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Fi ir  den immunhis to logischen Naehweis  von  Ant igenen  - -  und in analoger 

Weise aueh yon Ant ik6rpern  - -  im Gewebe s tand bisher nur  die fluoreseenz- 

mikroskopisehe Methode yon Coo~s  und KAPLAN (1950) zur Verffigung, wenn 

man  yon dem Verfahren einer I so topenmark ie rung  etwa des Ant igens absieht.  

Das Verfahren yon  Coo~s  und KAPLA~ (1950) ges t a t t e t  zwar eine annghernd  

genaue Antigenlokal isat ion,  es ist abe t  hinsiehtl ieh der Spezifit/tt  t ro tz  zahlreieher 

Kont ro l lun te r suehungen  oft  unsieher in seiner Aussage. Auf der Suehe naeh einer 

spezifisehen, einfaeh zu handhabenden  und leieht  im Lieh tmikroskop  ablesbaren 

Methode bot  sich uns nun  die sog. ,,Mixed Agg lu t ina t ion"  yon E r y t h r o e y t e n  an, 

deren Pr inzip  1939 yon WISNER und  I-I~RMAs besehrieben worden war. Bei diesem 

Verfahren wird das Ant igen  im Gewebe dureh eine Agglu t ina t ion  von  Ery th ro -  

ey ten  auf dem Gewebssehni t t  s iehtbar  gemaeht ,  da sieh die E r y t h r o e y t e n  nur  

fiber den ant igenhal t igen  Bezirken zusammenbal len .  

Zur Erkl~rung dieser Nethode sei angenommen, dab die LokMisation des leberspezifisehen 
Antigens dureh mixed agglutination festzustellen wgre. Dann mfigten sieh also die Erythro- 
cyten fiber diesem Gewebe zusammenbMlen. Um aber diese Agglutination der Erythroeyten 
fiber der Antigenlokalisation zu erreichen, mfissen sowohl das Gewebe als aueh die roten Blut- 
k6rperehen entsprechend vorher behandelt werden. Das Gewebe aus einer Rattenleber - -  wie 
es in Abb. 1 sehematiseh wiedergegeben ist - -  wird zuerst mit einem Kaninchenserum mit 
AntikSrper gegen Rattenlebermikrosomen fiberschiehtet, da ja das leberspezifisehe Antigen 
naeh W~ILS~ (1956) in der Nikrosomenfraktion verankert ist. Dabei wird dieser AntikSrper, 
ein Kaninehen-y-Globulin, im Gewebe an den Mikrosomen der Rattenleberzellen fixiert. 
AnschlieBend wird das Gewebe mit einer Aufsehwemmung yon Erythrocyten bedeekt, an 
deren Oberflgche man einen AntikSrper gegen Kaninchen-7-Globulin fixiert hat. Die Bindung 
des Anti-Kaninehen-y-Globulin an die Erythroeyten wird dadureh erreieht, dab mit Kanin- 
ehen-;J-Globulin fiberzogene Sehaferythroeyten in ein hoehtitriges, unverdfinntes oder nur 
kaum verdfinntes Antiserum gegen Kaninchen-y-Globulin gebraeht werden. Es binden gieh 
dann zwar die Antik6rper aus diesem Antiserum gegen das Kaninehen-y-Globulin an der 
Oberfl~ehe der Erythroeyten, sic behalten aber im Sinne des sog. Prozonenphgnomens noeh 
genfigend freie Valenzen, um mit Kaninehen-y-Globulin - -  etwa im Gewebe - -  noch einmal 
zu reagieren. Auf Grund dieser freien Valenzen werden dann die Sehaferythroeyten mit ihrer 
AntikSrperhfille gegen Kaninehen-y-Globulin auf einem Gewebe stets dort fixiert und aggluti- 
niert, wo Kaninehen-y-Globulin gebunden ist, in unserem Falle also auf den Leberzellen. 

