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Die morphologischen  Veri~nderungen an  der  Leber ,  die bei  Sensibi l is ierung 
yon  K~ninchen  mi$ homologem Leberex~rak~ zusammen  mi~ F reundschen  
A d j u v a n t i e n  beobach te t  werden,  en t sprechen  auf Grund  yon  eigenen Unte r -  
suchungen  in Ube re in s t immung  m i t  ande ren  A u to re n  ( B w H ~  und  TxL, IsI~rl 
und  YAMAMOTO, NORKIN et  al. sowie ST]~rNE~ et al.) in gewisser Weise  dem Bfld 
de r  chronischen t tepa~i t i s  des Menschen.  Sie beschr/~nken sich al lerdings auf  eine 
In f i l t r a t i on  der  per iporgalen Fe lde r  mi t  mononucle/ t ren Elementen .  Leberzel l -  
nekrosen  und  eine st / i rkere Ak t iv i e rung  der  Kupffe rschen  Sternzel len ]assert sich 
im Mlgemeinen erst  nach  monate langer ,  in tens iver  Sensibi l is ierung nachweisen.  
J e d o c h  konn te  b ls lang ~ierexperimente] l  ein 0 b e r g a n g  in das  Bi ld  der  Cirrhose, 
wie sie die H u m a n p a t h o l o g i e  kennt ,  n ieh t  beobach te t  werden.  

Zielser unserer  Arbei~ war  es zu kli~ren, weleher  F r a k t i o n  der  Leberzel le  
die naehweisbaren  morphologisehen Ver/~nderungen im Sensibi l is ierungsversuch 
zuzuschre iben  sine[ bzw. welehe un~ersehiedlichen his tologisehen Bi lder  sich bei  
Sensibi l is ierung mi~ diesen verschiedenen Ant igenen  ergeben.  

Methodik 
Als Versuchstiere warden K~ninchen der Kreuzung Belgische Riesen und Kleinsilber 

~nit einem darchschnittlichen Gewicht yon 2500--3000 g verwendet. 
Als Antigen benutzten wir Zel]Jr~ktionen, die aus homologem Lebergewebe yon Kaninchen 

der gleichen Rasse gewonnen warden. Die Leber wurde naeh Entnahme mit physiologischer 
KochsalzlSsung darchgespfilt, his die aus den Gef~l~en herausfliel~ende Flfissigkeit bhtfrei  
war. Nach Zerkleinernng des Organs mit der Schere und Beseitigung gr5berer Bindegewebs- 
anteile wurde die Leber durch ein Perlonsieb gepreBt. Der gewonnene Leberbrei warde mit 
0,88 m Sucrosel5sung im Verh~Lltnis 1:9 verdiinnt und mit ~ilfe eines Potter-Elvehjem- 
Glashomogenisators bei ~-4~ homogenisiert. Die Gewinnung der Zellfraktionen erfo]gte 
naeh dem yon S c ~ E I D ~  und HOGE~oo~ angegebenen Verfahren mittels Zentrffugation 
in der pr~parativen Ultrazentri~uge. Zun~chst warden bei 3000 rpm die ZeIlkerne sowie die 
unverletzten Ze]len ~bgetrennt. Nach mehrfacher, erneuter Zentrifugation in hypertonischer 
SucroselSsung warde die Kern/raIction ~uf ihren Reinheitsgr~d lichtmikroskopisch nach 
F~rbung mit H~matoxylin-Eosin untersucht. ])abei konnten intakte Zellen nicht mehr 
gefunden werden; es konnten jedoch neben den Zellkernen und Kerntriimmem Verunreini- 
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gungen durch ver]dumpte Mitochondrien nachgewiesen werden. Die iiberstehende Fliissigkei~ 
und die Waschfliissigkeit warden anschlieBend 30 rain bei 30000 rpm in einer pr~parativen 
Ultrazentrifuge bei d-4~ zentrifugiert. Die ]dare iiberstehende Fliissigkeit (Cytoplasma- 
]raktion) wurde abgehebert, der braune und der dariiberliegende weiBe Riicks~and, der im 
wesentlichen der Mitochondrien-Mikrosomen/ralction entsprach, zweimal mit SucroselSsung 
gewaschon und anschlieSend elektronenmikroskopisch auf Verunreinigungen untersucht 1. 
Neben Mitochondrien und Mikrosomen konnten dabei Verunreinigungen der Fraktion durch 
Kerntriimmer nachgewiesen werden. 

