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Die morphologischen Verdnderungen an der Leber, die bei Sensibilisierung
von Kaninchen mit homologem Leberextrakt zusammen mit Freundschen
Adjuvantien beobachtet werden, entsprechen auf Grund von eigenen Unter-
suchungen in Ubereinstimmung mit anderen Autoren (BEHAR und Tax, IsHur
und YamamoTo, NORKIN et al. sowie STRINER et al.) in gewisser Weise dem Bild
der chronischen Hepatitis des Menschen. Sie beschrinken sich allerdings auf eine
Infiltration der periportalen Felder mit mononucledren Elementen. Leberzell-
nekrosen und eine stirkere Aktivierung der Kupfferschen Sternzellen lassen sich
im allgemeinen erst nach monatelanger, intensiver Sensibilisierung nachweisen.
Jedoch konnte bislang tierexperimentell ein Ubergang in das Bild der Cirrhose,
wie sie die Humanpathologie kennt, nicht beobachtet werden.

Zielsetzung unserer Arbeit war es zu kldren, welcher Fraktion der Leberzelle
die nachweisbaren morphologischen Verdnderungen im Sensibilisierungsversuch
zuzuschreiben sind. bzw. welche unterschiedlichen histologischen Bilder sich bei
Sensibilisierung mit diesen verschiedenen Antigenen ergeben.

Methodik

Als Versuchstiere wurden Kaninchen der Kreuzung Belgische Riesen und Kleinsilber
mit einem durchschnittlichen Gewicht von 2500—3000 g verwendet.

Als Antigen benutzten wir Zellfraktionen, die aus homologem Lebergewebe von Kaninchen
der gleichen Rasse gewonnen wurden. Die Leber wurde nach Entnahme mit physiologischer
Kochsalzlosung durchgespiilt, bis die aus den GefiBen herausflieBende Fliissigkeit blutfrei
war. Nach Zerkleinerung des Organs mit der Schere und Beseitigung gréberer Bindegewebs-
anteile wurde die Leber durch ein Perlonsieb geprefit. Der gewonnene Leberbrei wurde mit
0,88 m Sucroselosung im Verhiltnis 1:9 verdiinnt und mit Hilfe eines Potter-Elvehjem-
Glashomogenisators bei +4°C homogenisiert. Die Gewinnung der Zellfraktionen erfolgte
nach dem von ScanEmER und HoceEroOoM angegebenen Verfahren mittels Zentrifugation
in der priparativen Ultrazentrifuge. Zunichst wurden bei 3000 rpm die Zellkerne sowie die
unverletzten Zellen abgetrennt. Nach mehrfacher, erneuter Zentrifugation in hypertonischer
Sucroselosung wurde die Kernfraktion auf ihren Reinheitsgrad lichtmikroskopisch nach
Firbung mit Himatoxylin-Eosin untersucht. Dabei konnten intakte Zellen nicht mehr
gefunden werden; es konnten jedoch neben den Zellkernen und Kerntriimmern Verunreini-
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gungen durch verklumpte Mitochondrien nachgewiesen werden. Die {iberstehende Flissigkeit
und die Waschfliissigkeit wurden anschlieBend 30 min bei 30000 rpm in einer préparativen
Ultrazentrifuge bei +4°C zentrifugiert. Die klare iiberstehende Flissigkeit (Cytoplasma-
fraktion) wurde abgehebert, der braune und der dariiberliegende weifle Riickstand, der im
wesentlichen der Mitochondrien-Mikrosomenfrakiion entsprach, zweimal mit Sucroselosung
gewaschen und anschliefend elektronenmikroskopisch auf Verunreinigungen untersuchtl.
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 woéchentlichem Abstand insgesamt sieben Injektio-
nen zu 0,5 ml Kernfraktion intravends und 2 ml Kernfraktion zusammen mit Freundschem
Adjuvans (im Verhiltnis 1:10) subcutan injiziert; die achte Injektion erfolgte in dreiwdchigem
Abstand von der vorangegangenen.

2. Vier Tiere der Gruppe B erhielten in wochentlichem Abstand insgesamt sieben Injektio-
nen zu 0,5 ml Cytoplasmafrakiion intravends und 4 ml Cytoplasmafraktion zusammen mit
Freundschem Adjuvans (im Verhéltnis 1:10) subcutan injiziert.

3. Vier Tieren der Gruppe C wurden ebenfalls im Abstand von einer Woche insgesamt
sieben Injektionen zu 0,5 ml Mitochondrien-Mikrosomenfraktion intravents und 2 ml Mito-
chondrien-Mikrosomenfraktion zusammen mit Freundschem Adjuvans (im Verhiltnis 1:10)
subcutan appliziert.

