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Immunopathologiseche Untersuchungen
an der Harderschen Driise der Ratte*

Von
H. Scairer und M. HENRIQUEZ
Mit 5 Textabbildungen
( Bingegangen am 22. August 1964)

Nach Behandlung mit einem wifBrigen Extrakt aus der intraorbitalen Harder-
schen Rattendriise und Freundschem Adjuvans zeigen Ratten in ihren Harder-
schen Drisen entziindliche und regressive Verdnderungen (HeNrIQUEZ), die
etwa mit den Schilddriisenverdnderungen bei einer autoantikérperbedingten
Thyreoiditis vergleichbar sind, zumal bei diesen Ratten auch serologisch und
immunohistologisch spezifische Antikoérper gegen die Harderschen Driisen nach-
gewiesen werden konnten. Es galt also, die Wirksamkeit solcher Antikérper
fur die Hardersche Driise naher zu untersuchen. Als Modell bot sich dazu die
Versuchsanordnung an, wie sie von Harprramp fir die Speicheldriise und die
Schilddriise der Ratte verwendet worden ist. Durch die alleinige Behandlung
gesunder Ratten mit Immunoglobulinen, welche heterologe Antikérper gegen
die Speicheldriisen oder Schilddriisen dieser Tiere enthalten, gelingt es nicht,
die Speicheldriise und die Schilddriise der Ratten sichtbar zu schéddigen; erst
24 Std spéter injiziertes Antigen, d.h. nachinjizierter wéBriger Extrakt aus
Rattenspeicheldriisen bzw. Rattenschilddriisen oder Fremdeiweill ist in der
Lage, in den erwahnten Driisen regressive und entziindliche Verdnderungen
hervorzurufen. Diese Versuchsanordnung galt es also auf die Hardersche Driise
anzuwenden.

A. Methodik

Als Antikorperspender standen drei weibliche Hauskaninchen im Alter von 1/, Jahr und
von 2—2,5kg Gewicht zur Verfiigung. Hundert Ratten beiderlei Geschlechts dienten als
Antigenspender (intraorbitale Hardersche Driise) und Antikérperempfinger.

1. Herstellung und Gewinnung von Kaninchen-Immunoglobulinen mit heterologen
Antikorpern gegen einen wifirigen Extraki aus der Harderschen Driise der Ralte

1. Herstellung des wiiBrigen Extraktes aus der Harderschen Driise. Um die Driise blut-
frei zu erhalten, wurden die narkotisierten Ratten solange mit physiologischer Kochsalz-
I6sung durch eine in die Aorta eingefithrte Kaniile durchstrémt, bis aus der eréffneten Vena
cava an Stelle von Blut klare Kochsalzlosung ausfloB. Die herauspriaparierte intraorbitale
Hardersche Driise wurde dann unter sterilen Bedingungen zermérsert und mit dem gleichen
Gewichtsvolumen physiologischer Kochsalzlosung (pH 7,2) -— unter Zusatz eines Tropfens
0,25 %iger Phenollésung auf 50 cm® NaCl — versehen und zur Extraktion 24 Std bei +4°C
im Kiihlschrank aufbewahrt. Durch anschliefende Zentrifugierung (1000 U/min) konnte
ein zellfreier Uberstand mit einem Eiweifigehalt von 1.11 g-% gewonnen werden.

* Herrn Prof. Dr. Herwic HAMPERL zum 65. Geburtstage gewidmet. — Arbeit auf
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2, Sensibilisierung der Kaninchen mit Driisenextrakt., In den ersten 2 Wochen erhielten
die Tiere je zwei intramuskulire Injektionen von 0,1 und 0,2 ml Driisenextrakt, das zur
Steigerung der Antikérperbildung mit der gleichen Menge komplettemn Freundschem Adju-
vans vermischt worden war. In den folgenden 3 Wochen bekam jedes Tier in zweitdgigem
Abstand steigende Mengen Antigen intravends injiziert. Die Gesamtmenge des verabreichten
Extraktes betrug schlieBlich bei jedem Tier 1,7 ml, d.h. bei einer Konzentration der Antigen-
losung von etwa 1g-% 17 mg Driiseneiweill. 4 Wochen nach der letzten Antigeninjektion
wurden die Tiere getotet und das Serum steril gewonnen.

