zuteil werden liel~. 
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Rekonvaleszenz eigenartigerweise der AntikSrpertiter wieder in einem beschr~nkten Marie 
an. SchlieBlich gelang es ROS~NTHAL, WARD, LI~DHOLM und SPUR~IE~ (1961), selbst bei 
keimfrei gehaltenen Ratten naeh Abheilen yon Verbrennungswunden der Haut spezifisehe 
Pracipitine und H~molysine nachzuweisen. I~VDNICKAJA und SXV~KOVIC glauben schliel~lich 
(1962) auf Grund elektrophoretischer Untersuchungen VerbrennungsantikSrper bei Ver- 
suchstieren in die y-, mSglieherweise auch/~-Globulinfraktion verlegen zu kSnnen [s. a. Kos- 
~owsKI (2)]. 

Aber aueh negative immunologische Resultate sind bei der Verbrennungskrankheit 
bekanntgeworden. So konnten WE~T~EMA~ und t~OESSIGER (1930) nach Injektion yon 
Extrakten aus verbrannten KSrperteilen keine beweisenden Anhaltspunkte ffir eine nennens- 
werte spezifische AntikSrperbildung naeh Verbrennung im Tierexperiment gewinnen. Zu 
einem gleichen negativen Resultat kamen ffir das Tierexperiment BEI~NARD (1936) sowie 
teilweise auch KosnowsKi und U~BASC~]~K (1962). Die unterschiedlichen und teilweise 
negativen serologischen Ergebnisse bei der Suche nach AntikSrpern im Ansehlul~ an Ver- 
brennungen sind nicht zu erkl~ren; sie dfirften z. T. noch am ehesten in den versehieden- 
artigen Versuchsanordnungen zu suchen sein. 

Abgesehen yon  diesen mehr  theoret isehen immunologisehen Un te r suehungen  
ha t  es nicht  an  Versuchen gefehlt, dureh das praktisehe Exper imen t  mi t  Uber- 
t r agung  yon  Rekonv~leszentenserum yon  Verb rann ten  bei friseh Verb rann ten  
einen therapeut i schen Effekt  zu erzie]en aus der Vorstel lung her~us, durch 
etw~ige spezifische Ant i tox ine  (AntikSrper) in  dem Rekonv~leszentenserum 
etwaige Verbrennungs tox ine  aus frischen B r a n d w u n d e n  zu neutral isieren.  

Bei Tieren waren ak$ive Immunisierungen mit Ex~rakten aus verbrannter Haut und 
passive Immunisierungen durch Seruminjektion yon Tieren durchgefiihrt worden, die bereits 
eine Verbrennung durchgemacht hatten (HEYDEN und VOGT; SCH~TZ; ~N~AKAIGAWA; HA]~EL- 
MANN; MOURGUE-MOLIN]~S; DUVAL). ROSENTttAL berichtete bereits 1937 fiber einen beson- 
deren Neutralisationseffekt menschlicher und tierischer Seren nach abgeheilter Verbrennung, 
der die Wirkung von Verbrennungstoxinen und Histamin unter weitgehender Temperatur- 
unabh~ngigkeit aufheben wiirde. In den Jahren 1955 bis 1961 baute ROS~NT~AL - -  mit 
seinen Mitarbeitern - -  diese seine friiheren Untersuchungen welter aus, wobei er dem ]~lut 
yon frisch Verbrannten ein Substra~ zuschrieb, welches tteLa-Zellen im Wachstum hemmt, 
einen cytolytischen Effekt auf Erythroeyten von anderen verbrannten Pa~ienten austibt 
(s. dazu H~M~T~NNE und GAUTI~IER 1961) und dutch eine Pracipitationsreaktion mit Rekon- 
valeszentenserum von einem Verbrannten sich~bar wfirde; Seren von Menschen und Tieren, 
die eine Verbrennung ausgeheilt hatten, verhinderten im iibrigen den wachstumshemmenden 
Effekt yon Serum frisch Verbrannter auf HeLa-Zellen. ROSENTgAL fibertrug diese experi- 
mentellen Untersuchungsergebnisse au~ die klinisehe Behandlung yon akut Verbrannten; 
kurze Zeit nach Injek~ion eines Rekonvaleszentenserums yon einem 5/[enschen mit ausge- 
heilter Verbrennung konnte er bei frisch Verbrannten eine wesentliche Besserung des Be- 
findens feststellen. ~lber gleich gfinstige Resultate durch solehe Serumfibertragungen berieh- 
teten F~ODOROV und SKV~KOWe (1955) und PUSKAR (1960). Dementgegen konnten Kos- 
LowsK~ und U~BASC~]SX (1962) - -  allerdings im Tierexperimen~ - -  keine fiberzeugende 
Sehutzwirkung yon Rekonvaleszenten-Serum nach Verbrennung bei frisch verbrannten 
Tieren naehweisen; dennoch sprachen sie sich fiir eine immunologische Umstimmung ihrer 
Versuehstiere mit Verbrennungswunden aus. 

Eine  humorale  Reak t ion  zwisehen einem sog. Verbrennungs tox in  u n d  einem 
Ant i tox in  mi t  entsprechender,  im gegebenen Falle anaphylakt iseher  Re~kt ion 
ist also bisher noeh keinesfalls eindeutig bewiesen (s. auch:  Edi tor ia l  in  Lancet  
1961 I, 205); wir wollen im fo]genden weniger auf dieses Problem eingehen als 
vielmehr versuehen, im R a h m e n  eigener t ierexperimentel]er  Un te r suchungen  zu 
klaren,  ob vielleicht Ant ikSrper  nach H a u t v e r b r e n n u n g  einen organsehadigenden 
Effekt  - -  etwa im Sinne einer autoallergisehen Reak t ion  - -  auszul6sen in der 
Lage sind (s. a. KU~KO 1961 und  gUDNICKAJA u n d  S~:uR~:ovI~ 1962). I n  diesem 
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Sinne sprach im /ibrigen ein Fall,  der yon  ItAFERKAMP (4) kfirzlich (1962) mit-  

geteilt  worden war. 

Ein 17j~hriger Junge stirbt ll/e Jahre naeh einer ausgedehnten Hautverbrennung an einer 
granulomat6sen Glomerulitis, wobei serologiseh im Leiehenblut AntikSrper gegen einen anti- 
genen Extrakt aus friseh verbrannter Haut naehgewiesen werden konnten. Dariiber hinaus 
maehte das Ergebnis der immunohistologisehen 3{ethode naeh Coo~s und KAPLA~ es wahr- 
seheinlieh, dab diese Antik6rper sieh auch im Gewebe, und zwar besonders in den Nieren auf 
Glomerulumsehlingen niedergesehlagen hatten. Danaeh sah es also so aus, als ob die Anti- 
k6rper gegen verbrannte Haut sieh auch gegen die Wandungen kleiner Blutgef~il3e (Capillaren) 
riehten wiirden, um in eapillarreiehen Gewebsanteilen, wie in den Glomerula der Nieren, eine 
krankhaft sehiidigende Wirkung auszulSsen. 

Es galt  also, im Tierexper iment  zuerst  e inmal  zu /iberpriifen, ob H a u t  ta t -  
s/~chlich nach t I i t zedena tu r i e rung  infolge Verbrennung  in  der Lage ist, iso- bzw. 
au to-ant igene  Eigenschaften - -  f/it die gleiehe Species bzw. das gleiehe Tier - -  
anzunehmen.  I n  be jahendem Falle war d a n n  festzustellen, ob die auf t re tenden  
Ant ik6rper  (Iso- bzw. Auto-Ant ik6rper)  tats~ehlieh geeignet sind, eine gewebs- 
sch/~digende Wi rkung  auszul6sen, die etwa vergleichbar ist mi t  einer bekann ten  
Veri tnderung bei der Verbrennungskrankhei t .  

M e t h o d i k  

Als Versuchstie+~ dienten Hauskaninchen (zumeist eigener Zucht) beiderlei Gesctflechts im 
Alter von 1/~ Jahr und 2 bis 2,5 kg Gewicht. Die Tiere warden gleichm~Big mit BroVo- 
Spezialtrockenfutter ge~iittert. 

I. iso-AntikSrperbildung bei Kaninchen gegen wiifirige Extra]ere 
aus verbrannter Kaninchenhaut ( =  Iso-Anti]cSrper) 

I. tIerstellung der wiillrigen Extrakte aus verbrannter Kaninchenhaut (Iso-Antigen = 
Iso-Ag.). Vorbemerlcung. Um den etwaigen Einflufl der ,,Autolyse", d.h. der fermentativen 
Beeinflussung des hitzedenaturierten Gewebseiweil~es bestimmen zu k6nnen, wurde die 
verbrannte }taut bei 5 Tieren sofort (,,Sofort-Gruppe"), bei weiteren 5 Kaninchen 5 Std 
(,5 Std-Gruploe"), bei den n~tchsten 5 Tieren 10 Std (,,10 Std-Grulope '') und schlieBlich bei den 
letzten 5 Kaninchen 20 Std (,20 Std-Gruppe") nach Verbrennung entnommen. Die ver- 
brannte ttaut je einer solchen Gruppe (5 Kaninchen) wurde zusammen zu Iso-Ag. verarbeitet. 
Alle Handreichungen wurden mSglichst steril durchgeffihrt. 

Technische Aus/iihrung. Die Versuchstiere beiderlei Geschlechts wurden durch 2,0 bis 
2,5 ml Nembutal-LSsung (20%, vet.) i. p. tier narkotisiert, bis zur TStung dutch Nachinjek- 
tionen (bis zu 3 ml) des Bet~ubungsmittels in tiefer Narkose gehalten und erst nach Entnahme 
der verbrannten I-Iautstellen dutch eine ~berdosis des Narkoticums getStet. Nach der 
einleitenden Narkose wurde die l~fickenhaut abrasiert und dann fiir 30 sec in 900 C heiBes 
Wasser getaucht. Dann wurde - -  den 4 erwi~hnten Gruploen entsprechend - -  sofort, 5 Std, 
10 Std oder 20 Std nach der Verbrennung die verbrannte Kaninchenhaut mit dem Unter- 
hautfettgewebe abpriiloariert , mit einer Schere zerkleinert, durch einen Fleischwolf gedreht 
und schliel31ich in einem Gewebs-Homogenisator welter zerkleinert. Die so gewonnenen Ge- 
websfetzen wurden in reichlicher lohysiologischer KochsalzlSsung (Io~ 7,2 mit NatIPQ- 
KH2POa-Puffer ) mehrmals gewasehen und anschliel3end in einem Mulltuch durch Pressen yon 
dieser Kochsalzl6sung soweit wie mSglich befreit. Der so gewonnene Gewebsbrei verblieb 
in einem gleichen Gewichtsvolumen lohysiologischer KochsalzlSsung (p~ 7,2) - -  unter Zusatz 
eines Tropfens 0,25 %iger PhenollSsung auf etwa 50 ml KochsalzlSsung - -  48 Std im Eisschrank 
bei -a4~ C zur Extrahierung. Danach wurde zentrifugiert (9000 U/rain ~iir 30 rain in einer 
KfiMzentrifuge), das Supernat dekantiert. Dieses Supernat wurde dann als (Iso-)Ag. ver- 
wandt; sein Eiweil~gehalt betrug nach KZE~'~DAL ffir die ,,Sofort-Gruppe" 204 rag-%, 
fiir die ,5 Std-Grupioe" 283 rag-%, ~iir die ,,10 Std-Gruppe" 275 rag-% und fiir die ,20 Std- 
Gruppe" 231 rag-%. 