Das Antigen in den Leberzellen wird also zungchst yon einem nieht siehtbaren Kaninchen-~- 
Globulin (~  AntikSrper gegen I~attenlebermikrosomen) und von einem an die Erythroeyten 
gebundenem Anti-Kaninchen-y-Globulin (= Anti-Antik6rper) fiberdeekt. Diese Methode ent- 
sprieht in etwa dem indirekten Sandwiehverfahren yon Cooss und KAPLAS, nur wird dabei 
start der iVlarkierung mit Fluoreseeinisothioeyanat die Agglutination der Erythroeyten be- 
nutzt, um die stattgehabte Bindung siehtbar zu maehen. 

* Nit dankenswerter Unterstfitzung der Deutsehen Forschungsgemeinsehaft. 



246 W. VOGEL, F. KATZENMEIEI~ und O. HAFERKAMP: 

Die Mixed Agglutination diente bisher vorwiegend der Anfdeekung yon Biut- 
gruppenantigenen an der 0berfl/~che einzelner Zellen (CooNBs, 1961). Darfiber 
hinaus wurde sie in diesem Jahrzehnt aueh zur Aufdeekung yon Antigenen in der 
Zellmembran einzelner Zellkulturen angewandt (H6GMAN, 1959). So konnten 
E SPMAm~ und FAOXAEUS (1961)Oberfl~ehenantigene an virusinfizierten Zellen bei 
Poeken ,Masern und Hundestaupe, sparer aueh bei Herpes simplex und Sehnupfen 
naehweisen. B A ~ o ~ ,  MILG~OM, KARZON und WIT~,BSKu (1963) fanden, dab diese 
Methode ausreiehend zur Messung des Antik6rpertiters bei Masern war. Kfirzlieh 
konnten T6NDE~, MILGXOM und WITEBSKu (1964) an Gewebssehnitten aueh often- 
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Abb. 1. Sehem~t~sehe Dars~ellung des Prinzips der Nixed Agglutination. I Mig Antik6rper fibersehiehteger Ge- 
webssehnitt auf einem Deekglas; I I  Indieatorsystem: Sehaferythrocyten mit einer Antik6r!0erhfille gegen Kanin- 

ehen-y-Globulin. I I l  Bindung des Indikatorsystems an die Antik6rpersehieh~ fiber dem Gewebsal~tigen 

bar intraeellul/~r gelegene, vorwiegend speeiesspezifisehe Antigene in Rinderorga- 
nen dutch dieses Verfahren aufdeeken. Dazu benutzten sie nieht wie bisher iso- 
lierte ganze Zellen oder Kulturen soleher, sondern sie er6ffneten die Zelle dutch 
einen Mikrotomsehnitt, wobei die intraeellul~r gelegenen Antigene f/it eine Anti- 
gen-Antik6rper-Reaktion im I~ahmen der Mixed Agglutination frei zur Verfiigung 
standen. 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Anwendbarkeit der Mixed Agglutina- 
tion fiir immunhistologisehe Belange anhand soleher Untersuehungen zu fiber- 
prfifen, ffir die neben serologisehen aueh immunhistologisehe Methoden, wie z.B. 
die Fluoreseenzsmikroskopie bereits positive Resultate ergeben batten. Besonders 
gfinstig sehienen uns dabei die mehrfaeh best/~tigten (DAY, 1965) immunhistologi- 
sehen und serologisehen Untersuehungsergebnisse (Methode yon Coo~s und 
KAPLAN, Komplementbindungsreaktion) yon WEILEt~ (1956) ffir den Naehweis yon 
leberspezifisehen Antigenen und dem entspreehenden Antigenverlust bei ttepa- 
tomen. Werden hierfiir doeh zur Gewinnung der Antiseren Mikrosomen, Mito- 
ehondrien und - -  zu Kontrollzweeken - -  Kerne der Leberzellen verwandt, was 
flit unsere Fragestellung bedeutsam war. Weiter sollte aueh mit der Mixed Agglu- 
tination die yon SOmmE, I-IAFERJ~ANF, DOEPFME~ (1966) hergestellten Kaninehen- 
Antiseren gegen mensehliehes Sperma an mensehliehem Hodengewebe ausge- 
testet werden. 
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Hethodik 
A. Immunisierung von Kaninchen gegen Lebergewebe der Ratte und histologische 