3. Serologischer Amtikirpernachweis. «} Die Komplementbindungsreaktion wurde nach
der von HENNESSEN beschriebenen und von Harerrame modifizierten Mikromethode aus-
gefithrt. Das zu testende Serum wurde stets in einer Verdiinnung von 1:5, das Antigen in
einer Verdiinnung von 1:200 verwendet. Verdiinnungsfliissickeit war in allen Féllen Veronal-
Puffer. Kontrollen: Bei der sog. Antigenkontrolle trat im Reaktionsablauf an Stelle des zu
testenden Serums ein Tropfen Veronal-Puffer, bei der Testserumkontrolle wurde das Antigen
durch Pufferlésung ersetzt. Um etwaige Normalantikérper im Kaninchenserum gegen die

Hardersche Driise der Ratte auszuschalten,

Tabelle reagierten bei der sog. Normalserumkontrolle

Komplementverdiimnungsreihe fiir Mikro-Kom- 20 Stelle der Testseren Seren von Kanin-

plementbindungsreaktion nach Huswmsspy  chen, die nicht mit Driisenextrakt immuni-
(gekiirzt). Faktor 1,4 siert worden waren.

- Ergebnis. Die drei immunisierten Kanin-

Stufe nﬁ@g}l&t Verdinnung chen wiesen in ihrem Serum einen Titer
N o, Komplement + Puffer mit einer partiell 16senden Komplementdosis
der Stufe 8 auf, die dem Verbrauch einer

10 28,9 0,3 40,74 14,8%igen Komplementlosung entspricht
9 20,6 0,24-1,15 (s. Tabelle). Doch zeigte sich auch bei der
8 14,8 0,24-1,16 Durchfiihrung der Kontrollen ein Komple-
7 10,5 0,2--1,70 mentverbrauch, und zwar bei Tier (1) bis
g ’;’i 8’%1{’32 zur Stufe 3, bei den Tieren (2) und (3) bis
4 3:8 Oz 14 2j50 zur Stufe 4. Der Vergleich des hdchsten
3 27 0,11-3,54 Komplementverbrauchs mit dem unspezi-
2 2,0 0,1--5,00 fischen Komplementverbrauch der Kon-
1 1,5 0,14-7,04 trollen ergab somit fiir Tier (1) einen Be-

wertungsquotienten von 8/3 (=2,6) bei den
Tieren (2) und (3), von 8/4 (=2) entsprechend dem Verbrauch einer 2,5 bzw. 2%igen
Komplementlosung.

by Agarpricipitationstest nach OUCHTERLONY in der Mikrogusfithrung nach SCHEIDEGGER
(genaue Ausfiihrung s. bei Hirzia oder bet HAFERKAMP. In das zentrale Loch wurden 0,005 ml
unverdiinnte oder 1:1 mit Puffer verdiinnte Antigenldsungen gegeben, in die kreisformig
angeordneten Locher im Uhrzeigersinn bei 12 Uhr beginnend erst 0,005 ml unverdiinntes
Testserum (Ak), in die nichsten Locher das gleiche Serum in einer Verdiinnung von 1:1,
1:10, 1:20, 1:40 und schlieBilich in das letzte Loch bei 10 Uhr in einer Verdiinnung von 1:80.

Ergebnis. Alle drei Kaninchen zeigten Précipitate mit nur geringen Unterschieden in
der Intensitit. Die stirksten Précipitate fanden sich bei unverdiinnter Antigenlésung und
unverdiimntem Serum. Bei einer Serumverdiinnung von. 1:80 waren keine Pricipitate mehr
zu erkennen (s. Abb. 1).

Das Ergebnis dieser serologischen Untersuchungen zeigte also, da$ sich bei den immuni-
sierten Kaninchen heterologe Antikorper gegen einen wéalirigen Extrakt aus der intraorbitalen
Harderschen Driise der Ratte gebildet hatten.