5* 
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Immunoelektrophoretische Ag.-Kontrolle unter Verwendung des Ossermanschen doppelten 
Diffusionssystems: Hierzu wurde eine immunoelektrophoretisehe Analyse (Teehnik s. I/5 d) 
mit  3 Stanzl6ehern und 2 Rinnen durchgeffihrt. In  das mittlere Stanzloeh wurde ein Ka- 
ninchenmischserum - -  ohne spezifische AntikSrper - -  eingebracht nnd nach der elektro- 
phoretischen Wanderung dieses Serums in eine der beiden Rinnen ein Anti-Kaninchenserum 
vom Schaf eigener tterstellung und in die 2. Rinne eine 100 rag- %ige LSsung des zu testenden 
Antigens gegeben. Aus den beiden Rinnen diffundierten dann das Ag. und das Anti-Ka- 
ninehenserum zueinander, u m b e i  ihrem Treffen Priieipitationslinien zu bilden, wenn das 
Ag. Kaninehen-Serumeiweil~e enthielt. Diese Pr~ieil0itatlinien waren jedoeh unterbrochen 
bzw. gingen fiber in das zugeh6rige Eiweii~prs des auigetrennten Serums an der Stelle, 
wo das zwischen den Rinnen vorher elektrophoretisch aufgetrennte Serum mit seinem Eiwei]~ 

Abb. 1. Modifiziertes doppeltes I)iffusionssystem - -  nach OSSERMAN - -  tier immunoelektrophoreti- 
sehen Analyse vom .5 Std"-u Aus den StanzlSeheru (a) wurde ein Kaninehen- 
serum ohne spezilisehe Antik6rper elektrophoretisch aufgetrennt; danach 4iffundierten ans der oberen 
Rinne (b) die Iso-Antigen-L6sung, aus der unteren Rinne (c) eiu Antikanhlchenserum (vom Sehaf). 
Bei d eine ?-Globulinlinie nuch Precipitation des ~,-Globulins aus dem Iso-Antigen (b) 4ureh Verbin- 
dung mit seinem spezifisehen Antik6rper ~us dem iiberdiffundierten Antikaninehenserum; ihr y-Glo- 
bulinch~rakter wird bewlesen durch ihren Ubergang in die y-Globulinlinie (e) yon dem immunoelektro- 
phoretiseh analysierten K&ninehensemtul. Bei / eine entsprechende Albumin-, bei g eine Transferrin- 
linie ftir d~s lso-Antigen. Demnaeh enth~lt alas Verbrennungs-Iso-Antigen Albumin, Transfel"rin und 

y - Globulin 

die spezifisehen AntikSrper des Anti-Kaninchenserums abgefangen hatte. Es ls sieh so 
leieht bestimmen, welehe Kaninchen-SerumeiweiBe im Antigen vorliegen. Resultat. Es 
konnten - -  weniger in dem Ag. der , ,Sofort-Gruppe" und wesent]ieh mehr in denen der 
anderen Gruppen - -  in den Ag.-Extrakten Serumeiwei~e, besonders jedoch Albumin, Trans- 
ferrin und y-Globulin yore Kaninchen nachgewiesen werden (s. Abb. 1). 

2. Herstellung w~illriger Extrakte aus niehtverbrannter Haut (KontroU-Antigen = K.-Ag.). 
Ffir die vorzunehmenden Kontrolluntersuehungen wurden yon den 5 Kaninchen der ,,Sofort- 
Gruppe" jewefls handfl~ehengrol~e Stiieke aus der nieht verbriihten (nicht verbrannten) 
Bauchhaut pr~pariert; yon diesen Gewebsanteilen wurde nach Zerkleinerung wie eben 
beschrieben ein Ag.-Extrakt  hergestellt. Der Eiweil~gehalt dieser Extraktfliissigkeit betrug 
nach KJEnLDAL 81,7 mg-%. 

3. Sensibilisierung von Kaninchen gegen die w~iBrigen Hautextrakte. Vorbemerlcung. Zur 
Steigerung der AntikSrperbildung wurden s~mtliche Ag.-Injektionen zusammen mit  der 
gleiehen Menge Freundsehen Adjuvans (FA) [ ~  8,5 ml Bayol F (Esso) ~- 1,6 ml Arlacel A 
(Atlas) + 30 mg Myeobaeterium smegmatis mit  anschliel~ender Autokl~vierung (1,1 atfi, 
30 min, l l 0  ~ C)] durehgefiihrt. 

Insgesamt standen 49 Kaninchen im Versuch~ wovon fiir Sensibilisierung gegen Iso-Ag. 
der , ,Sofort-Gruppe" 5, gegen Iso-Ag. der ,5  Std-Gruppe" 12, gegen Iso-Ag. der ,,10 Std- 
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Gruppe" 12, gegen Iso-Ag. der ,20  Std-Gruppe" ebenfalls 12 und gegen Ag. aus nichg ver- 
brannter Haut  (K.-Ag.) 8 Tiere jeweils verwandt wurden. Es erhielten im einzelnen fiber 
10 Tage 5real - -  also jeden 2. Tag - -  s. c. injiziert von den 5 Kaninchen der ,,Sofort-Gruppe" 
je 1 Tier 0,22, 0,44, 2,21, 4,42 bzw. l l , 0  ml Antigenextrakt - -  entsprechend einer Eiwei6- 
menge yon 0,6, 1,2, 6,0, 12,0 bzw. 30,0 mg - - ,  yon den je 12 Kaninehen der ,5  Std-, l0 Std- 
und 20 Std-Gruppe" jeweils innerhalb dieser Gruppe je 2 Tiere 0,21, 0,42, 2,1, 4,2, 10,4 bzw. 
20,8 ml entsprechend einer EiweiBmenge yon 0,6, 1,2, 6,0, 12,0, 30,0 bzw. 60,0 rag. 

Die mit Extrakten aus verbrannter Haut  und aus nicht verbrannter Haut  behandelten 
Tiere wurden naeh Blutentnahme am 20. und 35. Tage - -  jeweils 5 ml aus einer Ohrvene - - ,  
am 50. Tage nach der letzten Injekgion dutch Entbluten in NembutMnarkose getStet. Von 
den Entblutungsseren wurde eine Komplementbindungsreaktion nach HENNESSEI% die 
passive Hgmagglutination nach :BoYDEN, der Agarprgeipitationstest nach 0UCJ~TE~LOSru 
und die Immunoelektrophorese mit  2 Rinnen und 3 StanzlSehern in der 1V[odifikation nach 
SCt~IEID]~GGER, v o n  den am 20. und 35. Tage entnommenen Seren nur die Komplement- 
bindungsreaktion stets gegen das entsprechende, zur Sensibilisierung verwandte Ag. durch- 
gefiihrt. 

4. 0bduktion. Die Obduktion der Tiere - -  am 50. Tage naeh der letzten Injektion - -  ergab 
keine wesentliehen krankhaften Organbefunde; es wurden aus Haut, Gehirn, Lunge, Leber, 
Milz, Nebennieren, Nieren, Sehilddrfise, Speieheldrfisen, 0varien bzw. Hoden Gewebsstiieke 
entnommen und diese halbier~; eine H/~lfte kam in 4%iges Formalin zur Fixation ffir die 
histologisehe Bearbeitung, der Rest wurde fiir die immunohistologische Untersuchung mit  
Kohlens~uresehnee auf - -70  ~ C sehnell eingefroren und in der Tiefkfihltruhe aufbewahrt. 

5. Serologiseher Antikiirper. ( =  Ak.-) Naehweis. Fiir alle serologischen Reaktionen 
wurden die Iso-Ag.-LOsungen auf 100 mg-% eingestellt. 

a) Die Komplementbindungsrea~tion wurde in der Mikromethode naeh HE~NESSE~ 
(genaue Ausffihrung s. HAFERKAMP, 2) durchgefiihrt: Bei einer konstanten 20%igen Ver- 
diinnung der inaktivierten Kaninehen- 
seren wurde die Komplementbindungs- 
reaktion mi$ steigenden Komplement- 
mengen vorgenommen, um die hSchste 
Komplementmenge festzulegen, die bei 
der Antigen-AntikSrper-Reaktion noch Stufe 

Nr. 
verbraucht wird. Wiederum wurde - -  
wie friiher [s. HA~I~RKAMP (1)] das Antigen 
[ =  Extrakt aus der verbrannten (Iso-Ag.) 8 
oder nicht verbrannter Haut ( K.-Ag.) ] naeh 7 
Inaktivierung sowohl unverdfinnt, aber 6 
jetzt auch aus einer Verdfinnungsreihe 5 

4 
yon 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, l : 1 6 0 u n d  3 
1:320 verwandt, wobei jede Reaktion 2 
mit einer der erwiihnten Verdfinnung 1 
bzw. mit  unverdiinntem Ag. dureh- 
gefiihrt wurde; diese Verdiinnungen sind 

Tabelle 1. Komplementverdiinnungsrelhe /i~r Mi- 
kro-Komplementbindungsreaktion nach HE~NES- 
SEN [gekiirzt naeh HAFERKAMr (1)]. Faktor  1,4 

Kompleme~- 
gehaltin 

% 

14.8 
10,5 

7,5 
5,4 
3,8 
2,7 
2,0 
1,4 

notwend~, da u. U. 

Verdfinnung 
Komplement + Puffer 

0,2 ~- 1,16 
0,2 -~- 1,70 
0,1 @ 1,23 
0,1 @ 1,76 
0,1 + 2,5O 
0,1 + 3,54 
0,1 4- 5,00 
0,1 @ 7,04 

bei einer stgrkeren Ag.-Ver- 
diinnung sich hShere Titer vorfinden als etwa bei einem i=~eaktionsablauf mit unver- 
dfinntem Ag. Sparer bei der Auswertung wurde der h5chste Titer berficksichtigt, gleieh- 
gfiltig, ob er nun bei unverdiinntem Antigen oder bei einer der Antigenverdiinnungen zu 
verzeiehnen gewesen war. 