Die Sensibilisierung mit den so gewonnenen Fraktionen wurde nach folgendem Schema 
vorgenommen: 

1. Drei Tiere der Gruppe A erhielten in wSchentlichem Abstand insgesamt sieben Injektio- 
non zu 0,5 ml Kern/raktion intravenSs und 2 m] Kernfraktion zusammen mit )u 
Adjuvans (im Verhaltnis 1 : 10) subcutan injiziert; die achte Injektion erfolgte in dreiwSchigem 
Abstand vonder  vorangegangenen. 

2. Vier Tiere der Gruppe B erhielten in w6chentlichem Abstand insgesamt sieben Injektio- 
hen zu 0,5 ml Cytoplasma/ra~tion intraven6s und 4 ml Cytoplasmafrak~ion zusammen mit 
Freundschem Adjuvans (im Verhaltnis 1:10) subcutan injiziert. 

3. Vier Tieren der Gruppo C wurden ebenfalls im Abstand yon einer Woche insgesamt 
sieben Injektionen zu 0,5 ml Mitochondrien-Mikrosomen/raktion intravenSs und 2 ml Mito- 
chondrien-Mikrosomenfraktion zusammen mit Freundschem Adjuvans (im Verh~ltnis 1:10) 
subcutan appliziert. 

4. Vier Tieren der Gruppe D wurden im Abstand yon einer Woche insgesamt sieben Injek- 
tionen zu 0,5 ml Gesamtextrakt intraven6s und 2 ml Gesamtextrakt zusammen mit Freund- 
schem Adjuvans (ira Verhgltnis 1:10) subcu~an verabreicht. 

Zetm Tage nach der letzten Injektion wurden die Tiere getStet und die Organe (Leber, 
Milz und Niere) entnommen. Die Organe wurden zunachst auf makroskopische Ver~nde- 
rungen untersucht. Zur Beurteflung morphologischer Ver~nderungen wurden histologische 
Schnitte der Lcbelm angefertigt und diese nach Hamatoxylin-Eosin-Farbung mikroskopisch 
beurteilt 2. 

Ergebnisse 
Bei  his tologiseher  Beur te i lung  der  Leber  yon  Tieren,  die mi t  G e s a m t e x t r a k t  

sensibilisier~ wurden  (Gruppe  D), konn ten  Parenchymzel lnekrosen ,  S~ernzell- 
knStchen  und  Gal lengangsregenera te  beobaeh te t  werden ;  regelm~l~ig war  aueh 
eine mass ive  In f i l t r a t i on  der  pe r ipo r t a l en  Fo lder  mi t  mononucle/~ren Zellen 
nachzuweisen  (Abb. 1). Bei  den mi~ K e r n f r a k t i o n  sensibi l is ier ten Tieren (Gruppe  A) 
l ieSen s ich keine morphologisehen  Verhnderungen  an  der  Leber  naehweisen.  Es 
fiel lediglich eine t rf ibe SchweLlung der  Pa renehymze l l en  auf. Nekrosen,  Ver- 
mehrung  der  Kupf fe r schen  Sternzel len sowie eine zellige In f i l t r a t i on  der  per ipor -  
t a len  Fo lder  fehlten.  

Der  his tologische Befund  bei  den  mi t  de r  Cy top la smaf rak t ion  sensibi l is ier ten 
Tieren (Gruppe  B) en t sp rach  im wesent l ichen dem der  Gruppe  D (mit  Gesamt-  
e x t r a k t  behande l t e  Tiere).  Die Veranderungen  waren  im a l lgemeinen jedoch 
e~was ger inger  ausgeprag t  (Abb. 2). Re l a t i v  geringe Veranderungen  w~rden bei  
don Tieren der  Gruppe  C (Sensibi l is ierung mi t  der  Mi~ochondrien-M~krosomen- 

Herrn Prof. Dr. M. K~OR~, Direktor des Hygienisch-Bakteriologischen Instituts der 
Universitgt Erlangen-I~iirnberg, dfirfen wir an dieser Stelle ffir sein liebenswiirdiges Ent- 
gegenkommen bel der elektronenmikroskopischer~ Beurteflung der Mi~ochondrien-Mikro- 
somenfraktion danken. 