Austestung dieser Antiseren mit der Methode von Coo~-s und KAPLA~ 

Antigengewinnung. Als Ausgangsmaterial ffir die Gewinnung yon Antigenen diente nor- 
male Rattenleber. Die Verarbeitung des Gewebes ging nach der yon W m ~ R  (1965) besehrie- 
benen Pr~parationsteehnik mit  der Ultrazentrifuge vor sieh, um die Fraktion der Zellkerne, 
der Mitoehondrien und Mikrosomen zu isolieren. Jede Fraktion wurde elektronenmikrosko- 
pisch auf ihre Reinheit hin kontrolliert. Zur Immunisierung wurden je zwei Kaninehen mit der 
Zellkern-, Mitochondrien- und Mikrosomenfraktion der normalen Rattenleber entspreehend 
den Angaben yon W E I L ~  (1956) verwandt. Nach 4 Woehen wurde yon seehs Tieren das Serum 
steril gewonnen. Die bei der Sensibilisierung der Kaninehen zu erwartenden unspezifischen 
Antik6rper gegen Rattengewebe iiberhaupt wurden dureh erseh6pfende Absorption naeh den 
Ang~ben yon WEILER (1956) entfernt. 

Abb. 2. Rattmfleber mit Hepatominfiltrat. Indirekte ~'[ethode nach COONS und KAP~AN mib Uberschichten des 
unfixierten Gewebsschnittes zuerst mit einem an Rattenniere absorbierten Kaninchenantiscrmn (K 520) gegen 
Rattenlebermikrosomen und dann mit einem an Fluoresceinisothiocyana~ gekoppeltenAn~i-Kaninchen-7-Globulin 
yore Schaf. Bei A im Prfiparat gelbgrfine, in der Wiedergabe weigliche, markierende Fluorescenz im Cytoplasma 

der Leberzellen bei fehlender Fluorescenz des Itepatominliltrates (bei B). Vergr. 390 • 

Methode von Coo~s und KAPL~.  Nach Absorption wurden die Kaninchen-Antiseren auf 
unfixierte, mit  Methylalkohol, mit  4%igem Formalin (pH 7,2) oder ,nit Aceton fixierte 
(5 rain) Kryostatschnit te  (5 ~z )yon Rattenlebern und mit Di~thylnitrosamin erzeugten Ratten- 
hepatomen, Rattennieren- und Rattenparotisgewebe gebracht und nach 30minfitiger 
Inkubation abgespiilt. Dann gelangte auf die Sehnitte ein an Fluoresceinisothiocyanat ge- 
koppeltes Sehaf-7-Globulin eigener tterstellung (genaue Methodik in Anlehnung an HAFE~- 
KAMP tl. Mitarb,  1962). Die Reinigung der Conjugate geschah nach den Angaben yon McDE- 
WTT et al. (1963). 

Ergebnis. W~hrend die Leberzellen bei Verwendung der Antiseren gegen Lebermikro- 
somen und - -  -mitochondrien - -  gleiehgiilVig ob fixierte oder unfixierte Sehnitte vorlagen - -  
eine um die Kerne verst~rkte gelbgriine Fluorescenz ihres Cytoplasmas aufweisen, fehlt eine 
solehe Markierung bei den Hepatomzellen und auch bei den normalen Leberzellen, wenn diese 
mit  den Antiseren gegen Leberzellkerne bei der Methode von Coo~s und ]~A~LA~ behandelt  
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worden  waren  (s. Abb.  2). Dieser Befund deckt  sich mi t  den Resu l t a ten  yon  WEILER. Die er- 
folgte Absorp t ion  best~itigte sich in einer feh]enden mark ie renden  Fluoreszenz der  Nieren- und  
Pa ro t i s schn i t t e  bei  obiger Technik.  I m  iibrigen wurden  bei der  Methode  yon  Coo~s  und  KA- 
PL),~ - -  wie oben f ixierte und  unf ixier te  - -  Schni t te  aus Ra t ten lebern ,  -hep&tomen, -nieren 
oder  -p~rot iden zu Kont ro l lzwecken  mi t  - -  wie die Ant iseren  absorb ier ten  - -  Kan inchennormal -  
serum anstelle der  Kuninchen-Ant i se ren  (Kontrol le  I) oder  als (Kontrol le  II)  mi t  ungekoppel-  
tern Schaf-y-Globulin - -  mi tAnt ikSrpere igenschaf ten  gegen Kaninchen-y-Globul in  behandel t .  
Bei allen Kont ro l l en  ergab sich keine mark ie rende  gelbgrfine Fluoreszenz des Gewebes. 