Ein Reaktionsablauf mit 1 Tropfen Puffer anstelle von 1 Tropfen Testserum (sog. Ag.- 
Kontrolle) und ein solcher mit Puffer anstatt  Ag. (sog. Testserum-Kontrolle) bestimmt, 
ob entweder das Ag. (der Extrakt  aus der verbrannten bzw. nicht verbrannten Haut) oder die 
zu testenden Seren einen Eigenkomplementverbrauch aufweisen, der unabh~ngig yon einer 
Antigen-AntikSrperreaktion ist. Um etwaige NormalantikSrper im Kaninchenserum gegen 
Kaninchen-Iso-Ag. aus verbrannter bzw. nieht verbrannter Haut  auszuschalten, wurde als 
sog. Normalserumkontrolle ein Ersatz der Testseren durch Seren gegen verbrannte bzw. nieht 
verbrannte Haut  sensibilisierter Kaninchen vorgenommen. 
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Die  Auswertung dieser Methode gesehieht dann durch den Vergleich der hSchsten partiell 
15senden Komplementdosis des Testserums ( =  Ak.) -Ag.-Gemisches mit  der hSchsten der 
Kon$rollen, d. h. durch die Bestimmung des Koeffizienten = 

h5chste partiell 15sende Komplementdosis des Testserums 

hSchste partiell 15sende Komplementdosis der Kontrollen 

b) Bei der pctssiven H~imagglutination werden mit  Tanninsi~ure gegerbte Erythroeyten 
(in unserem Falle Kaninchenerythrocyten) mit  Ag. [ =  Extrakt  aus verbrannter Haut  ( =  
Iso-Ag.) oder Extrakt  aus nicht verbrannter Haut  ( =  K.-Ag.)] beladen; ein gegen das Antigen 
gerichtcter Antik5rper mfi$te dann die so mit  Antigen beladenen Erythrocyten zur Agglu- 
tination bringen. Die Methode wurde entsprechend der Originalvorschrift yon BOYDEI~ 
(1951) durehgeffihrt. Wegen der technischen Einzelheiten und der Auswertung wird auf die 
Originalarbeit yon BOYDEI'T verwiesen. Zur Absicherung der Spezifit~t dieser Reaktion 
wurden 3 Kontrollen angewandt: 1. Eine Spontanzusammenballung der antigenbeladenen 
Erythrocyten ohne Einwirkung yon gegen das Antigen geriehteten Antik5rpern wurde durch 
die Antigenkontrolle ausgeschlossen, indem sta%t des zu testenden Serums ein Serum zur 
Verwendung kam, das yon einem nicht mit  Ag. behandelten Kaninchen stammte. 2. Eine 
etwa dutch Blutgruppenunvertr~glichkeit zwischen den zu testenden Seren und den ffir die 
Antigenbeladung benutzten Kaninehen-Erythroeyten vorhandene ,,echte" Agglutination, 
die auch ohne Einwirkung yon spezifischen, d. h. hier gegen das auf den Erythrocyten befind- 
liche Antigen geriehteten AntikSrpern auftreten wiirde, wurde durch die Serumkontrolle 
ausgeschlossen; ffir diese Kontrolle kamen ,,nicht~annierte und nicht antigenisiert~" Ka- 
ninchenerythrocyten mit den zu testenden Seren zusammen. 3. Schliel~lich gelangten, als 
sog. Tannin-Kontrolle, tannierte, jedoch nich~ antigenisierte Kaninchenerythroeyten mit  
den Testseren in Verbindung, da gelegentlieh nach Tannierung Erythrocyten in Gegenwart 
yon arteigenem Serum zu Spontanagglutinationen neigen kSnnen (HoEI, TIG und Ho~IGOVA). 

Als Titer wurde die Serumverdiinnung angegeben, bei der noch eine sichere Agglutination 
der Erythrocyten nachweisb~r war. 

c) Der Agarpriicipitationstest nach OVCgTE~nO~Y diente dem Naehweis pr~cipitierender Ak. 
gegen Extrakte  aus verbrannter bzw. nich~ verbrannter Kaninchenhaut. Ausffihrung (Ob- 
jekttrggermethode) siehe HITZIO, I-IAFERKAMt' (2). Die Antigen- und AntikSrper-LSsungen 
wurden eingetropft nach folgendem Schema: In  das zentrale Loch kamen 0,005 ml unver- 
diinnte oder 1 : 1 mit PufferlSsung verdiinnte AntigenlSsung, in die kreisfSrmig angeordneten 
L5eher im Uhrzeigersinn bei 12 h oben beginnend 0,005 ml unverdiinntes Testserum 
und dann welter das gleiche Serum in die folgenden LOcher in einer Verdfinnung yon 1:1, 
1 : 10, 1 : 100, 1 : 1000 und schlieBlich in das letzte Loch vor 12 h von 1 : 10000. 

d) Die l~nmunoelektrophorese wurde in der l~odifikation nach SCttEIDEGGEB, [1955, genaue 
Methodik s. d., bei I-II~zI~ oder HAF~RKAMP (2)] als lu auf Objekttr~gern 
durchgeffihrt, und zwar mit dem Agafor-l-Gers der Firma Egaton-AG Bern (Schweiz) unter 
Verwendung yon 2 Rinnen und 3 StanzlSchern: 1. Abweichend yon der 0riginalbeschreibung 
verwandten wir start Veronal-Puffer Borat-Puffer (24,8 g Acid. boric, werden in 2000 m] 
Aqua desk. gel5st und 1 : 1 gemischt mit  einer LSsung yon 76,2 g Borax in 1000 ml Aqua dest. 
Diese 1/10 Mol-LSsung wird vor Oebrauch 1 : 1 mit  Aqua dest. gemischt [pH 8,6]). 2. Auf die 
Objekttr~iger kamen jewefls 2,5 ml mit  Puffer gelSsten Agars (s. bei Agar-Pr~tcipitationstest), 
aus dem naeh Erstarren mit einem Schneidegergt 2 Rinnen und 3 StanzlOcher ausgehoben 
warden. 3. Die StanzlScher wurden mit  0,002 ml Kaninchentestserum beschickt. 4. Die 
elektrophoretisehe Wanderung erfo]gte bei einer Spannung yon 25 V, 15 mA fiber eine Zeit 
yon 70 min. 5. Nach der elektrophoretischen Auftrennung diente die eine l~inne der Auf- 
nahme krgftig prgcipitierender, unverdfinnter Antiseren gegen Kaninchenserum in einer 
lYienge yon 0,04 ml;  diese Antiseren waren nach einem besonderen Immunisationsschema 
beim Schaf hergestellt worden. Die 2. Rinne nahm dann das Ag. (Extrakt aus verbrannter 
I-I~u%) bzw. das Kontrollantigen (Extrakt aus nicht verbrannter I-Iaut) in unverdiinntem Zu- 
stand bzw. in einer Verdfinnung yon 1:10, 1:20 oder 1:40 auf. 6. Das Antiserum in der 
einen l%inne sowie das Antigen bzw. Kontrollantigen in der 2. Rinne diffundierten dann 
gegen die elektrophoretisch aufgetrennten Kaninchen-Testseren fiber einen Zeitraum yon 
48 Std. 7. I~ach grfindlichem Spfilen wurde mi~ Amido-Sehwarz nach Vorschrift gef~rbt, 



Pathogene Bedeutung yon Iso- und Auto-AntikSrpern nach Verbrennung 71 

dann getrocknet bei 370 C und ein photographischer Abzug in einem VergrSgerungsger~t 
vorgenommen. 

6. Immunohistologischer lh~achweis yon gewebsst//ndigen Antik8rpern. Vorbemerkung. 
F/Jr den immunohistologisehen Naehweis der AntikSrper gegen verbrannte Haut  in den 
eingefrorenen Organen der Versuehstiere mittels der indirekten Methode nach CooNs und 
KAPLAN wurde als Fluorescenzfarbstoff Fluoreseein-Isothioeyanat (I~IGGS u. Mitarb.) ver- 
wendet. Die Ausfiihrung dieser Methode gesehah mit  dem Gedanken, dag die AntikSrper 
gegen verbrannte Haut  ns.eh ihrem evtl. :NiederscMag im Gewebe - -  entspreehend einer 
Antigen-AntikSrperreaktion - -  mit einem an Fluorescenzfarbstoff gekoppelten Anti-Ka- 
ninchenglobulin, einem sog. Anti-AntikSrper naehzuweisen sein mill]ten; gehSren doeh die 
Antik5rper aueh beim Kaninchen der Globulinfraktion an; wir verwandten als einen solehen 
Anti-AntikSrper ein an Fluoreseein-Isothioeyanat gekoppeltes (markiertes) Anti-Kaninehen- 
globulin vom Sehaf, zumeist eigener Herstellung. Im fibrigen wurde die teehnisehe Aus- 
f~ihrung wie bei friiheren Untersuchungen yon HAFEt~KAMt' (2) durchgefiihrt. 

Kontrollen. Da durch das m~rkierte Anti-Kaninchenglobulin alle Kaninchenglobuline 
und daher die in diesen Globulinen enthaltenen AntikSrper nur indirekt bestimmt werden, 
sind zur Spezifizierung Kontrollen notwendig. Kontrolle 1: Vor der ?3berschichtung der 
Gewebsschnitte mit fluoreseierendem Anti-Kaninehen-Globulin wurden diese mit dem 
unverdiinnten ,,Gruppen"-Iso-Ag. bzw. K.-Ag. iiberdeckt, das zur Sensibilisierusg des 
betreffenden Tieres verwandt worden war; nach griindliehem Abspiilen des Ag.-Iso-Ak. 
bzw. K.-Ag. - -  mittels der gepufferten Kochsalzl6sung (pg 7,2) wurde dann das Gewebe mit 
dem markierten Anti-Kaninehenglobulin, also dem markierten Anti-Antik6rper behandelt. 
Diese Kontrolle bezweekt, durch das Ag. den im Gewebe vorhgndenen Ak. so welt abzu- 
sgttigen, dab dieser kaum noeh den markierenden Anti-Antik6rper binden kann, also 
l e t z t e r e r -  nach t J b e r s e h i e h t u n g -  wegen fehlender Bindung wieder abgesptilt wird (sog. 
Ag.-Kontrolle). 

