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I n  frf iheren eigenen Un te r suchungen  und  bei  E x p e r i m e n t e n  andere r  A u to re n  
(ESTES, M]LLOT et  al. ,  W]~m, l~bers icht  bei  STEI~]~ e t a ] . )  konn t e n  nach  Sensibili-  
s ierung mi t  homologem Leberan t igen  im Tierversuch  z i rkul ierende A n t ik6 rpe r  
nachgewiesen werden.  Diese An t ikSrpe r  bes i tzen die Eigenschaf t ,  m i t  verschicde-  
nen  Bes tand te i l en  der  Leberze]le zu reagieren,  wic wir  in ~]uorescenzserologischen 
Un te r suchungcn  nachweisen konnten .  Da  es sich bei  dem ve rwende ten  Ant igen  
u m  L e b e r g e s a m t e x t r a k t e  hande l te ,  b]ieb die F rage  unbean twor t e t ,  welche sub- 
celluli~ren Bes tand te i l e  de r  Leberze]le an t igenwi rksam werden.  I n  unseren  t ier-  
exper imente l l en  Un te r suchungen  h~ben wir  deshalb  K a n i n c h e n  m i t  verschiedenen 
Leberze l l f rak t ionen  sensibi l is iert .  Zielsetzung unserer  Un te r suchungcn  war,  die 
Spezif i t s  de r  Ant iseren ,  die durch  Verwendung  e inhei t l icher  Ant igene  erzeugt  
wurden,  d u t c h  verg]eichende serologische und  immun-h is tochemische  Unte r -  
suchungen zu pr/~en.  

Methodik 
Die Sensibilisierung der Tiere erfolgte entsprechend den Angaben in Mitteilung I:  In 

der Gruploe A wurden drei Tiere mit Kernfr~ktion, in Gruppe B vier Tiere mit Cytoplasma- 
fr~ktion, in Gruppe Cvier  Tiere mit Mitoehondrien-Mikrosomenfr~ktion und in Gruppe D 
vier Tiere mit Gesamtextrakt yon homologer Leber sensibilisiert. Die serologischen Ver- 
anderungen unter der Sensibilisierung wurden fortlaufend kontrolliert. Dazu wurde den 
Tieren in vierwSchigem Abstand Blur entnommen: Die erste Blutentnahme erfo]gte vor Beginn 
der Behandlung, die letzte Blutprobe wurde dureh Entbluten der Tiere bei deren TStung 
gewonnen. Das Serum wurde naeh Abwarten der spontanen Gerinnung vom Blutkuchen 
abgehebert. Die Blutproben wurden jeweils folgenden Untersuehungen unterzogen: 

1. Bestimmung des GesamteiweiBes mit der Biuretreaktion nach WEICI~S~I~BAVM. 
2. Papierelektrophoretische Kontrollen der Serumeiweil~fraktionen nach GRASSMAI~N 

und HANNIG. 
3. H~magglutinationsprobe nach ]3OYDEN mit Titerbestimmung. Dubei wurde ~ls Antigen 

jeweils ein gefriergetrocknetes Pr~parat des Ges~mtleberextraktes bzw. der einze]nen Ze]l- 
fr~ktionen beniitzt. 

4. Fluoreseenzserologische Untersuchungen. 
16 Wochen nach Sensibilisierungsbeginn wurden die Tiere getStet. Die Leber wurde 

entnommen und histologisch sowie fluoreseenzserologiseh untersucht. Die fluorescenzsero- 
logisehen Untersuehungen wurden n~eh einer Modifikation des yon Coo~s ungegebenen 
VeI.fahrens (Coo~s et ~1., v. M~EI~SB~CI~) vorgenommen. Zur Markierung tier y-Globuline, 
die aus den bei der ]etzten Blutentn~hme gewonnenen Kaninchenseren mittels Ammonium- 
su]fatf~]lung abgetrennt wurden, wurde Fluoresceinisothiocyan~t in einer Dosierung yon 
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0,01 mg/mg Eiwei8 verwendet. Die t/einigung der markierten Seren erfolgte durch Dialy- 
sierung gegen gepufferte, physiologisehe KoehsalzlSsung sowie durch Trennung der Seren 
an der DEAE-Cellulosesgule mittels eines Koehsalzgradienten (GoLDSTEIS et al.). Von den 
eingefrorenen Leberstiieken wurden Gefriersehnitte yon 7,5 # Dieke im Kryostaten her- 
gestellt und diese vor der Inkubierung mit den markierten autologen Seren (30 rain bei 370 C 
im Brutsehrank) in Methanol fixiert and ansehlieBend 30 rain gewgssert. Die Auswertung 
der Prgparate erfolgte mit einem Fluoreseenzmikroskop. Im einzelnen wurde die Fluoreseenz 
der Parenehymzellen differenziert naeh Cytoplasma und Zellkern, der Gallengiinge sowie 
yon Anteilen der Glissonsehen Kapsel besehrieben. 