4. Gewinnung der antikérperhaltigen Immunoglobuline aus den Kaninchenseren unter
immunoelekirophoretisecher Kontrolle. Mit Hilfe der Immunoelektrophorese (GraBaRr) in
der Modifikation nach ScurDEGGER liefen sich die antikérperhaltigen Globuline im Bereich
der y-Globulinfraktion wahrscheinlich machen. HEs zeigte sich némlich in den Immuno-
elektrophoresediagrammen, bei denen ein kréftig pricipitierendes Antiserum vom Schaf
gegen die elektrophoretisch aufgetrennten Kaninchenseren diffundierte, eine deutliche Ab-
schwichung der y-Globulinpricipitatlinien, wenn diese Kaninchenseren mit ihrem spezifi-
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schen Antigen (Extrakt aus der Harderschen Drise der Ratte) vorher abgesittight worden
waren. (Genaue Technik s. bei HAFERKAMP.)

Die Gewinnung der so lokalisierten Immunoglobuline erfolgte durch chromatographische
Fraktionierung der Seren in der DEAE (Didthyl-Amino-Athyl)-Cellulosesiiule (s. bei BRAUN).
Als Elutionslosungen dienten folgende Pufferlésungen:

NaPO,-Putfer 0,005 m, pH 7,0 = Gradient 1
NaPO,-Putfer 0,02 m, pH 6,0 = Gradient 2
NaH,PO,-Puffer 0,056 m, pH 4,6 = Gradient 3
NaH,PO,-Puffer 0,1 m, pH 4,6 = Gradient 4
NaH,PO,-Puffer 0,3 m, pH 4,6 = Gradient 5

In den Fraktionen 1—13, die von
den Gradienten 1 und 2 eluiert
worden waren, stellte sich immuno-
elektrophoretisch reines 7-Globulin
aus den Kaninchenseren dar (siehe
Abb. 2), das auch tatsdchlich bei
einer Wiederholung des Agarpricipi-
tationstests (s. 3b) in einer 1%igen
Losung gegen das spezifische Antigen
(Extrakt aus der Harderschen Driise
der Ratte) die gleichen Précipi-
tate bildete wie das entsprechende
nicht aufgetrennte Serum. Bei der
weiteren Chromatographie der Seren
mit den Gradienten 3—5 18sten sich
die anderen Serumfraktionen (x- und
f-Globuline sowie Albumin) aus der
Cellulosestiule, die jedoch verworfen
wurden.

Abb. 1. Agar-Pricipitationstest (Ouchterlony). Im zentralen Loch unverdinnter wiBriger BExtrakt

aus der Harderschen Driise der Ratte. In den peripheren Léchern bei 12 Uhr beginnend unver-

diinntes, 1:1, 1:10, 1:20, 1:40, 1:80 verdiinntes Antiserum vom Xaninchen (1). Zwischen den
Lochern die Pracipitatlinie entsprechend der Reaktion zwischen Ak und Ag

Abb. 2. Immunoelektrophorese-Diagramm. Das mit dem Salzgradienten 1 aus der Cellulosesiule
eluierte reine y-Globulin reagiert nach seiner elektrophoretischen Wanderung kraftig mit dem aus
dem Spalt diffundierten Extrakt aus der Harderschen Driise der Ratte
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II. Behandlung gesunder Ratten mit heterologen Antikorpern gegen die intraorbitale
Hardersche Trinendriise der Ratte und der immunohistologische Antikirpernachweis
vm Driisengewebe

1. 44 gesunde Ratten erhielten intravends 0,9 ml der 1 g-%igen Immunoglobulinlésung.
24 Std spiter wurde bei 14 Tieren 0,1 ml Extraktlosung aus der Harderschen Driise, bei
10 Tieren 0,1 ml Hiihnereiklar und bei 10 Tieren 0,1 ml Tetanusserum vom Pferd nach-
injiziert. Die restlichen 10 Tiere erhielten keine Zweitinjektion. Kontrolle: 40 Ratten
wurden nach dem gleichen Schema behandelt nur mit dem Unterschied, dafl an Stelle
besagter Immunoglobuline eine - Globulinlosung nicht immunisierter Kaninchen verabreicht
wurde. Alle Tiere wurden am 21. Tag nach der 1. Injektion getétet und die intraorbitale
Hardersche Trénendriise zur Untersuchung entnommen.