Kontrol le2:  Vor Einwirkung des markierenden Anti-Kaninehen-Globulins wird der 
Sehnitt f/ir 37 rain in der feuehten Kammer, start wie bei der Kontrolle 1 mit Antigen, mit 
nieht fluoreseeierendem Anti-Kaninehen-Globulin behandelt und dann gut in der gepufferten 
Kochsalzl6sung gespfilt. Diese Kontrolle bezweekt, das nieht markierte Anti-Kaninehen- 
Globulin dem markierenden den Platz wegnehmen zu lassen, so dab letzteres beim ~ber- 
sehichten kaum noeh - -  antik6rperhaltige - -  Globuline finder, mit  denen es reagieren k6nnte; 
es wird also beim Nachsp/ilen abgeschwemmt. 

Auswertung. Das System der Original-Methode besagt blol], dal~ der Antik6rper in seiner 
Eigenschaft als Globulin dureh ein an Fluoreseein-Isothioeyanat gekoppeltes Antiglobulin 
naehgewiesen wird. Dieses Antiglobulin stellt aber nicht nur die antikSrperhaltigen, sondern 
alle Globuline, so z. B. aueh die in den bei der immunohistologischen Untersuehung noeh 
serumfiihrenden BlutgefgBen dar. Eine immunohistologisehe Auswertung kann also nur 
dureh einen Vergleieh der Ergebnisse der Original-Antik6rper-Naehweismethode mit denen 
der Kontrollen erfolgen. Finder sieh im Gewebe eine gelbgrfine Fluoreseenz etwa bei der 
AntikSrper-Naehweismethode, die dann bei den Kontrollen deutlich verringert ist, so wird die 
Annahme sehr wahrscheinlieh, dab es sich dabei um Globuline mit  spezifisehem Antik6rper- 
eharakter handelt. 

I I .  Die Aufo-Anti/sSrperbildung bei Kaninchen nach Hautverbrennung 
und ihr serologischer und immunohistologischer Nachweis gegen einen wii/3rigen Extra~st 

aus der verbrannten Haut (Auto-Antigen = Auto-Ag.) 
1. Verbrennung yon Kaninchenhaut. 20 Kaninchen wurde zur Vermeidung gr5l]erer 

Schockfolgen nut  an zwei f/infmarkstfickgroBen rasierten Partien die Rtiekenhaut f/Jr 30 sec 
mit  100 ~ C - -  mit  einem dazu eigens hergestellten, auf diese Temperatur eingestellten Be- 
halter mit erhitztem 01 ( ~ 3,5 cm) - -  verbrannt, nachdem die Tiere bis 3,5 ml Urethan 
(20%) i. v. naeh 2,0 ml Nembutal (vet.) i. p. bis zur tiefen Narkose erhalten hattem 

2. Iterstellung eines w/~0rigen Extraktes aus der verbrannten Kaninchenhaut (Auto-Ag.). 
24 Std naeh der Verbrennung wurden die 20 Kaninchen erneut mit ],5 m] :Nembutal (vet.) 
i .p .  narkotisiert, wobei 5 Kaninehen verstarben; den restlichen 15 wurde dann eine der 
beiden verbrannten Hautstellen bis zur Grenze der Verbrennungsreaktion operativ entfernt, 
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der Hautdefekt anschliel~end m6gliehst steril durch Nahtf~den verschlossen. Eine nennens- 
werte Vereiterung dieser und der belassenen Verbrennungswunden trat bei keinem der 
Tiere auf. 

Aus den 15 operativ entfernten verbrannten Stellen wurden 15 w~r ige  Auto-Ag.- 
Extrakte fiir die vorzunehmenden serologisehen und immunohistologischen ~eaktionen 
hergestellt. Bei den serologischen und immunohistelogischen Reaktionen wurde jedes Serum 
bzw. jeder Gewebssehnitt eines der Versuchskaninchen nur mit dem Ag.-Extrakt in Be- 
riihrung gebracht, der yon dem gleichen Versuchstier stammte. Der Eiweil~gehMt der Ag.- 
Extrakte schwankte bei den 15Tieren zwischen 654 und 135mg-% nach KJEttLDAL; er 
wurde ffir die vorzunehmenden Reaktionen stets einheitlich auf 100 mg-% eingestellt. Das 
doppelte Diffusionssystem (Ossn~A~) bei der immunoelektrophoretischen Analyse auf 
KaninchenserumeiweiBe in den Ag.-Extrakten (s. I/l) ergab wieder einen besonders reich- 
lichen GehMt an Albumin, Transferrin und y-Globulin. 

Nach Blutentnahmen (5 ml aus einer Ohrvene) am 20. und 35. Tage wurden die Tiere am 
50. Tage nach der Verbrennung dutch Entbluten in NembutMnarkose (3,0 ml Nembutal 
[vet.] i.p.) getStet. 

8. 0bduktion. Bei der Obduktion dieser Tiere, die nut gelegentlich MilzvergrSBerungen 
und sonst keinen wesentlichen krankhaften Organbefund boten, wurden aus Haut, Gehirn, 
Lunge, Leber, Milz, Nebennieren, Nieren, Schilddriise, Speicheldrfisen und 0varien bzw. 
Hoden Gewebsstiicke entnommen und genauso wie im ersten Tell dieser Arbeit (s. I/4) ffir 
die immunohistologisehen Nachweise und die histologisehe Bearbeitung behandelt. 

4. Serologiseher Antikiirpernaehweis. An allen Seren wurden die Komplementbindungs- 
reaktion (HE~ESSEN), die passive It~magglutination nach BOYDEN, der Agar-Pr~cipitations- 
test nach OVCHTn~LO~Y und die Immunoelektrophorese (mit 2 l~innen und 3 Stanzl6ehern), 
durchgeffihr~ (Methodik s. I/5). 

5. Der immunohistologisehe Naehweis yon gewebsst~indigen Antikiirpern des tiefgefrorenen 
Gewebsmaterials (s. II/3) wurde mit seinen Kontrollen wie bei den mit Verbrennungs-Iso-Ag. 
behandelten Tieren durchgefiihrt (s. I/6). 

Ergebnisse 
I.  Iso-Antik6rperbildung gegen wii/3rige Extrakte aus verbrannter Haut 

Die ,~erologischen Unte r suchungsme thode n  e rgaben  fiir die mi t  Iso-Ag.-  
E x t r a k t e n  aus v e r b r a n n t e r  K a n i n c h e n h a u t  bzw. mi t  K . - A g . - E x t r a k t e n  aus n ieht  
v e r b r a n n t e r  K a n i n e h e n h a u t  behande l t en  Tiere  bei  der  K o m p l e m e n t b i n d u n g s -  
r eak t ion  und  der  pass iven  H~magg lu t i na t i on  naeh ]3OYDEN die in Tabel le  2 
zusammengefM~ten Resu l t a t e  : 

Sowohl bei  dem Agar -P r~c ip i t a t i ons t e s t  als aueh bei  der  Immunoe l ek t ro -  
phorese  um die mi t  Iso-Ag.  geffillte R inne  bo t  sieh kein Anha l t  ffir pr~cip i t ie rende  
An t ikSrpe r  gegen ein Iso-Ag.  aus v e r b r a n n t e r  bzw. n ich t  v e r b r a n n t e r  t t a u t .  

Die immunohistologische Untersuchung zeigte in allen nn te r such ten  Organen - -  
un t e r  Ber i ieks ich t igung ihrer  Eigenfluoreseenz - -  bei  den bier in Rede  s tehenden  
Tieren,  die Iso-Ag.  aus v e r b r a n n t e r  H u u t  in j iz ie r t  e rha l t en  ha t t en ,  eine auf- 
fa l lende gelbgri ine F luoreseenzmark ie rung  der  W a n d u n g e n  kleiner  und  kle ins ter  
Blutgef~l~e (Capillaren, Venolen, Arter iolen) ,  und  zwar  am sti~rksten der  Capillar- 
wandungen  der  Lungensep ten  und  der  Seh l ingenwandungen  in den Glomerula  der 
Nieren (s. Abb.  2 b u. 3 b). Dabe i  zeigten diese Tiere zus~tzl ieh und  die mi t  Iso-Ag.  
aus n ich t  v e r b r a n n t e r  H a u t  behande l t en  K a n i n c h e n  ausschliei31ieh e~ne gleich- 
farbige  Fluoreseenz  aueh in den L ieh tungen  der  noeh mi t  B lu t se rum geffill ten 
Gef~Be, der  Ep i the l i en  yon  Hohlorganen ,  z. B. der  i n t r ahepa t i s chen  Galleng~nge 
u n d  gelegent l ich aueh im in te rs t i t i e l len  Bindegewebe;  bei  allen Kon t ro l l en  war  
die gelbgrfine Fluorescenz  bei  den mi t  Verbrennungs- Iso-Ag.  behande l t en  Tieren  
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Tabelle 2 

Tier 
Nr.  

l EiweiBgehMt 
des injizierten 

lso-Ag. 
mg 

1 [ 0,6 
2 1,2 
3 6,0 
4 ] 12,0 
5 30,0 

6 
7 
8 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
16 
17 

i8 
19 
20 
21 
22 
23 
24 
25 
26 
27 
28 
29 

30 
31 
32 
33 
34 
35 
36 
37 
38 
39 
40 
41 

42 
43 
44 
45 
46 
47 
48 
49 

0,6 
0,6 
1,2 
],2 
6,0 
6,0 

12,0 
12,0 
30,0 
30,0 
60,0 
60,0 

0,6 
0,6 
1,2 
1,2 
6,0 
6,0 

12,0 
12,0 
30,0 
30,0 
60,0 
60,0 

0,6 
0,6 
1,2 
1,2 
6,0 
6,0 

12,0 
12,0 
30,0 
30,0 
60,0 
60,0 

! 
Blutentnahme Blutentnahme Entblutungs- ] Ver- 

am 20. Tag II am 35. Tag /serum am 50. Tag! dfinnungs- 
- - ~  --I titerder 

passive~ 
Bewertungskoeffizient der Komplement- I I{~ma,g- 

gluti~mtion bindungsreaktion [ ........ 