In Kontrollversuehen wurden ungefiirbte Prgparate auf Spontanfluoreseenz untersucht. 
Ferner wurden Nieren-, Herz- und Mflzsehnittprgparate mit a utologen markierten Seren 
inkubiert, um die Organspezifitgt etwa gefundener AntikSrper naehzuweisen. Andere Prgparate 
wurden mit markierten Seren yon nieht sensibilisierten Tieren behandelt sowie mit Seren 
yon Kaninehen, die gegen andere Leberzellfraktionen sensibitisiert worden waren. In weiteren 
Kontrolluntersuehungen wurden Prgparate zungehst mit dem nicht markierten autologen 
Serum bei 37~ 30 min iibersehiehtet und ansehlieBend naeh 20miniitiger Wgsserung mit 
physiologiseher Koehsalzl6sung mit dem markierten autologen Serum behandelt. SehlieBlieh 
wurden einzelne Schnitte mit einer fluoreseenzmarkierten Cytoplasmafraktion der Leber- 
zelle inkubiert, um naehzuweisen, ob eine Bindung yon Antigen an bestimmte Elemente 
des Lebergewebes, etwa an mononuele~re Zellen der periportalen Felder, erfolgt. 

Das bei der T6tung der Tiere dureh Entbluten gewonnene Serum (ca. 50 ml) wurde zum 
Naehweis etw~ vorhandener, pathogen wirksamer AntikSrper auf unbehandelte Tiere iiber- 
tragen. Wit verwendeten dazu Misehseren, die dureh Vereinigung der jeweils yon den einzelnen 
Gruppen stammenden Seren hergestellt wurden. Diese Misehseren wurden in je seehs Einzel- 
gaben zu 5 ml in zweit~gigem Abstand jeweils einem Tier intravenSs injiziert. Zur Kontrolle 
erhielt ein Tier Normalserum in gleieher Dosierung fibertragen. Die Tiere wurden 3 Woehen 
naeh Versuchsbeginn get6tet and die Lebern auf morphologisehe Veriinderungen untersueht. 

Ergebnisse 
Der Serumges~mte iweiSgeha l t  (durchschni~tl ich 6,9 g % )  zeigte wghrend  des 

Sensibf l is ierungszei t raumes in al len vier  Gruppen  keine wesent l iehen Ver~nderun-  
gem Die Auswer tnng  der  Ergebnisse ,  die bei  pap ie re lek t rophore t i sehe r  Trennung  
der  Serumeiweigf rak t ionen  e rha l t en  wnrden,  lie8 bei  a l len Grnppen  un te r  de r  
Sensibi l is ierung einen Abfa l l  der  A lbumine  e rkennen ;  insbesondere  bei  den  mi t  
Gesa ra t ex t r ak t  und  mi t  der  K e r n f r a k t i o n  sensibi l is ier ten Tieren konnte  eine 
Verminderung  der  A lbumine  yon  59,9 au i  49,5 bzw. yon  60,2 anf 52,0 re l . -% 
4 Wochen  nach Sensibi l i s ierungsbeginn beobach te t  werden.  Bei spgteren  Kont ro l l -  
un%ersuehungen normal i s ie r te  sich der  A l b u m i a g e h a l t  der  Seren wieder.  Bei  den 
Tieren der  Gruppen  A, B nnd  D k a m  es 4 Woehen  nach Sensibi l is ierungsbeginn 
zn e inem Konzen t r a t i onsans t i eg  der  g1-Globuline yon durehsehni t t l i ch  6,5 ~uf 
7,7 t e l . -%,  der  ~2-Globu]ine yon dnrehsehn i t t l i eh  6,4 anf 7,2 re l . -% a n d  der  
/3-Globuline yon  l l , 0  ~nf ]3,7 r e l . -%;  lediglich bei  den  mi t  der  Cytop lasma-  
f r ak t ion  sensibi l is ier ten Tieren bl ieben s t~rkere  Konzent ra~ionsgnderungen  der  
sehnell  wande rnden  Globnl in f rak t ionen  ~ns. Der  y -Globu l ingeha l t  b]ieb im Verlanf  
der  Sensibi l is ierung bei  al len Grnppen  im wesent l ichen nnver~nder t .  