2 Fiir dig liebenswLirdige Beurteilung der histologischen Praparate sei Herrn Prof. Dr. 
E. Mt)LL~, Direktor dos Pathologischen Instituts der Universitat Erlangen-Niirnberg und 
Herrn Prof. Dr. K. E~,sm]~R yore P~thologischen Institut der Universitat Erlangen-lN~iirnberg 
gedankt. 



360 F. SCttEIFF• H. WAI~NATZ und W. NIEDERER: 

Abb. 1. Leberver~nderungen nach Sensibilisierung mit  homologem Lebergesamtextrakt  

Abb. 2. LeberyerStnderungen nach Sensibilisierung mit  Cytoglasmafraktion 

fraktion) beobachtet.  Hier fiel lediglich eine m~Bige Infiltration der periportalen 
Felder mit  mononuele~ren Zellen auf. Nekrosen der Leberparenehymzellen, 
Sternzellkn6tehen und Gallengangsregenerate fehlten. In  keiner der Un~er- 
suchungsgruppen land sich eine nennenswerte Bindegewebsvermehrung. 
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Diskussion 

Aus den mitgeteiRen Ergebnissen geht hervor, dab auf dem Wege fiber eine 
langfristige Sensibilisierung mit homologem Lebergesamtextrakt das morpho- 
logische Bild der chronischen Hepatitis im Tierexperiment erzeugt werden kann. 
Da bei Sensibilisierung mR homologen Leberzellfraktionen nur die Tiere, die 
mit der Cy~oplasmafraktion behandeR worden waren, ghnliche Vergnderungen 
zeigten, wie sie bei den Tieren der Gruppe D (mR Lebergesamtextrakt sensibili- 
siert) beobaehtet wurden, mn6 angenommen werden, dab die morphologisehen 
Vergnderungen bei Sensibilisierung mit homologem Leberextrakt in erster Linie 
der antigenen WirksamkeR der Cytoplasmafraktion zuzuordnen sind. Allerdings 
liel3 sieh aueh bei den Gruppen B und. D hie eine nennenswerte Fibrose als Zeiehen 
eines [Tberganges in eine Cirrhose naehweisen. Verlaufsbeobachtungen zeigen 
vielmehr, da$ die besehriebenen morphologisehen Vergnderungen nach Beendi- 
gung der Sensibilisierung nieht autonom fortsehreiten, sondern im wesentliehen 
reversibel sind. Daffir spreehen aueh die Beobachtungen an vier Tieren (zwei 
der Gruppe C und je eins der Gruppe 13 und D), die wghrend der Sensibili- 
sierung unter den Zeichen einer fortsebreitenden Kaehexie starben; diese zeigten 
makroskopiseh und mikroskopisch die gleichen Vergnderungen der Leber, wie 
sie ffir die fibrigen Tiere der entspreehenden Gruppen besehrieben wurden. Aueh 
bei diesen Tieren fund sieh f/ir einen cirrhotisehen Umbau der Leber kein Anhalts- 
punkt. Allerdings ist in Betraeht zu ziehen, dab m6glicherweise bei genfigend 
langer Fortsetzung der Sensibilisierungsversuche eine bindegewebige Umwand- 
lung der Leber eintreten k6nnte. 