Sofort- Gruppe 
1,5 1,7 
1,3 1,2 
0 1,0 
1,5 1,7 
4,0 1,7 

5 Std-Gruppe 
1,3 1,3 
2,0 3,0 
1,3 2,0 
1,2 0 
1,3 1,2 
3,0 1,7 
3,0 1,5 
4,0 2,0 
6,0 1,9 
4,0 3,0 
1,9 1,2 
4,0 1,2 

10 Std-Oruppe 
0 0 
3,0 0 
2,0 0 
3,0 0 
2,0 0 
1,3 0 
2,0 0 
3,0 1,3 
2,0 1,5 
2,0 1,5 
1,5 2,0 
0 0 

20 Std- Gruppe 
1,5 4,0 
1,7 4,0 
4,0 1,3 
2,0 1,5 
1,5 2,0 
1,7 1,3 
0 2,0 
0 1,5 
2,0 0 
2,0 2,0 
0 1,9 
1,5 1,5 

2,0 ] 1:20 
2,0 1:320 
2,0 1:320 
3,0 I 1:320 
4,0 1:320 

1,0 
2,0 
2,0 
1,0 
4,0 
3,0 
3,0 
1,0 
3,0 
1,0 
3,0 
3,0 

1,5 
1,5 
2,0 
1,5 
1,5 
2,0 
2,0 
2,5 
1,2 
1,7 
1,5 
1,5 

3,0 
2,0 
2,0 
1,3 
3,0 
3,0 
3,0 
2,5 
2,3 
4,0 
3,0 
1,5 

Gegen nicht verbmnnte Haut sensibilisierte 
0,6 
0,6 
1,2 
1,2 
6,0 
6,0 
6,0 
1,2 

0 0 
2,0 0 
2,0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
0 0 
1.2 2,5 

Kgninchen 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
0 
3,0 

1:5120 
1:5120 
1:5120 
1:1280 
1:1280 
1:5120 
1:10240 
1:1280 
1:10240 
1:10240 
1:5120 
1:10240 

1:i280 
1:640 
1:1280 
1:5120 
1:5120 
1:5120 
1:10240 
1:10240 
1:10240 
1:5120 
1:10240 
1:5120 

1:640 
1:640 
1:1280 
1:640 
1:5120 
1:5200 
1:10240 
1:10240 
1:10240 
i:10240 
1:10240 
1:10240 
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nicht mehr im Bereiche der Wandungen yon kleinen Blutgef~gen, sondern nur 
noeh in den fibrigen erwghnten Lokalisationen naehweisbar. 

Sehlieglich zeigten bei der immunohistologischen Untersuehung nur die mit 
Iso-Ag. aus verbrannter tIaut behandelten Tiere in der Milz eine gelbgrfine 

Abb. 2a--c. !Kianinchenlungen: a am 50. Tag naeh Injektion yon .5 Std_"-Verbrennungs-lso-Antigen 
(mi t  30 nag Eiweil~; Ver suehs t i e r  Nr .  2); im  F luoreseenzmikroskop  g e l b g v l n  f luorescieren4es,  b ier  in  
der W i e d e r g a b e  weil31ich erscheinen4es  An t i -Kan inehen -Globu l in  als Mark i e rung  yon  I m m u n o g l o b u -  
linen -- mit Verbrennungs- (Iso-) Antikbrpern -- auf den Wandungen 4er Capillaren in den Septen. 
I n d i r e k t e  Methode  n a c h  COONS u n d  •APLAN u n t e r  V e r w e n d u n g  des Fa rbs to f fes  Fluoreseeinisothio-  
c y a n a t ;  Vergr .  225 • ; b a m  50. T a g  n a c h  umsehr i ebene r  I - I au tve rb rennung  (Versuchs t ier  Nr.  5); auf  
den Cap i l l a rwandungen  in  den Septen  w i e d e r u m  das in  der  Wiede rgabe  weiiMiche, i m  Fluoreseenz-  
m i k r o s k o p  gelbgrf in  f luoreseierende An t i -Kan inehen -Globu l in  znr  M a r k i e r u n g  der  I m m u n o g l o b u -  
l ine - -  m i t  Ve rb rennungs -  (Auto-) Ant ik6rpe rn .  lVlethode wie bei  Abb.  2a .  Vel~gr. 225 • ; c Soge- 
n a n n t e  Ant igen-]~ontrol le  zu  Abb.  2 b :  Deut l iehe Absehw~iehung der  m a r k i e r e n 4 e n  Fluoreseenz nach  
~ b e r s c h i e h t u n g  des Schni t tes  m i t  Ye rb rennungs -  (Auto-) An t igen  ~or d e m  E i n w i r k e n  des m a r k i e r e n d e n  

Ant i -K~ninchenglobul ins .  Vergr .  270 • 



Paghogene Bedeutung yon Iso- und Auto-Antik6rpern naeh Verbrennung 75 

Fhorescenz in grogen cytoplasmareichen Zellen der roten Pulpa ; die Zahl dieser 
so fluoreseierenden Zellen waren bei den Kontrollen deutlieh vermindert.  Die 
mit  Iso-Ag. aus nieht verbrannter  I-Iaut behandelten Tiere wiesen bei der Original- 
methode in der Milz zwar aueh in grogen eytoplasmareiehen Zellen der roten 

Abb. 3a u. b. Kaninchenlul~gen. I I~imatoxylin-Eosin-Ffi,rbung: a Gleiches Versuchstier wio bci 
Abb. 2b: Am 50. Tag nach umschriebener IIautvcrbrennung lymphocyt~re und plasmacelhfl~re Infil- 
tration der Lungcnsepten -- bei umschriebener Atelektase. Vergr. 300 • b mit Iso-Antigen a,us 
nicht ~erbrannter IIaut behandeltes IZ2aninchen (Versuchstier Nr. 6). Am 50. Tag nachYersuchsbeginn 

keine Infiltration der Lungensepten. Vergr. 285 • 

Pulpa in ihrem Cytoplasma fluorescierende Zellen auf; ihre Zahl war jedoch bei 
den Kontrollen keinesfMls verringert. Offenbar handelte es sieh bei den in den 
Kontrollen nieht mehr fluorescierenden Zellen um die Bildungsst/ttte der spe- 
zifischen Antik6rper gegen das Verbrennungs-Iso-Ag. 

Es sieht demnach also so aus, als ob Iso-Ak. gegen verbrannte Hau t  tats~ch- 
lich gebildet wiirden und mit  der Komplementbindungsreakt ion und der passiven 
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Hgmagglutination in den betreffenden Seren nachzuweisen seien. Diese Anti- 
k6rper seheinen sich dar/iber hinaus aueh auf den Wandungen kleiner Blutgefgge 
und hier besonders auf den Capillarwandungen in den Lungen und in Nieren- 
kSrperehen niedergesehlagen zu haben. Dabei lieg die immunohistologische Unter- 
suchung nieht entseheiden, inwieweit die Antik6rper in die Wandungen dieser 
Blutgefi~ge eingedrungen waren. Ein etwa yon der Sensibilisierungsart oder der 
serologisehen TiterhShe abh~ngiger auff/~lliger Unterschied in der Stgrke der 
Fluoreseenz der Wandungen yon kleinsten Blutgef/~gen war allerdings nieht naeh- 
weisbar, so als ob Differenzen in der Stgrke der humoralen AntikSrper des Serums 
keine sehr aussehlaggebende Rolle ffir den Niedersehlag der hier in Rede stehenden 
Ak. spielen wiirde. 

Die histologische Unter~uchung deekte bei allen Tieren dieser Versuchsreihe 
nut  an zwei Organen Ver/inderungen auf, die yon den gewohnten Befunden bei 
20 unbehandelten Kontrolltieren sowie den Befunden bei nur mit  K.-Ag. aus 
nieht verbrannter  Hau t  behandelten Tieren abwichen: Einmal lag in den 
Lungen eine, allerdings geringgradige, lymphocytgre und plasmacellul/~re Infil- 
t rat ion der intraalveolgren Septen vor, die selbst gelegentlich verbreitert  waren. 
Dariiber hinaus zeigte sich in den Nieren eine Zellvermehrung (Lymphoeyten 
und vereinzelte gewucherte Schlingenendothelien) in eher blutarmen Glomerula. 
Dabei bestand an den Tubuli hier und da eine leichte trfibe Sehwellung. Diese 
Befunde reiehen jedoeh auf Grund ihrer Geringffigigkeit noeh nieht aus, um 
schon die Diagnose etwa auf eine nicht-eitrige interstitielle Pneumonie oder eine 
Glomerulitis der Nieren zu stellen. 

II.  Auto-Antik6rperbildung nach Hautverbrennung und ihr Nachweis 

Die serologischen Untersuchungen wiesen f/it eine Auto-Ak.-Bildung gegen 
einen naeh Verbrennung hergestellten Auto-Ag.-Extrakt  folgende, ebenfalls 
tabellarisch erfaBte Resultate bei der Komplementbindungsreaktion und der 
passiven H/imagglutination nach B o Y D ~  auf (Tabelle 3). 

Tabelle 3 

B l u t e n t n a h m e  B l u t e n t n a h m c  Entb lu tu l lgs -  B l u t e n t n a h m e  B lu t e n tna h ra e  En tb lu tungs -  
Tie r  a m  20. T a g  ain  35. T a g  s e r u m  50 .Tag  mn  20. T a g  a m  35. T a g  s e r u m  50. T a g  
Nr.  

Bewer tungskoef f i z i en t  4er K o m p l e m e n t -  E n d t i t e r  4er )ass iven H ~ m a g g l u t i n a t i o n  
bin d~l ngs reak t ion  

1 
2 
3 
5 
9 

10 
11 
12 
13 
14 
15 
17 
18 
19 
20 

3,0 
1,0 
2,0 
2,0 
2,0 
2,0 
2,0 
2,0 
2,0 
3,0 
3,0 
2,0 
1,7 
3,0 
2,0 

4,0 
3,0 
4,0 
3,0 
2,0 
3,0 
3,0 
3,0 
3,0 
1,5 
3,0 
2,0 
2,0 
1,5 
3,0 

2,0 
2,0 
2,0 
4,0 
1,2 
1,5 
3,0 
2,5 
1,5 
1,5 
1,3 
3,0 
1,7 
1,5 
3,0 

1:5120 
1:80 
1:2560 
1:2560 
1:10240 
1:640 
1:640 
1:10240 
1:640 
1:160 
1:640 
1:640 
1:640 
1:160 
1:640 

1:5120 
1:2560 
1:10240 
1:10240 
1:10240 
1:2560 
1:2560 
1:10240 
1:640 
1:640 
1:2560 
1:640 
1:10240 
1:640 
1:640 

1:320 
1:10240 
1:10240 
1:10240 
1:10240 
1:2560 
1:10240 
1:10240 
1:2560 
1:640 
1:10240 
1:2560 
1:10240 
1:2560 
1:10240 
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Bei dem Agarpr/teipitationstest uud der Immunoelektrophorese fanden sieh 
bei den 15 iiberlebenden Tieren dieser Versuehsreihe keine Anhaltspunkte far 
pr~eipitierende AntikSrper. 