B. Antiseren von Kaninchen gegen mensehliches Hodengewebe (Sperma) 

Es wurden  die yon  SOBBE, HAFERKAMP und  DOEPFME~ (1966) hergeste l l ten  Ant iseren  gegen 
menschl iches  Sperma (Versuchstier  Nr.  K 2 und  K 3) ve rwand t  (Methode s. bei SOB~E et  al., 
1966). 

Methode yon CooNs und KAPLAN. Die Ant iseren  wurden  mit te ls  des indi rekten  Verfahrens  
yon  Coo~s  und  KAPLAN (1950) gegen unfixier te  Schni t te  von  menschl ichen H o d e n  ausge- 
tes te t .  

Ergebnis. Es zeigte sich eine durch  Kon t ro l l en  abgesicher te  ge]bgrfine Fluorescenz ~uf 
den  KSpfen  der  Spermien (s. Abb.  4a) ia den mensehl ichen Hodenkan~lchen  a]s Ausdruck  
einer y-Globul inb indung aus den e rwahn ten  Kan inchen-Ant i se ren  gegen men~chliches Hoden-  
gewebe (Sperma).  (Methodik und  genaue Ergebnisse  s. bei  SoB~E et  al., 1966). 

C. Mixed Agglutination 

Zum Nachweis  der  gelungenen Sensibil isierung der  K a n i n c h e n  gegen Lebergewebe der  
l%atte sowie gegen menschl iches Hodengewebe  (Spermien) wurde  die Mixed Agglut ina t ion  
nach  der  von  T(~I~DEtr ~/[ILGROM und  WITEBS~u (1964)angegebenenMethcdedurehgef i ih r t .  
Der  Ambocep to r  (Kan inchen-Ant i se rum gegen Hammele ry th rocy ten )  wurde  gebrauchsfer t ig  
yon der  F i r m a  Behr ing  (Marburg/Lahn)  mi t  e inem Titer  yon  8000 bezogen. Das  hocht i t r ige  
Ant i -Kaninchen-y-Globul inse rum wurde  im hiesigen Labora to r ium durch Immunis ie rung  yon 
Schafen gegen Kaninchen-y-Globul in  hergestel l t .  Die Ant iseren  wurden  vor  Gebrauch bei 560 C 
fiir 30 min  inakt ivier t .  Alle Serumverd i innungen  wurden  mi t  einer abgepuffer ten  physiologi- 
schen Kochsalz l5sung (Na2HPO4~KH2P04)  bei p H  7,2 durchgeff ihrt .  Es  wurde  n ich t  nur  
fiir die Aus t e s tung  der  gegen Lebermikrcsomen ,  -mi tcchondr ien  und  -zellkerne ger ichte ten  
Kan inchen-Ant i se ren  yon Leber- und  Hepa tomgewebe ,  sondern  aus Kontro l lgr i inden auch 
yon  Nieren- und  Paro t i sgewebe  der  R a t t e  im K r y o s t a t  Schni t te  von  4 - - 5  ~ gewonnen.  Diese 

Tabelle. ,,Mixed Agglutination" an un/ixierten Rattengewebsschnitten mit Kaninchenseren gegen 
die JFraktionen der Zellkerne, der Mitochondrien und Mikrosomen der Rattenleber nach Absdttigung 

der Seren mit Nierengewebe der Ratte 

Gewebsantigen Hepatom Leber (Titer*) Niere Parotis 

J e  2 Ant iseren  gegen die F rak t ion  der  
Zell]cerne der  Leber  
K 516 . . . .  
K 517 . . . .  