Z i rkn l ie rende  An t ik6 rpe r  konn t en  mi t  I t i l fe  der  pass iven H~magg]nt ina~ions-  
regk t ion  nach  BOYD~N bei  a l len vier  Grnppen  4 Woehen  naeh Sensibil is ierungs- 
beginn nachgewiesen werden  (Abb. l ) .  Bei  Verwendung  eines homologen Leber-  
g e s a m t e x t r a k t e s  a]s An t igen  wurde  bei  dem angegebenen  Sensibi l is iernngsschema 
das  T i t e r m u x i m n m  bei  a]]en vier  Gruppen  naeh  8 Wochen  erreieht .  I n  der  folgen- 
den  Zeit  war  ein le ichter  Abfa l l  des Ti ters  naehzuweisen.  
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W u r d e  a ls  A n t i g e n  f i i r  d ie  R e a k t i o n  n a e h  BOYDEN die  jewef l s  z u r  Sens ib i l i -  

s i e r u n g  b e n u t z t e  l y o p h i l i s i e r t e  L e b e f f r a k t i o n  v e r w e n d e t ,  so  z e i g t e n  die  A n t i s e r e n  

w ~ h r e n d  de s  S e n s i b i l i s i e r u n g s z e i t r a u m e s  e i n e n  a n d e r e n  T i t e r v e r l a u f  (Abb .  2). 

B e i  d e n  m i t  d e r  K e r n -  n n d  d e r  M i t o e h o n d r i e n - M i k r o s o m e n f f a k t i o n  sens ib i l i -  

s i e r t e n  T i e r e n  w u r d e  e i n  n a h e z u  k o n t i n u i e r l i c h e r  T i t e r a n s t i e g  w/ ihrenc[  de s  

Titer 
7.'728 
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Abb. 1. u des AntikSrpertiters, dessert Bestimmung mit der H~imagglutinationsteehnik naeh BOYD]~N unter 
Verwendung eines homogen Lebergesamtextrakts als Antigen erfolgte, w~ihrend des Sensibilisierungszeitraumes 

yon 16 Woehen bei den Grupl0en A ( - - - ) ,  B ( . . . . .  ), C ( . . . . . . .  ) und D ( ) 
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Abb. 2. AntikSrper-Titerverlaufskurven ffir die Gru!o!oen A, B, C und D, wobei ffir die Teehnik naeh B0u 
als Antigen in Gruppe A eine lyophylisierte Leberzellkernfraktion, in Grul0pe B eine lyophilisierte Cytoplasma- 
fraktion, in Gruppe C eine lyophilisierte ~/Iitochondrien-Z~[ikrosomenffaktion und in Gruppe D ein lyophi]isierter 

Lebergesamtextrakt zur Anwendung kam 

S e n s i b i l i s i e r u n g s z e i t r a u m e s  b e o b a c h t e t .  H i e r  w u r d e n  n a c h  16 W o c h e n  die  h S c h s t e n  

T i t e r w e r t e  g e m e s s e n .  D e m g e g e n / i b e r  w u r d e  be i  d e n  T i e r e n ,  d ie  m i t  d e r  Cy to -  

p l a s m a f r a k t i o n  u n d  m i t  L e b e r g e s a m t e x t r a k t  s ens ib i l i s i e r t  w u r d e n ,  d a s  T i t e r -  

m a x i m u m  b e r e i t s  n a c h  8 W o e h e n  e r r e i c h t .  I n  d e r  F o l g e z e i t  k a m  es d a n n  w i e d e r  

z u  e i n e m  Ab~al l .  