Die immunohistologische U~te~'such~t7tg zeigte bei den Versuehskaninehen in 
den untersuehten Organen eine bei den einzelnen Versuehstieren zwar wenig 
variierende, jedoeh stets deutlieh hervortretende gelbgr/ine markierende Fluo- 
reseenz der Wandungen der Arteriolen, Capillaren und Venolen, besonders in 
Herz, Haut,  EierstSeken bzw. ttoden, etwas geringer in Milz, Leber und Neben- 
nieren. Am st~rksten fluoreseierten dabei die Wandungen der Capfllaren in den 
Lungensepten und die Sehlingenwandungen der Glomerula. So zeigte sieh in der 
Lunge eine ausgesproehen netzartige gelbgr/ine Fluoreseenz Jn den Septen, ent- 
spreehend dem Verlauf der hler gelegenen Capillaren (s. Abb. 2 e) ; in den Nieren 
wurden dureh die Fluoreseenz in den Glomerula (s Abb. 3e) die Sehlingen- 
wandungen geradezu verdeutlieht. Nut diese Fluoreseenz der Wandungen yon 
kleinen Blutgef/~13en war bei allen Kontrollen der immunohistologisehen Methode 
deutlieh verringert, nicht jedoeh eine offenbar unspezifisehe und nieht yon einem 
spezifisehen Antik6rpergehalt abh~ngige ge!bgr/ine Fluorescenz in den noeh mit 
Serum gef~llten Liehtungen der Blutgefgge, der Epithelien etwa yon intra- 
hepatisehen Galleng/~ngen und im interstitiellen Bindegewebe. Der Befund in 
der Milz entspraeh demjenigen der mit  Verbrennungs-Iso-Ag. behandelten 
Tiere; aueh hier verringerte sieh bei den Kontrollen die Zahl der in ihrem Cyto- 
plasma fluoreseierenden Zellen der roten Pulpa, wie es der Fall ist bei Zellen, 
die spezifisehe Antik6rper gegen das - -  bei der Kontrolle/ibersehiehtete - -  Ver- 
brennungs-Auto-Ag, in ihrem Cytoplasma speiehern. 

Es sieht also f/it diese in der 2. Versuehsreihe durehgef/ihrten Experimente 
so aus, als ob (Auto-) Antik6rper gebildet worden seien, die sieh serologiseh und 
aueh immunohistologiseh /~hnlieh den Antik6rpern verhalten, die gegen Iso-Ag. 
der 1. Versuehsreihe gebildet worden sind. Nut  seheint jetzt besonders der Anti- 
k6rperniedersehlag im Gewebe und hier besonders in den Lungensepten und in 
den Glomerula der Nieren stgrker zu sein, als bei der 1. Versuehsreihe. Aueh bier 
lieg sieh im einzelnen nieht sieher bestimmen, ob die bier in Rede stehenden Ak. 
sieh auf oder in den Gef/~13wandungen befanden. 

Die histologische UT~tersuchuny deekt bei 12 yon den 15 fiberlebenden Ka- 
ninehen dieser Versuehsreihe nut  in zwei Organen wesentliehe krankhafte Ver- 
~nderungen auf, und zwar in Lungen und Nieren: 

Lungen (s. Abb. 4b). Die h/~ufig atelektatisehen Organe zeigen eine deutliehe 
Verbreiterung des interalveol~ren Interstitiums; bier seheint augerdem eine 
herdf6rmig verstgrkte lymphoeytgre und plasmaeellulgre Infiltration auL die 
gelegentlieh untermiseht Jst mit eosinophilen Leukoeyten, wie bei einer inter- 
stitiellen, nieht eitrigen Pneumonie. In den Alveolen sieht man nut  hier und d~ 
desquamierte Alveolarepithelien, jedoeh keine Leukoeytem Im iibrigen sind die 
Ver/~nderungen bei den 12 Versuehstieren zwar stets feststellbar, variieren aber 
sehr in bezug auf die Stgrke. Der Grad der Ver~nderungen ist im iibrigen weit- 
gehend unabhgngig yon der Titerh6he des betreffenden Tieres. Die 20 unbe- 
handelten Kontrolltiere weisen die gesehilderteu Ver~nderungen nieht auf. Die 
drei Versuehstiere (Versuehstier Nr. 2, 10 und 18) ohne histologiseh fagbare 



78 O. H~F~aKAMr, H. SC~s e~ al. : 

Abb .  4 a - - c .  K a n i n c h e n n i e r e n :  a A m  50. T a g  n a c h  I n j e k t i o n  y o n  ,,5 S t d " - V e r b r e n n u n g s -  ( I s o - ) A n -  
t i g e n ;  u  u n d  t e c h n i s c h e  B e h a n d l u n g  n a c h  t ier  M e t h o d e  y o n  COONS u n d  KAI~LAN wie  be i  
A b b .  2 a ;  i n  de r  W i e d e r g a b e  wei f i l iches  - -  i m  F l u o r e s c e n z m i k r o s k o p  g e l b g r i i n e s  - -  A n t i - K a n i n c h e n -  
g l o b u l i n  zu r  1Viarkierung y o n  I m r n u n o g l o b u l i n e n  - -  m i t  A n t i k S r p e r n  g e g e n  V e r b r e n n u n g s - I s o - A n -  
t i g e n  - -  alff  den  W a n d u n g e n  4er  G l o m e r u l u r n s c h l i n g e n  (z. ]3. b e i  a). Vergr .  250 •  b Gle iches  Ver- 
s u c h s t i e r  - -  wie  be t  A b b .  2 b  - -  a m  50. T a g  n a c h  E i g e n v e l . b r e n n u n g  u n 4  t e c h n i s c h e  ]3ea rbe i tung  wic 
be i  A b b .  2b .  G e g e n i i b e r  t ier  Nie re  y o n  A b b .  4 a  n o c h  vers t~i rk te ,  i n  de r  l ~ e p r o 4 u k t i o n  well ,  e, i m  
F i n o r e s c e n z m i k r o s k o p  g e l b g r i i n e  F i n o r e s c e n z  des  r n a r k i e r e n d e n  A n t i - K a n i n c h e n g l o b u l i n s  auf  4 e n  
G l o m c r t l l u m s c h l i n g e n  (z. ]3. be i  a) u n d  Ca lo i l l a rwandungen .  Vergr .  250 •  e S o g e n a n n t e  A n t i g e n -  
t ~ o n t r o l l e  zu  A b b .  4 b  ( M e t h o d i k  wie  be i  Abb .  2c). D e u t l i c h  abgeschw~iohte  F luo re scenz  au f  den  

G l o m e r u l u m s c h l i n g e n  u n d  CaDi l l a rw~nden .  Vergr .  250 x 
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Abb. 5 a--c. Iglaninchennioren. Hiimatoxylin-Eosin-F~rbung. a Gl~iches Vorsuchstier wie boi Abb. 4 a. 
Am 50. Tag nach Injcktion des ,,5 Std"-Verbrennungs-(Iso-)Antigens ]eichte lymphocyt'~re Infil- 
tration des Glomernlu1~]s. •ergr. 333 • b Gleiches Versnchstier wie bei Abb. 4b. Am 50 .Tag" nach 
umschriebener Hautverbronnung stRrkere lyn~phocyt~re Infiltration und Vermchrung yon Schlingen- 
enclotholien im blutarmen Glomerulum. Vergr. 285 • c Mit Iso-Antigen aus nicht vcrbrannter Haut 
behandeltes !Elontroll-Kaninchen am 50. Tag nach Versuchsbeginn, entsprechend der Abb. 3b. 14[eine 

wesentlichen krankhaften Ver~inderungen im Glomerululn. Yergr. 285 • 

Krankheitszeichen in Lungen und Nieren h~tten zwar nicht die h6chsten, jedoch 
deutliche serologische Titer. 
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Nieren (s. Abb. 5b). Die Glomerula zeiehnen sich dureh eine - -  bei den 
einzelnen Versuehstieren unterseh~edlieh starke, jedoeh nicht yon der sero]ogisehen 
Titerh6he abh/~ngige - -  Zellvermehrung (Lymphoeyten,  Endothelien) bei nur 
geringgradiger Vergr6Berung ~us; Jhre Sehlingen sind blutarm, die Schlingen- 
wandungen geringgrad~g verbreitort;  Blutungen in der Bowmanschen Kapsel 
sieht man selten; die Tubuli besitzen ein reeht diehtes Cytoplasma und weisen 
ge]egent]ieh die Zeiehen einer leiehten trfiben Sehwellung auf. Diese Ver/~nde- 
rungen sind in den Nieren der 20 nnbehandelten Kontrollkaninehen nieht vor- 
handen. 

Haut. Die Verbrennungswunden zeigen eine Vernarbung mit  Epidermisie- 
r u n g .  

Besprechung 
Naeh den vorlJegenden Untersuehungen seheint also einmal ein Ex t rak t  aus 

verbrannter  Kaninehenhaut  ffir Kaninehen iso-antigen zu sein, da naeh seiner 
Injekt ion Kaninehen spezifisehe Ak. zu bilden verm6gen. Dagegen ruft  - -  naeh 
unseren Experimenten - -  die Einverleibung eines Extraktes  aus niehtverbrannter  
Hunt  keine nennenswerte spezifisehe Antik6rperbildung hervor. Abet nieht nur 
gegen ein ,,Verbrennungs-Iso-Ag.", sondern aueh gegen ein Verbrennungs- 
Auto-Ag., d .h .  also gegen kSrpereigene verbrannte Hau t  k6nnen Kaninchen 
offenbar Ak. bilden. Dabei zeiehnen sieh in vorliegenden Versuehen alle diese Ak. 
dadnreh aus, dab sie - -  mit  individuellen Titerdifferenzen - -  zwar bei lgeaktion 
mit  ihrem Verbrennungs-Ag. Komplement  zu binden verm6gen (s. dagegen: 
die Untersuehungsergebnisse yon KOSLOWS~:Y und U~BASCH~K) und mit  Ver- 
brennungsantigen beladene, tannierte Erythroeyten  (Boyden-Methode) agglu- 
tinieren k6nnen, aber nieht in der Lage sind, im Agar-Pr/ieipitationstest - -  bzw. 
aueh nieht in der milieuverwandten immunoelektrophoretisehen Analyse - -  beim 
Zusammentreffen mit  ihrem Ag. ein Pr/~cipitat zu bilden. 