Die Versuehsergebnisse der Gruppe A und C spreehen daffir, dal~ der leber- 
pathogene Effekt bei Sensibilisierung mit homologem Lebergewebsantigen nioht 
yon der Kernfraktion ausgeht und ebensowenig dureh die Mitoehondrien-Mikro- 
somenfraktion das Bild der ehronisehen Hepatitis erzeugt werden kann. Die 
Befunde stimmen mit den Beobaohtungen yon POLLAIZ et al. sowie VOOT fiberein, 
die naeh Sensibilisierung mit der Leberzellkernfraktion ebenfalls keine wesentliehe 
Vergnderung naehweisen konnten. F/ir die Beurteilung der Ergebnisse bei diesen 
beiden Gruppen ist die Prfifung der l~einheit der subeellulgren Elemente tier 
Leberzellfraktionen yon besonderer Bedeutung. Da die Kernfraktion Ver- 
unreinigungen mit verklumpten Mitoohondrien zeigte und aueh bei der Mito- 
chondrienfraktion Kernbruehs*fieke naehweisbar waren, mulRen bei beiden 
Gruppen ghnliehe histologische Vergnderungen erwartet werden, was die Ergeb- 
nisse aueh bestgtigten. 

Die mitge~eilten Untersuehungsergebnisse sind sehliel~lieh aueh ffir die Frage 
yon Bedeutung, welehen Einflu6 das Freundsehe Adjuvans auf die Leber- 
vergnderungen bei Sensibilisierung mR homologem Leberextrakt besitzen. Ein 
wesentlicher Einflu8 des Freundsehen Adjuvans seheidet bei unseren Versuehen 
aus; es wurde bei sgmtliehen Versuehstiergruppen Freundsehes Adjuvans in 
gleieher Menge und in der gleiehen zeRliehen Verteilung angewendet. Die Ergeb- 
nisse, die deutliehe Untersehiede je naoh verwendetem Antigen erkennen lassen, 
stehen im Gegensatz zur Ansich* anderer Autoren (JAI~IEL et al., LAI;F~I~ et al., 
NOl~I~IX et al. sowie ST~I~I~ et al.), die Lebervergnderungen nach Behandlung 
mit homologem Leberantigen zusammen mit Freundschem Adjnvans nieht als 
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Folge eines spezifischen ScnsibiHsicrungseffektes ansehen, sondern als Ausdruck 
einer unspezifischen Reaktion anf das Freundsche Adjuvans werten. 

Tierexperimentellc Untcrsuchungen anderer Autoren fiber Sensibflisierung 
mit  Lebcrzellfraktionen sind in der einschl/igigen Literatur  nur selten zu linden. 
Auch VoGT konnte bei Bchandlung mit  heterologer Mitochondrien- und Kern- 
fraktion keine leberspezifischen Ver/indcrungen an der l~a%enleber erzeugen. 
Allerdings beobachtete er auch bei Sensibilisierung mit  heterologer Cytoplasma- 
fraktion keine geweblichen Ver/~nderungen an der Lcbcr. 

Zusammenfassung 

Die bei langzeitiger Sensibilisierung von Kaninchcn mit homologem Leber- 
gesamtextrakt  beobachteten morphologischcn Lcbcrveri~nderungen (Infiltration 
der periportalen Felder, Aktivierung der Kupfferschen Sternzellen, Lcbcrzcll- 
nekrosen) sind im wesentlichen auf die antigene Wirksamkeit  der Cytoplasma- 
fraktion zurfickznffihren. Bei Sensibilisierung mit  homologer Mikrosomen-Mito- 
chondrienfraktion sind die Ver/inderungen wesentHch gcringer ausgepr~gt. Bei 
Behandlung mit  homologcr Leberparenchymzellkernfraktion konnten keine 
wesentlichen morphologischcn Ver/inderungen nachgewiesen werden. 

Experimental Investigations in Animals on the Pathogenesis 
of Chronic Hepatitis 

I. Morphologic Studies of the Liver after Sensitization with Fractious 
of Homologous Liver Cells 

Summary 
The morphologic changes in the liver (infiltrates in the peripor~al regions, 

hyperact ivi ty  of the yon Kupffer  cells, liver cell necroses) observed after prolonged 
sensitization of rabbits  with extracts of homologous whole liver are due primarily 
to the antigenic effect of the cytoplasmic fractions. With the sensitization with 
homologous microsomal-mitochondrial fractions, the changes are essentially less 
extensive. With the injections of homologous fractions of nuclei of hepatic 
parcnehymal cens no major  changes can be demonstrated. 
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