4. Vier Tieren der Gruppe D wurden im Abstand von einer Woche insgesamt sieben Injek-
tionen zu 0,5 ml Gesamtextrakt intravends und 2 ml Gesamtextrakt zusammen mit Freund-
schem Adjuvans (im Verhiltnis 1:10) subcutan verabreicht.

Zehn Tage nach der letzten Injektion wurden die Tiere getotet und die Organe (Leber,
Milz und Niere) entnommen. Die Organe wurden zundchst auf makroskopische Veridnde-
rungen untersucht. Zur Beurteilung morphologischer Verdnderungen wurden histologische
Schnitte der Lebern angefertigt und diese nach Himatoxylin-Eosin-Firbung mikroskopisch
beurteilt2.

Ergebnisse

Bei histologischer Beurteilung der Leber von Tieren, die mit Gesamtextrakt
sengibilisiert wurden (Gruppe D), konnten Parenchymzellnekrosen, Sternzell-
knétechen und Gallengangsregenerate beobachtet werden; regelmafig war auch
eine masgive Infiltration der periportalen Felder mit mononucledren Zellen
nachzuweisen (Abb. 1). Bei den mit Kernfraktion sensibilisierten Tieren (Gruppe A)
lieBen sich keine morphologischen Verdnderungen an der Leber nachweisen. Es
fiel lediglich eine tritbe Schwellung der Parenchymzellen auf. Nekrosen, Ver-
mehrung der Kupfferschen Sternzellen sowie eine zellige Infiltration der peripor-
talen Felder fehlten.

Der histologische Befund bei den mit der Cytoplasmafraktion sensibilisierten
Tieren (Gruppe B) entsprach im wesentlichen dem der Gruppe D (mit Gesamt-
extrakt behandelte Tiere). Die Veranderungen waren im allgemeinen jedoch
etwas geringer ausgepriagt (Abb. 2). Relativ geringe Verdnderungen wurden bei
den Tieren der Gruppe C (Sensibilisierung mit der Mitochondrien-Mikrosomen-

1 Herrn Prof. Dr. M. KxoRr, Direktor des Hygienisch-Bakteriologischen Instituts der
Universitidt Erlangen-Nirnberg, diirfen wir an dieser Stelle fiir sein liebenswiirdiges Ent-
gegenkommen bei der elektronenmikroskopischen Beurteilung der Mitochondrien-Mikro-
somenfraktion danken.

2 Fiir die liebenswiirdige Beurteilung der histologischen Priparate sei Herrn Prof. Dr.
E. MtLLER, Direktor des Pathologischen Instituts der Universitit Erlangen-Niirnberg und
Herrn Prof. Dr. K. ELsTER vom Pathologischen Institut der Universitit Erlangen-Niirnberg
gedankt.
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Abb. 2. Leberverdnderungen nach Sensibilisierung mit Cytoplasmafraktion

fraktion) beobachtet. Hier fiel lediglich eine maBige Infiltration der periportalen
Felder mit mononucledren Zellen auf. Nekrosen der Leberparenchymzellen,
Sternzellknétchen und Gallengangsregenerate fehlten. In keiner der Unter-
suchungsgruppen fand sich eine nennenswerte Bindegewebsvermehrung.
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Diskussion

Aus den mitgeteilten Ergebnissen geht hervor, dall auf dem Wege iiber eine
langfristige Semsibilisierung mit homologem Lebergesamtextrakt das morpho-
logische Bild der chronischen Hepatitis im Tierexperiment erzeugt werden kann.
Da bei Sensibilisierung mit homologen Leberzellfraktionen nur die Tiere, die
mit der Cytoplasmafraktion behandelt worden waren, dhnliche Veréinderungen
zeigten, wie sie bei den Tieren der Gruppe D (mit Lebergesamtextrakt sensibili-
siert) beobachtet wurden, muBl angenommen werden, daf die morphologischen
Verinderungen bei Sensibilisierung mit homologem Leberextrakt in erster Linie
der antigenen Wirksamkeit der Cytoplasmafraktion zuzuordnen sind. Allerdings
lieB sich auch bei den Gruppen B und. D nie eine nennenswerte Fibrose als Zeichen
eines Uberganges in eine Cirrhose nachweisen. Verlaufsbeobachtungen zeigen
vielmehr, daf die beschriebenen morphologischen Verdnderungen nach Beendi-
gung der Sensibilisierung nicht autonom fortschreiten, sondern im wesentlichen
reversibel sind. Dafiir sprechen auch die Beobachtungen an vier Tieren (zwei
der Gruppe C und je eins der Gruppe B und D), die wihrend der Sensibili-
sierung unter den Zeichen einer fortschreitenden Kachexie starben; diese zeigten
makroskopisch und mikroskopisch die gleichen Veranderungen der Leber, wie
sie fiir die {ibrigen Tiere der entsprechenden Gruppen beschrieben wurden. Auch
bei diesen Tieren fand sich fiir einen cirrhotischen Umbau der Leber kein Anhalts-
punkt. Allerdings ist in Betracht zu ziehen, dafl moglicherweise bei geniigend
langer Fortsetzung der Sensibilisierungsversuche eine bindegewebige Umwand-
lung der Leber eintreten kénnte.