Betraehtet  man nun die Ergebnisse der Komplementbindungsreaktion und 
der passiven Hgmagglutinationsmethode mehr im einzelnen, so ergibt sieh ffir die 
mit  Verbrennungs-Iso-Ag. behandelten Tiere folgendes Bild: Selbst geringste 
Mengen einverleibten Ag.-Eiweiges, ngmlieh nut  0,6 mg Eiweig geniigen, um 
Kaninehen spezifisch zu sensibilisieren und bei den beiden genannten geakt ionen 
deutliehe positive l~eaktionen siehtbar zu maehen. Diese Titer erhShen sieh 
jedoeh, wenn das Iso-Ag. nicht sofort naeh Verbrennung, sondern erst 5, 10 oder 
20 Std naeh der Verbrennung aus der bis dahin auf dem Versuehstier belassenen 
verbrannten H a u t  gewonnen wurde; dabei spielt dann hier fiber 5 Std hinaus der 
Zeitraum his zu 20 Std keine wesentliehe Rolle mehr ffir eine erh6hte Wirksam- 
keit des Ag. ; sind doeh ]cei den Tieren, die ein ,,5 Std"-,  ,,10 Std"- oder ,,20 Std"- 
Iso-Ag. erhielten, die TiterhShen ann/~hernd gleieh. Offenbar liegt bereits nach 
5 Std im Bereiehe der verbrannten I tautpar t ie  der Beginn einer fermentativen 
Aufsehliegung der hitzedenaturierten Eiweige ve t  [,,Autolyse", s. KOS- 
LOWSKu (1)]. Ein gesteigerter Eiweiggehalt der einzelnen Ext rakte  bei Ge- 
winnung des Iso-Ag. 5, 10 oder 20 Std naeh Verbrennung diirfte jedoeh nieht so 
sehr auf eine vermehrte  Freisetzung yon GewebseiweiBen, sondern eher auf ein 
Einschiegen yon Serumeiweig in die verbrannten I tautpar t ien  vor ihrer Ent-  
nahme zur Ag.-tterstellung zuriiekzuffihren sein; dies zeigt besonders deutlieh 
das Ossermansehe doppelte Diffusionssystem bei der immunoelektrophoretisehen 
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Untersuchung der Iso-Ag.-L6sung auf Serumeiwei~; es finden sieh n/~mlieh 
besonders reiehlich Albumin, Transferrin und 7-Globulin im ,5  Std"-, ,,10 Std"- 
und ,20 Std"-Iso-Ag., dagegen kaum solche Eiweil]komponenten im ,,Sofort"- 
Iso-Ag. 

Verfolgt man bei den mit Iso-Ag. behandelten Tieren die Titerh6he der Kom- 
plementbindungsreaktion am 20., 35. und 50. Tage, so 1/~l]t sich in einem Grofitefl 
der F~lle kein stetig ansteigender Titer feststellen. Vielmehr f~llt dieser bei 26 
yon 41 Tieren yore 20. auf den 35. Tag ~b, um dann wieder ]eicht anzusteigen, ein 
Ph/~nomen/ibrigens, auf das f/ir die Verbrennung 1960 PAV~:OVA und DoLEz~r~ovA 
schon hingewiesen haben. Im gewissen SLnne passen auf solehe Titerverschie- 
bungen auch die tierexperimentellen Beobaehtungen yon MAL~ und SLAWI- 
KOSKI~ wonaeh bei Rat ten Rekonwleszentenserum, das bei Rat ten 3 Monate 
nach Verbrennung gewonnen worden war, viel wirksamer bei friseh verbrannten 
Tieren ist Ms ein solehes Serum, das 1 Monet nach der Verbrennung den ver- 
brannten Tieren entnommen wurde. Dabei bleJbt vorl/~ufig ungekl/~rt, warum 
d~s ,,1 Monat-Rekonv~leszentenserum", das verbrannten Rat ten am 2. bis 
4. Tage naeh Verbrennung injiziert wurde, sich sogar ffir diese Tiere naehteflig 
auswirkte. Vielleieht spielen hier Reaktionen zwisehen AntikSrpern nn Rekon- 
v~leszentensernm und sog. Verbrennungstoxlnen eine Rolle (I~L~L~ und SL~wI- 
KOWSKI). 

Bei den Versuchstieren mit Eigenverbrennung, die n~eh einer Verbrennung 
ihrer eigenen t t au t  spezifisehe (Auto-)AntikSrper gebfldet batten, ist ]edoeh bei 
der Komplementbindungsreaktion und der passiven H~magglutination ein 
solches weehselvolles VerhMten der TiterhShen n/cht feststellbar. Bier  finder 
sieh - -  bei den beiden serologisehen Methoden - -  eher eine steigende Sensibilisie- 
rung gegen das Verbrennungs-Auto-Ag., sowohl bei der Komplementbindungs. 
reaktion als aueh der passiven Hi~magglutination; die Titer kSnnen am 50. Tage 
h6ehstens etwas abgesehw~eht sein. 

Bei den Kontrolltieren, die mit Extrakten aus nicht verbrannter Haut injiziert 
worden waren, liel~en sich nur bei einem Tier nennenswerte spezifische AntikSrper 
nachweisen. Diese Beobachtungen stimmen mit denen yon I~OSENTHn3~, BAE~ 
und HAGEL iiberein, die aueh keine homologe Sensibihsierung gegen Haut  erreiehen 
konnten. Lediglieh C~u beriehtet an Hand einer Patienten-Beobaehtung 
bei einem ehronischen, sehleeht heilenden Hautgesehwfir fiber Auto-Ak. gegen 
normale mensehliche Haut  im Serum dieses Patienten; die Entstehung dieser Ak. 
glaubt aber aueh CEYTI~OVA darin sehen zu mfissen, da$ Gewebeproteine der Haut  
zuerst dureh Infektion oder Trauma ihre Eiweil]struktur verKndern wfirden, 
um Auto-Ag.-Charakter annehmen zu kSnnen. Den Befunden yon CEu 
entspreehen in etwa die Untersuehungsergebnisse yon WA~NEE und TOlgSIKOVX, 
denen mit  Hilfe yon Hefen eine Sensibilisierung gegen ein homologes Haut-Ag. 
gelang; es war ihnen aber nieht mSglich, Gewebsver/~nderungen bei den so immu- 
nisierten Tieren aufzudecken. 

Wenn aber gegen Extrakte  aus verbrannter Kaninchenhaut Iso- und Auto- 
AntikSrper besonders aueh serologiseh nachgewiesen werden konnten, so muB 
in diesen Extrakten der Tr/~ger der Antigenit/~t, eben das Verbrennungsantigen 
verborgen sein, mit denen die genannten Antik6rper reagieren kSnnen. Wenden 
wir uns jetzt  yon den AntikSrpern ab und betraehten dieses Verbrennungs-Ag., 

Virchows Arch. path. Anat., Bd. 337 6 
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so stellt der Mangel an Pr~cipitationsf~higkeit der spezifischen Ak. ein Hindernis 
zur Atddeckung einer etwaigen Antigenvielfalt, sei es des Iso-Ag. oder des Auto- 
Ag. aus verbrannter t taut ,  dar. I-Iandelt es sich doch bekanntlich bei der Agar- 
pr~cipitationsmethode, die ja nur bei Anwesenheit yon pr~cipitierenden Ak. 
m6glich ist, um ein sehr geeignetes Verfahren, um die Einzahl - -  als Ausdruck 
der Itomogeniti~t - -  oder die Vielzahl - -  als Ausdruck der Heterogeniti~t - -  yon 
antigenen Determinanten innerhalb eines Ag. durch die Einzahl- oder Vielzahl 
der Priicipitatlinien zu bestimmen. Zur Klarifizierung der Antigenit~t sind ~ r  
deshalb auf indirekte Methoden angewiesen. 

So kann auf Grund des Ergebnisses bei dem Ossermanschen doppelten Ds 
fusionssystem der immunoelektrophoretischen Analyse yore Verbrennungs- (Iso- 
oder Auto=) Ag. ausgesagt werden, dal~ in den yon uns als Ag. verwandten Ex- 
traktl6sungen reichliche Serumeiweii~k6rper, z .B.  Albumin, Transferrin und 
7-Globulin sich befinden. Darfiber hinaus mfissen abet die ExtraktlSsungen 
noch GewebseiweiBe enthalten. I-Iierffir spricht der Ausfall der immunohisto- 
logischen Untersuchungsmethode. Konnte doeh mit der Methode yon CooNs 
und KAPL• wahrscheinlich gemacht werden, dab Antik6rper nach Verbrennung 
gegen die Wandungen kleiner Blutge~l~e und besonders die der Capillaren in 
den Lungen und ~qierenkSrperchen gerichtet sind. Sieherlich stammt aber der 
prim~re antigene Impuls bei einer solchen Ausrichtung der Antik6rper nicht 
etwa yon den Wandungen der Lungencapillaren, die ja doch primi~r dutch die 
Verbrennung in unseren Versuchen nicht gesch~digt worden waren. Vielmehr 
muB die antigene Stimulierung in den kleinen Gef~Ben der verbrannten Haut  zu 
suchen sein. Eine so]che, gewissermaBen gekreuzte t teaktion zwischen Ak., die 
primgr etwa gegen Hautcapillaren gerichtet sind, mit hautfernen Capillaren ist 
uns im fibertragenen Sinne yon der experimentellen Glomerulitis gels (I~O- 
THW~ und SA~R~). Richten sich doch die ffir die Erzeugung einer Masugi-I~e- 
phritis heterolog gewonnenen Ak. gegen Glomerulumschlingen der Niere auch 
gegen die Wandungen kleiner Blutgefi~Be etwa in Leber und Lunge. 

~aeh  diesen ~berlegungen wfirde also der Niederschlag der hier in Rede 
stehenden Verbrennungs-Ak. im Bereiche der Wandungen yon Organgefi~Ben 
der Kaninchen durehaus mit der Annahme vereinbar sein, dab nach Verbrennun- 
gen die Wandungen der kleinen Blutgefiil~e in den verbrannten Hautpart ien 
einen antigenen Charakter auf Grund der t t i tzedenaturierung ihres EiweiBes 
annehmen kSnnen. Mit diesen Beobaehtungen und ~berlegungen ist jedoch die 
Frage nach den einzelnen antigenen Substraten bei der Verbrennungsimmuno- 
logie in keiner Weise endgfiltig gekli~rt; sie bleibt Ziel weiterer Untersuchungen 
[s. a. J E A ~ J n ~  und S~Ho~A~r (1962), S~O~A~T (1962)]. 