D ie  E r g c b n i s s e  d e r  f l u o r e s c e n z s e r o l o g i s e h e n  U n t e r s u e h u n g e n  s i n d  i n  d e r  

T a b e l l e  z u s a m m e n g e f a 6 t .  
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Tabelle. Ergebnisse der /luorescenzserologischen Untersuchungen nach In~ubierung von histo- 
logischen Leberpriiparaten mit autologen und homologen Immunseren 

Die Aufgliederung der Tabelle erfolgte entsprechend der tIerkunft der Seren yon Gruppe A, 
]~, C und D sowie nach 1oositivem oder negativem Fluorescenzbefund der Parenchymzellen, 
Galleng~nge bzw. mononuc]ei~ren Zellen in den periportalen Feldern. 

~luorescenzserologische Untersuchungen 

Au~ologe Seren 

Homologe Seren 

Kerne (A) 
Cyto (B) 
Mito (C) 
Gesamt (D) 

Kerne (A) 
Cyto (B) 
Gesamt (D) 

Parenchymzellen 

Cytoplasma Kerne 
+ -- + 

0 3 
3 0 
3 0 
4 0 

4 7 
4 0 
5 2 

I __ 

3 0 
0 3 
1 2 
2 2 

8 3 
0 4 
1 6 

Galleng~tnge 

+ 1  
0 3 
0 3 
1 2 
2 2 

0 l I  
1 3 
1 6 

/r 
Zellen 

+1 
0 
2 
0 
1 

1 
2 
0 

3 
1 
3 
3 

10 
2 
7 

Die Leberparenchymzellen yon Kaninchen der Gruppe D, die mit Leber- 
gesamiextrakt sensibilisiert worden waxen, zeigten bei Behandlung mit dem 
autologen markierfem Serum in allen Fallen eine intensive Fluorescenz des Cyto- 
plasmas, in einem Teil der F~lle auch eine sicher nachweisbare Fluorescenz der 
Kerne der Leberparenchymzellen ; in der Hi~lfte der F~lle konnfe eine Fluorescenz 
der Gallengange beobachfef werden. Auffi~llig war in einem Praparat  eine deuf- 
liche Fluoreseenz der mononucle~ren Zellen naeh Inkubation mit der markierfen 
Cytoplasmafraktion aus homologer Leber. 

Bei Behandlung der Leberschnitte yon Kaninehen der Gruppe B, die mit 
der Cytoplasmafraktion sensibilisiert worden waren, land sich eine intensive 
Fluorescenz des Cytoplasmas der Leberparenchymzellen, w~hrend die Kerne als 
dunkle L6cher ausgespart blieben (Abb. 3). Allerdings konnie in dieser Gruppe 
in keinem Fall eine Fluorescenz der Gallengange oder yon Zellkernen beob- 
achtet werden. 

Demgegenfiber fiel bei den Leberpr~paraten, die yon den mit der Kern- 
fraktion sensibilisierten Tieren (Gruppe A) stammten, nach Behandlung mit 
autologem markierten Serum jedesmal eine deutliche Fluoreseenz der Kerne 
sowie der Zellmembranen der Parenehymzellen auf, w~hrend das Cytoplasma 
nur in einem Fall gering angefi~rbt war (Abb. 4). Eine Fluorescenz yon mono- 
nucle~ren Zellen oder Galleng~ngen konnte nie beobachtet werden. Bei den mit 
der Mitochondrien-Mikrosomenfraktion sensibilisierten Tieren (Gruppe C) zeigt.e 
sich sowohl eine Fluorescenz der Kerne der Farenchymzellen als auch eine 
solche des Cytoplasmas. Einmal konnte eine deutliche Fluorescenz yon Gallen- 
gangen beobachtet werden. Die Untersuchungsergebnisse bei Inkubierung yon 
Leberpr~paraten mit homologen Immunseren sind in der Tabelle wiedergegeben. 
Sie entsprechen im wesentlichen den Befunden, die bei Inkubierung mit auto- 
logen Seren in den einzelnen Gruppen augegeben sind. 