2. Immunohistologischer Nachweis der injizierten heterologen Antikérper im Erfolgsorgan
(Hardersche Driise).

Kryostat-Schnitte von unfixierten Halften der Tréanendriisen wurden nach kurzer Fixation
(5 min) in Aceton oder Methanol 30 min mit Fluoresceinisothiocyanat markierten Anti-
kaninchenglobulinserum {iberschichtet.

Kontrolle: Uberschichtung der Sehnitte zunichst mit einem nicht markierten Anti-
kaninchenglobulinserum vom Schaf und dann erst nach griindlichem Spiilen mit dem mar-
kierten Antikaninchenglobulinserum (Kontrolle 1). Als Kontrolle 2 dienten die Versuchs-
tiere, die y-Globuline von Kaninchen ohne Antikérper gegen die Hardersche Driise der
Ratte erhalten hatten. Hierbei wurden die histologischen Schnitte von der Tridnendriise
nur mit dem markierten Antikaninchenglobulinserum vom Schaf éiberschichtet.

B. Ergebnis

Auf den Acini der Driisen ist eine diffuse gelbgriine Fluorescenz des markieren-
den Antikaninchenglobulinserums wahrzunehmen: Sie ist auf das Cytoplasma
der Zellen beschrinkt und 148t die Kerne frei (s. Abb. 3). Bei den Kontrollen
fehlte diese Fluorescenz (s. Abb. 4).

Dieses Ergebnis spricht also dafiir, dafl der beim Kaninchen erzeugte hetero-
loge Antikérper gegen einen Extrakt aus der Harderschen Driise sein Ziel, die
intraorbitale Triinendrise, erreicht und sich auf dem Cytoplasma der Zellen
niedergeschlagen hat.

Bei der Besprechung der histologischen Befunde konnten trotz unterschied-
licher Versuchsanordnung die Versuchstiere in zwei Gruppen eingeteilt werden,
da die wesentlichen Verdnderungen, die von Versuchstier zu Versuchstier nur
leicht in bezug auf Stirke und Ausdehnung wechselten, sich im allgemeinen in
einer Gruppe glichen. Zur ersten Gruppe gehoéren die Tiere, die nur spezifische
Immunoglobuline und keine Zweitinjektion erhalten hatten, sowie die Kontroll-
tiere, die Kaninchenglobuline ohne spezifische Antikérper — mit und ohne Zweit-
injektion — erhielten; zur zweiten Gruppe zédhlen die Ratten, die nach einer
intravendsen Gabe von Immunoglobulinen mit den spezifischen Antikérpern
24 Std spiter das spezifische Antigen (Trdnendriisenextrakt), Hithnereiklar oder
Tetanusserum vom Pferd erhalten hatten.

Bei den Tieren der ersten Gruppe lieBen sich makroskopisch wie auch mikro-
skopisch an den Trianendriisen keine krankhaften Verdnderungen nachweisen:
Die Driisen zeigten ihren charakteristischen Aufbau mit den fiir diese Tierart
in jungen Altersklassen typischen Varianten und Spontanverinderungen.

Dagegen war bei den Tieren der zweiten Gruppe schon makroskopisch eine
zwar leichte, jedoch deutlich zu erkennende 6demattse Schwellung der intra-
orbitalen Trianendriisen zu erkennen. In den histologischen Schnitten dieser
Organe zeigte sich bei Hamatoxylin-Eosin-Farbung folgendes Bild: Neben einer
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Abb. 3. Immunohistologischer Nachweis mit der Methode von CooNs und KAPLAN des gesunden

Ratten injizierten reinen Gamma-(Immun-)Globuling mit serologisch nachgewiesenen spezifischen