Unsere Untersuchungen waren nun vornehmlich mit dem Gedanken begonnen 
worden zu kli~ren, inwieweit Ak. nach Verbrennung in der Lage sein kbnnen, 
Gewebe zu sch~digen, d. h. also, ira l~ahmen eines immunopathologischen Ge- 
schehens einen cytotoxischen Effekt auszul5sen. Tats~chlich konnten weniger 
bei allen mit Verbrennungs-Iso-Ag. behandelten (s. VersuehsgruppeI) K a -  
ninchen, aber deutlich versti~rkt bei - -  12 yon 15 iiberlebenden - -  Kaninchen 
naeh Verbrennung ihrer eigenen Haut  (s. Versuchsgruppe II) rundzellige Infil- 
tration der Lungensepten - -  etwa ira Sinne einer interstitiellen Pneumonie - -  
gefunden werden. Augerdem zeigten dann gleichzeitig die Glomerula der Nieren 
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eine Zellvermehrung recht blutleerer Schlingen wie bei einer Glomeruhtis. 
Dabei hat te  nun die immunohistologische Methode nach Coo~s und KAPLAN es 
wahrscheinlich gemacht, alas AntikSrper gegen verbrannte Haut  sieh dort, d. h. 
im Bereiche der Capillarwandungen in den intraalveol/~ren Septen der Lunge 
und der Wandungen yon Glomerulumsehlingen in den Nieren, besonders reichlieh 
niedergesehlagen batten. Damit w0rde eine ausgesprochene Kongruenz der 
Befunde vorliegen, d. h. auf die Stelle des offenbar st/~rksten AntikSrpernJeder- 
schlages im Gewebe waren die wesentliehen krankhaften Ver~nderungen bei den 
Versuchstieren beschr~nkt. Ein bevorzugter Befall yon LungeneapJllaren und 
Glomerulumschlingen w~rde im tibrigen bei der starken Durehblutung dieser 
capillarreichen Gebiete durehaus einleuehten. Betraehtet  man welter die geschil- 
derten Ver/~nderungen bei den Versuchstieren fin einzelnen, so sind sie zwar am 
st~rksten bei den Tieren der Versuehsgruppe, die eine Eigenverbrennung 0berlebt 
hatten, jedoch stets unabh/ingig in ihrer Auspr/~gung yon der TiterhShe der 
serologischen Reaktionen, um allerdings bei den Kontrollversuehen - -  mit 
ihren negativen serologischen l~esultaten - -  zu fehlen. 

t0fir die krankhaften Ver~nderungen in den Lungen und Nieren mul~ einst- 
weilen die Frage often bleiben, ob sie rfiekbildungsf/ihige Erseheinungen oder den 
Beginn einer ehronisehen Erkrankung darstellen. FOr die R~ickbildungsfahigkeit 
sprieht, da$ eine chronische Glomeruhtis nach Verbrennung bei Menschen 
relativ selten, eine interstitielle Pneumonie kaum bekannt werden. Wohl hat auf 
Glomerulumver~nderungen bei Sp/~ttodesf/fllen nach Verbrennung bereits 1940 
Z~ c r :  (I. e. S. 220) hingewiesen; so stammen als Beispiel die yon ihm in Abb. 41 
(1. c. S. 114) gezeigten Glomerulumschs yon einem Patienten, der nicht akut, 
sondern erst am 29. Tug nach Verbrennung verstorben war; in einer solehen Zeit 
kSnnten sehr wohl Auto-Ak. gegen Verbrennungs-Auto-Ag. bereits gebildet 
und pathogenetiseh wirksam geworden sein. 

Das durchaus nieht obligate Auftreten einer Gewebsseh~digung, wie hier der 
Glomerulitis nach Verbrennung, trotz Anwesenheit yon spezifischen, gegebenen- 
fulls also cytotoxisehen Ak. ist yon anderen sog. auto-allergischen Erkrankungen 
des Mensehen geniigend bekannt. So kennen wir for die Sehilddriise zahlreiche 
F~lle, bei denen hohe AntikSrpertiter gegen Sehilddr~iseneiwei~ vorliegen; und 
dennoch lassen sich weder kliniseh noeh pathologisch-anatomisch Anhaltspunkte 
f/Jr einen wesentlichen krankhaften Sehilddrfisenbefund erheben (s. HILL). Im 
gleiehen Sinne sprechen for die Verbrennungskrankheit aueh die Untersuchungs- 
ergebnisse yon KVSKO (1961); Kvsxo  konnte n/~mlich nach Verbrennung bei 
Menschen Auto-Ak. gegen Erythrocyten mittels des indirekten Coombs-Testes 
naehwe~sen; gleiehzeitig bestand bei diesen Patienten aber keine h/~molytische 
An/~mie. 

Damit mfindet das Problem der bier in Rede stehenden, f~r den Menschen 
offenbar nut  fakultativ cytotoxischen Verbrennungsantik6rper in das der gegen 
Gewebe gerichteten Auto-Antik6rper fiberhaupt. Bis heu~e ist dieses Problem 
keinesfalls gekl/~rt (G~tBA~, WI~BSK-~); zu seiner Abkl/~rung for die Ver- 
brennungskrankheit w~re es n~tzlieh, eine grol3e Anzahl menschlicher Sp~t- 
todesf/~lle naeh Verbrennung auf spezifische Auto-Ak. zu untersuchen und dabei 
betont etwa auf Lungen- und Nierenver/~nderungen zu achten. Sollten sieh dabei 
such reiehliehe Auto-Ak.-Titer bei Fehlen yon Organver/~nderungen nachweisen 

6* 
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lassen, so k6nnten sich als eine m6gliche Erkli~rung dieses Problems kfirzlich yon 
I-IAFERKAMP (1, 2, 3, 5) angegebene Befunde ffir die Immunopathologie der 
Schilddriise und der Speicheldrfise anbieten. HAFERKAMP konnte ni~mhch fest- 
ste]len, dal3 - -  allerdings heterolog gewonnene - -  Ak. gegen Rattenspeiehel- 
driiseneiweiG nach ihrer i .v .-Injekt ion keine krankhafte Sch~digung dieser 
Organe bedingten. Injizicrte man aber nach einer solchen Ak.-Injektion 24 Std 
sparer entweder das zugeh6rige Ag., d .h .  cinen Ext rak t  aus diesen 0rganen, 
oder aber ein Fremdeiweil~, so waren bis zum 21. Tage, an denen die Tiere get6tet 
worden waren, wesentliche krankhafte Veri~nderungen in Speieheldrfisen bzw. 
Schilddrfisen nachweisbar. 

MSglieherweise spielen ~hnliche, zus~tzliehe Momente ffir die pathogene 
Wirksamkeit yon Verbrennungs-Ak. einc Rolle. Wenn auch in der Niere allein 
mit spezifischen - -  heterologen - -  Ak. - -  in einem sog. nephrotoxisehen Serum - -  
eine Glomerulumsch~digung, d. h. eine Nephritis (MAsuGI) erzeugt werden kann, 
so hat doeh LETTERER darauf hingewiesen, dal~ das Modell der Masugi-Nephritis 
mit seinen hetero]ogcn Ak. nicht in der Lage ist, uns restlos die Entstehung einer 
Glomerulonephritis als Folge einer spezifischen Auto-Ak.-Einwirkung zu erkl~tren; 
ist doch u. U. ein heterologes, artfremdes y-Globulin, das fiberhaupt keine Anti- 
kSrper gegen Nierengewebe enths allein sehon in der Lage, eine Nephritis zu 
erzeugen (MORE u. WAVG~). 

Uberblickt man nun abschliegend die vortiegenden tierexperimentellen 
Befunde und setzt sie in Vergleich mit der menschlichen Pathologie und hier ins- 
besondere mit dem eingangs zitierten, yon ttAFE~KAM~ (4) beschriebenen Fall 
eines 17jghrigen Jungen, der lX/2 Jahre nach einer nicht abheilenden Haut- 
verbrennung hei serologisch und immunohistologisch nachzuweisenden Ver- 
brennungs-Ak, an einer chronischen Periglomerulitis verstirbt - -  einem Er- 
krankungsbild, das stets hSchst verdi~chtig auf eine Entstehung im Rahmen eines 
immunopathologischen Geschehens ist (Literatur s. BXCKER) - - ,  SO mul~ vorerst 
vor einer Transfusion yon Verbrennungs-l%ekonvalcszentenserum auf frisch Ver- 
brannte gewarnt werden. Besteht doch sonst durchaus die M6glichkeit, da$ 
durch diese ~bertragung zusi~tzliche Verbrennungsantik6rper mit einer - -  
zumindest fraglichen, fakultativen oder partiellen - -  cytotoxischen Potenz 
fibe~ransfundiert werden. Damit wi~re abet eine solche Immuntherapic nicht 
nur wegen Erfolglosigkeit [s. KOSLOWSKI (2) 1963] vorerst abzulehnen. Dies 
schlieSt jedoch kcinesfalls aus, da$ weitere immunopathologische Untersuchungen 
nicht doch die Brauchbarkeit einer Immuntherapie etwa in den ersten Tagen 
nach einer Verbrennung zur ~ixierung der akut ira Blute kreisenden sog. Vcr- 
brennungstoxine rechtfertigen. Darfiber hinaus mfil~ten zus~tzliche Unter- 
suchungen mit weitgehend gereinigten spezifisehen Antik6rpern nach Ver- 
brennungen eine tatsiichliche eytotoxisehe Wirkung dicser AntikSrper beweisen, 
die bisher nur durch den Kongruenzbe~und wahrscheinlich ist, indem auf die 
Stelle des offenbar sti~rksten AntikSrperniederschlages im Gewebe die wesent- 
lichen krankhaften Ver~nderungen bei unseren Versuchstieren beschri~nkt waren. 

Zusammenfassung 
Nach vorliegenden Untersuchungen erscheint die Berechtigung zu immuno- 

pathologischen l~berlegungen ffir die Verbrennungskrankheit durchaus gegeben 
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zu sein, da nach einer Hautverbrennung serologisch naehweisbare Antik6rper 
offenbar besonders stark gegen die Wandungen kleinerer Blutgef/~f~e gerichtet 
sind und damit in stark durchbluteten und capillarreichen Organen (Nieren, 
Lungen) die Entstehung yon schoekunabh/~ngigen Verbrennungssch/~den ein- 
leiten k6nnen. Diese immuno-pathologisehen ~berlegungen ftir die Verbrennungs- 
krankheit stellen ein Teilproblem der Immunopathologie fiberhaupt dar, das als 
Ganzes bis heute noch keinesfalls gekl/irt ist. Die bisher vorliegenden immuno- 
pathologischen Befunde gestatten es vorerst nicht, eine Immuntherapie der 
Verbrennungskrankheit mit Rekonvaleszentenserum yon Verbrannten zu befiir- 
worten. 

Experimental Studies on the Pathogenetic hnportance 
of Specific Iso- and Auto-antibodies after Injury by Burns 

Summary 
From the studies presented here it seems justified to regard some of the 

systemic effects of burns to be of immunopathologie nature. After cutaneous 
burns antibodies may be detected serologieally which are directed especially 
against the walls of small blood vessels; in well vaseularized organs (kidneys, 
lungs), these antibodies may produce injury independent of shock. These con- 
siderations of the immunopathologic nature of the post-burn illness represent 
only a part of the entire problem of immunopathology which to date remains 
incompletely understood. The immunopathologic results presented here, however, 
do not permit one to advocate using convalescent serum from burned patients 
for the immune therapy of the post-burn illness. 
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