Die Kontrolluntersuchungen unter Verwendung yon markierten Seren un- 
behandelter Tiere sowie nach Vorinkubierung mit nicht markierten Seren zeigten 
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Abb. 3. Fluorescenzserologischer Befund nach Inkubierung mit  autologem Serum, das yon einem mit  der Cyto- 
plasmafraktion 16 Woehen lang sensibilisierten Kaninchen stamina. Deutliehe Fluoreseenz des Cytoplasmas der 

Parenehymzellen; die Zellkerne bleiben ausgesDart 

Abb. 4. Fluorescenzserologisches Bild der Leber nach Inkubierung mit  autologem Immunserum yon einem 
Kaninchen, das 16 Wochen mit  homologer Leberzellkernfraktion sensibiIisiert wurde. Deutliche rluorescenz 

der Kerne sowie der Zellmembranen 

bis auf eine geringe Fluorescenz des Cytoplasmas der Leberparenchymzellen 
stets negative Resultate. Spontanfluorescenz der Pr~parate wurde nicht beob- 
achtet.  Bei Inkubierung der Schnittpri~p~r~te yon Herz, Niere und Milz mit  
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markierten autologen Seren konnte bei Gruppe A in zwei Fallen, bei Gruppe C 
in einem Fall eine Kernfluoreseenz gesehen werden. In einem Nierenprgparat 
der Gruppe B konnte aueh eine Fluoreseenz des Cytoplasmas der Tubulus- 
epithelien naehgewiesen werden. 

Nach passiver Ubertragung yon Misehseren, die yon den Tieren der Gruppe A 
und D sowie von Normaltieren gewonnen wurden, konnten keine histologisehen 
Ver/~nderungen an den Lebern der Empf/~ngertiere naehgewiesen werden. Ins- 
besondere fanden sich keine Zeiehen einer ehronisehen Hepatitis. 

Diskussion 
Die unter der Sensibilisierung beobaehteten Bluteiweigvergnderungen ent- 

spreehen bei den ersten Kontrollen 4 Woehen naeh Sensibilisierungsbeginn im 
wesentlichen einer unspezifisehen Entzfindungsreaktion mit Vermehrung der 
g- und /~-Globuline. Eine Vermehrung der Immunglobuline im Bereieh der 
y-Globuline wurde nieht beobachtet. Zirkulierende Antik6rper gegen homologes 
Lebergewebsantigen konnten bei allen vier Gruppen naehgewiesen werden. Der 
Verlauf der Titerkurve war in allen vier Gruppen etwa gleieh. Auff~llig war 
jedoeh, dab die antinnelegren AntikSrper, die im wesentliehen nur bei den mit 
der Kern- und der Mitoehondrien-Mikrosomenfraktion sensibilisierten Tieren 
beobaehtet wurden, einen anderen Titerverlauf zeigten: hier wurden die h6ehsten 
Titer erst nach 16 Woehen beobaehtet. 

Mit diesen serologisehen Befunden standen die Iluoreseenzserologisehen Ergeb- 
nisse in Ubereinstimmung. Diese Untersuehungen bests dab es sich bei 
den Immunseren, die dureh Sensibilisierung mit den einzelnen Leberzellfraktionen 
erzeugt wurden, um weitgehend spezifisehe Antik6rper handelt. Antinucle/~re 
Antik6rper konnten naeh Sensibilisierung mit der Cytoplasmafraktion nieht 
gefunden werden, wghrend die Immunseren, die yon den mit der Kernfraktion 
sensibilisierten Tieren stammten, eine intensive Fluoreseenz der Zellkerne erzeug- 
ten. Die Frage, ob es sieh bei der in Gruppe A und D beobaehteten Fluoreseenz 
der Parenehymzellmembranen bzw. der W~tnde der Sinusoide um ein spezifisehes 
Ph/inomen handelt und damit etwa eine Antigenverwandtschaft zwischen Kern 
und Zellmembran besteht, kann auf Grnnd der mitgeteilten Untersuehungen 
nieht entschieden werden. Eine Flnoreseenz dieser Strukturen konnte naeh 
Inkubierung mit markierten Kaninehennormalseren nicht beobaehtet werden. 
Eine Markierung der GMlengangsepithelien zeigte sich insbesondere bei den mit 
der Lebergesamtfraktion sensibilisierten Tieren; sie wurde vereinzelt aueh bei 
den Tieren der Gruppe A und C beobaehtet. 

Die fluoreseenzserologiseh naehgewiesenen Antik6rper erwiesen sieh nieht als 
streng organspezifiseh; sit gingen, allerdings in seltenen Fallen, Kreuzreaktionen 
mit Sehnittprgparaten anderer Organe (Mflz, Niere, Herz) ein. Insbesondere Seren 
mit antinuelegren Antik6rpern vermoehten sieh an Zellkerne anderer Organe zu 
binden. 