Antikérpern gegen die Hardersche Driise der Ratte mittels eines an Fluoresceinisothiocyanat ge-

koppelten Antikaninchenglobulingernims vom Schaf: Kriftige, im Priparat gelb-griine, in der Wieder-
gabe weillliche Fluorescenz der Driisenldppchen unter Freilassung der Kerne

Abb. 4. Immunohistologische Kontrolle. Vor der Hinwirkung des markierenden, an Fluorescenz-
farbstoff gekoppelten Antikaninchenglobulinserums wurde der Schnitt mit nicht markiertem Anti-
kaninchenglobulinserum vom Schaf tiberschichtet, so daB bei der nachfolgenden Einwirkung des
markierenden Antikaninchenglobulinserums das vorhandene Kaninchenglobulin auf den Driisen-
lappchen bereits abgeséttigt war: Deutlich abgeschwichte Fluorescenz auf den Driisenldppchen

odematosen Auflockerung des interstitiellen Bindegewebes weisen die Driisen-
lappchen in einigen Praparaten eine Homogenisierung des Cytoplasmas mit
Verlust der Zellgrenzen und der Acidophilie auf. In anderen Praparaten gehen
diese Veridnderungen weiter und es kommt zu Karyorhexis und Pyknose der
Zellkerne; das Interstitium ist leicht mit Lymphocyten und Plasmazellen durch-
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b ¥ d 4V - . -.‘
Abb. 5a u. b. Intraorbitale Hardersche Trinendriise der Ratte 21 Tage nach der Injektion von
y-Globulin mit spezifischen heterclogen Antikérpern gegen die Driise und nachfolgender Binverleibung
von Extrakt aus der Harderschen Driise (Ag). Hématoxylin-Eosin-Farbung. a Starke rundzellige
Infiltration im Interstitium bei regressiven Parenchymverdnderungen. Vergr. 185 x. b Bei stirkerer
VergroBerung (460 x ) sieht man Lymphocyten und Plasmazellen zwischen Driisen, deren Zellen sich
in Nekrobiose befinden (bei A)

setzt. Bei den schwersten Verdnderungen wird das histologische Bild von aus-
gedehnten Parenchymnekrosen mit Verlust der Driisenstruktur beherrscht. Ein
starkes Odem und dichte plasmacelluldre und lymphocytire Infiltrate mit ver-
einzelten eosinophilen Zellen sind besonders in der Nachbarschaft dieser Zell-
untergéinge zu finden. Die entstandenen Hohlrdume sind von eosinophilen Massen
und zahlreichen Kerntriimmern angefiillt (s. Abb. 5a und b). Es handelt sich
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also um regressive Parenchymverdnderungen mit einer ausgepridgten, nicht
eitrigen, interstitiellen Entziindung, die von Fall zu Fall bei vorliegender Ver-
suchsanordnung an Stédrke, jedoch nicht in ihrer charakteristischen Eigenart
variiert.

C. Besprechung

Entsprechend den vorliegenden Untersuchungsergebnissen scheint also die
intravendse Injektion von Immunoglobulinen mit heterologen Antikoérpern gegen
einen Gewebsextrakt aus der Glandula orbitalis interna der Ratte bei gesunden
Ratten diese Driisen bis zum 21. Tag nach Versuchsbeginn nicht wesentlich
krankhaft zu schidigen, obwohl immunohistologisch nachgewiesen werden konnte,
daB die Antikérper in der injizierten Immunoglobulinfraktion ihr Erfolgsorgan
erreicht hatten.

Dieses Ergebnis deckt sich mit den Untersuchungen von DonNiacH und Rorrr,
die nach Ubertragung von menschlichem Serum mit Antikdrpern gegen Schild-
driisengewebe auf Affen an deren Schilddriisen keine krankhaften Verdanderungen
erkennen konnten, auch wenn in vitro Affenschilddriisengewebe serologisch mit
dem menschlichen Serum reagierte. Auch konnten KErstine und PETITE die
passive Ubertragungsméglichkeit der experimentellen Polyneuritis durch spezifi-
sche humorale Antikérper nicht bestétigen.