Die Versuchsergebnisse der Gruppe A und C sprechen dafir, dafl der leber-
pathogene Effekt bei Sensibilisierung mit homologem Lebergewebsantigen nicht
von. der Kernfraktion ausgeht und ebensowenig durch die Mitochondrien-Mikro-
somenfraktion das Bild der chronischen Hepatitis erzeugt werden kann. Die
Befunde stimmen mit den Beobachtungen von Porrax et al. sowie Voar iiberein,
die nach Sensibilisierung mit der Leberzellkernfraktion ebenfalls keine wesentliche
Veranderung nachweisen konnten. Fir die Beurteilung der Ergebnisse bei diesen
beiden Gruppen ist die Priifung der Reinheit der subcelluliren Elemente der
Leberzellfraktionen von besonderer Bedeutung. Da die Kernfraktion Ver-
unreinigungen mit verklumpten Mitochondrien zeigte und auch bei der Mito-
chondrienfraktion Kernbruchstiicke nachweisbar waren, mufBten bei beiden
Gruppen dhnliche histologische Veréinderungen erwartet werden, was die Ergeb-
nisse auch bestétigten.

Die mitgeteilten Untersuchungsergebnisse sind schlieflich auch fiir die Frage
von Bedeutung, welchen EinfluB das Freundsche Adjuvans auf die Leber-
verdnderungen bei Sensibilisierung mit homologem Leberextrakt besitzen. Ein
wesentlicher Einflufl des Freundschen Adjuvans scheidet bei unseren Versuchen
aus; es wurde bei simtlichen Versuchstiergruppen Freundsches Adjuvans in
gleicher Menge und in der gleichen zeitlichen Verteilung angewendet. Die Ergeb-
nisse, die deutliche Unterschiede je nach verwendetem Antigen erkennen lassen,
stehen im Gegensatz zur Ansicht anderer Autoren (JaHTEL et al., LAUFER et al.,
Norgiv et al. sowie STEINER et al.), die Leberverdnderungen nach Behandlung
mit homologem Leberantigen zusammen mit Freundschem Adjuvans nicht als
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Folge eines spezifischen Sensibilisierungseffektes ansehen, sondern als Ausdruck
einer unspezifischen Reaktion auf das Freundsche Adjuvans werten.

Tierexperimentelle Untersuchungen anderer Autoren tiiber Sensibilisierung
mit Leberzellfraktionen sind in der einschligigen Literatur nur selten zu finden.
Auch Voot konnte bei Behandlung mit heterologer Mitochondrien- und Kern-
fraktion keine leberspezifischen Veridnderungen an der Rattenleber erzeugen.
Allerdings beobachtete er auch bei Sensibilisierung mit heterologer Cytoplasma-
fraktion keine geweblichen Verinderungen an der Leber.

Zusammenfassung

Die bei langzeitiger Sensibilisierung von Kaninchen mit homologem Leber-
gesamtextrakt beobachteten morphologischen Leberverinderungen (Infiltration
der periportalen Felder, Aktivierung der Kupfferschen Sternzellen, Leberzell-
nekrosen) sind im wesentlichen auf die antigene Wirksamkeit der Cytoplasma-
fraktion zuriickzufithren. Bei Sensibilisierung mit homologer Mikrosomen-Mito-
chondrienfraktion sind die Verdnderungen wesentlich geringer ausgeprigt. Bei
Behandlung mit homologer Leberparenchymzellkernfraktion konnten keine
wesentlichen morphologischen Verdnderungen nachgewiesen werden.

Experimental Investigations in Animals on the Pathogenesis
of Chronic Hepatitis
I. Morphologie Studies of the Liver after Sensitization with Fractions
of Homologous Liver Cells
Summary
The morphologic changes in the liver (infiltrates in the periportal regions,
hyperactivity of the von 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
parenchymal cells no major changes can be demonstrated.
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