Interessant ist das mehrfaeh beobaehtete Phgnomen einer Fluoreseenz der 
mononuelegren Zellen naeh Inknbierung mit markiertem Antigen (Cytoplasma- 
fraktion). Dieses Phgnomen, das insgesamt sechsmal naehgewiesen wnrde, weist 
darauf hin, dab diese Zellen markierte Anteile der Cytoplasmafraktion zu binden 
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vermSgen. Uber ihre m6gliche Bedeutung ffir die morphologischen Ver/inderungen 
der Leber sind weitere Untersuchungen erforderiich. 

Die mitgeteilten Untersuchungsergebnisse sind auch ffir die Pathogenese der 
chronischen Hepatitis des Menschen yon Interesse. In einer Reihe yon FAllen 
konnte hier das Auftreten yon antinucle/iren AntikSrpern beobachtet werden. 
Bei diesen wcgen ihrer Beziehungen zum Formenkreis der Kollagcnosen als 
lupoide Hepatitis bezeichneten Lebererkrankungen des Menschen konnte yon 
verschiedenen Autoren (HAnDEl'S und DOLLE, MACKAY et al., PAt~ONETTO et al., 
PoPP]~I~, WEIR et al.) die Bindung von ~-Globulinen an Zellkerne homologen und 
autologen Leberbiopsiematerials nachgewiesen werden. Die Bedeutung derartiger 
antinucle/~rer Faktoren ffir die Krankheitsentwicklung ist aber wenig wahr- 
seheinlich. In unseren Versuchen zeigten die Tiere mit antinucle/iren Antik6rpern 
im Gegensatz zu den Tieren mit antieytoplasmatischen Antik6rpern keine 
wesentlichen morphologischen Ver/~nderungen. 

Diese Beobachtung scheint zwar die Ansicht verschiedener Autoren, dag den 
anticytoplasmatischen Antik6rpern ffir die Entwicklung der chronischen Hepatitis 
eine besondere Bedeutung zukomme, zu stfitzen. In unseren Versuchen erwiesen 
sich jedoch auch die Immunseren, die nach Sensibilisierung mit homologer 
Cytoplasmafraktion gewonnen wurden, bei passiver Ubertragung als unwirksam. 
Es gelang nicht, mit diesen Seren ghnliche VerAnderungen zu erzeugen, wie sic 
bei Tieren beobachtet warden, yon denen sic stammten. Diese Tatsache macht 
eine pathogene Wirksamkeit der zirkulierenden Antik6rper zumindest unwahr- 
scheinlich. 

Znsammenfassung 
Kaninchen wurden mit homologen Leberzellfraktionen (Kern-, Cytoplasma- 

und Mitochondrien-Mikrosomenfraktion) sowie zum Vergleich mit einem homo]ogen 
Lebergesamtextrakt zusammen mit Freundschem Adjuvans fiber 16 Wochen 
sensibilisiert. Durch serologisehc Verlaufskontrollen mit der passiven H/~maggluti- 
nation nach BoYDw~ konnten spezifische AntikSrper gegen die einzelnen Leber- 
zellfraktionen erfagt werden. Fluoreseenzserologisch liegen sich spezifische anti- 
cytoplasmatische und antinuclegre Antik6rper nachweisen. Eine pathogene 
Wirksamkeit dieser Antik6rper ist auf Grnnd unserer Untersuehungsergebnisse 
bei passiver Ubertragung der Antiseren unwahrscheinlich. 

Experimental Investigations in Animals on the Pathogenesis 
of Chronic Hepatitis 

II. Serological Studies after Sensitization with Fractions of Homologous Liver Cells 
Summary 

Fractions of homologous liver cells (nuclear, cytoplasmic, and mitochondrial- 
microsomal fraction), and for comparison, a whole liver extract, were used with 
Freund's adjuvant to sensitize rabbits over 16 weeks. By means of periodic 
serological testing with the passive hemagglutination of BOYDE~ the development 
of specific antibodies against the different liver cell fractions could be followed. 
Specific anticytoplasmic and antinuclear antibodies could be demonstrated by 
immune fluorescent technics. From the results of our studies it seems impro- 
bable that these antibodies act pathogenically after passive immunization. 
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