Wir konnten jedoch durch eine 24 Std nach der Immunoglobulininjektion
— mit Antikérpern gegen die Hardersche Driise — verabreichte Antigengabe
(Driisenextrakt) oder sogar nur durch ein nachinjiziertes Fremdeiweill eine
regressive Parenchymschédigung mit einer nicht eitrigen Entziindung in der
intraorbitalen Trianendriise der Ratte hervorrufen.

Diese so erzeugten Verdnderungen an der Trdnendriise der Ratte sind ver-
gleichbar mit den immunopathologischen Untersuchungen von HAFERKAMP an
der Schild- und Speicheldriise der Ratte. Auch er konnte durch die Injektion
von spezifischen heterologen Antikérpern gegen Schild- und Speicheldriise der
Ratte nur in Verbindung mit dem nachinjizierten spezifischen Antigen (Schild-
oder Speicheldriisenextrakt) oder auch eines Fremdeiweifles regressive und —
allerdings leichtere — entziindliche Verdnderungen an den genannten Organen
der Ratte hervorrufen.

Das Auftreten einer Trénendrisenschiddigung bei der Nachinjektion von
Drasenextrakt 146t sich noch als Folge einer zweiten Antigen-Antikérperreaktion
zwischen dem zellstdndig gewordenen heterologen Antikérper und dem auf dem
Blutweg dorthin gelangten Antigen erkliren. So nehmen HEILMEYER und
MtrLER fir die Immunothyreciditis an, daB der Autoantikérper nur dann patho-
genetisch wirksam wird, wenn er aus irgendeinem Grunde mit dem Schilddriisen-
antigen (Thyreoglobulin) oder der Vorstufe dieses EiweiBes im Interstitium der
Schilddrise zur Reaktion gelangt. Dagegen ist die schidigende Wirkung an den
Tréanendriisen der Ratten durch die Nachinjektion von Fremdeiweil vorerst
noch voéllig unklar.

Zusammenfassung

Bei Kaninchen erzeugte Antikorper gegen einen Extrakt aus der intraorbitalen
Harderschen Tranendriise der Ratte (Antigen) wurden nach ihrem serologischen
Nachweis (Komplementbindungsreaktion, Agar-Pricipitationstest, Immuno-
elektrophorese) in der Zellulose-Tonen-Austausch-Chromatographie als y-Globulin-
fraktion (Immunoglobulinfraktion) isoliert und gesunden Ratten in dieser Frak-
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tion intravenods injiziert. Diese Ratten zeigten nach 21 Tagen keine Verdnderungen
an den Harderschen Driisen. Immunohistologisch (Cooxs und Karrax) konnte
dennoch nachgewiesen werden, daB diese Immunoglobuline die Driisen erreicht
hatten. Brst ein den antikérperhaltigen Immunoglobulinen 24 Std spéater nach-
injizierter Extrakt aus der Harderschen Driise (Antigen) oder auch nur ein nach-
injiziertes Fremdeiweill vermochte in den intraorbitalen Trinendriisen der Ratten
krankhafte Veréinderungen in Form von regressiven Parenchymschiaden mit
nicht eitriger Entziindung hervorzurufen.

Immunopathologic Studies of Harder’s Gland of the Raf
Summary

An extract of the intraorbital Harder’s gland of the rat was used as antigen
to produce antibodies in the rabbit. These antibodies were measured serologically
by complement fixation, agar-precipitation, and immuno-electrophoresis, then
isolated by cellulose ion-exchange chromatography as the -globulin fraction
(immune globulin fraction). The antibodies were then injected intravenously
into healthy rats. After 21 days these rats showed no changes in their Harder’s
glands. With the immuno-histologic method of Coons and Karrax it could
be shown, that the immune globulins had reached the glands. On the other
hand, an injection 24 hours later of an extract from the Harder’s gland (antigen)
which contained the immune globuling (antibody) or an injection merely of
foreign protein called forth pathologic changes in the intraorbital tear glands,
in the form of regressive parenchymal damage with non-suppurative inflammation.
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