Mitoehondrien der  Leberzel len 
K 518 - -  1 : 80 - -  - -  
K 519 - -  1:40 - -  - -  

Milcrosomen der  Leberzel len 
K 520 - -  1 : 640 - -  - -  
I (  540 - -  1 : 1280 - -  - -  

Kont ro l le :  Pool  mehre re r  Normalseren  . . . .  

* Titer  ~ Verdf innung der  Ant iseren,  bei  der  noch eine einfach posi t iv  zu bewer tende  
Ery th rocy ten-Agglu t in~ t ion  s ichtbar  war. 
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wurden dann entweder mit Methylalkohol, mit 4%igem FormMin (pH 7,2) bzw. Aceton 
fixiert oder wurden unfixiert gelassen. Jeweils einer yon den insgesamt 16 Gewebsschnitten 
aus den erwghnten drei 0rganen und dem Tumor (yon jedem Oewebe je 1 unfixierter, 1 aeeton- 
fixierter, 1 methylalkoholfixierter, 1 formalinfixierter Schnitt) wurde dann anschliegend mit 
einem der sechs in einer geometrischen t~eihe verdiinnten Kaninchen-Antiseren gegen die 
Fraktionen der normalen Leber inkubiert, so dab also jedes der drei Organe und das Hepatom 

Abb. 3a  u. b. Mixed Agglu t ina t ion  m i t  e inem Xan inehen-Ant i se rum gegen Ra t ten .Lebernf ik rosomen  (K 520). 
a Unf ix ier te r  Gewebsschni t t  einer normalen  Ra t ten leber  bei einer An t i se rumverd f innung  yon  1:640. Bei a deut-  
liche Agglut ina t ion  der E ry th rocy ten  des Ind iea to r sys tems  auf  dem Lebergewebe (posit ive l~eaktion). Vergr .  64 x .  
b Unf ix ie r te r  Gewebsschni t t  aus einem H e p a t o m  der l~atte. Unverdf inntes  An t i s e rum des Kan inchense rums  
K 520. Keine  Agglu t ina t ion  der  E ry th roey ten  des Ind ica to r sys tems  auf  dem Hepa tomgewebe  (negat ive Reakt ion) .  

Vergr.  40 • 

aueh gegen jedes der sechs Antiseren bis zu einer Verdiinnung yon 1 : 2560 ausgetestet wurde. 
Dann wurden die Gewebsschnitte naeh einer 30miniitigen Inkubationszeit mit physiologiseher 
KochsMzl6sung gut gespiilt und mit der l%igen ErythrocytenlSsung des Indikatorsystems 
iibersehiehtet. Nach noehmMiger 2stiindiger Inkubation bei 37 o C in einer feuehten Kammer, 
lieB sieh dann die Fixation and Agglutination der Erythrocyten auf der Oberflgche der Schnitte 
im Liehtmikroskop ablesen. 

Die beiden Kaninchen-Antiseren gegen menschliches Sperma (Versuchstier K 2 und K 3) 
der von SOBB~ eta]. (1966) hergestellten Seren, wurden analog den Antiseren gegen die Ratten- 
leberfraktionen behandelt, nur mit  dem Untersehied, dab statt  Leber-, Hepatom-, Parotis- 
oder Nierengewebe nur ttodengewebe als Antigen, - -  und zwar unfixiert - -  zur Verwendung 
k a m .  
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Die Ablesung (3+, 2+, 1+, 9) der Mixed Agglutination geschah nach T6~DER et al. 
(1. c. 267), (1964). Um die Ergebnisse abzusichern, wurden alle geaktionen mit der Mixed 
Agglutination an verschiedenen Tagen mehrfach wiederholt, wobei die I~esultate bei der Ab- 
lesung stets gleich blieben. Aus Kontrollgriinden wurden alle oben angeffihrten Reaktions- 
ablgufe start mit den entsprechenden Antiseren yon Kaninchen mit Kaninchen-2~Tormalseren 
(Pool mehrerer normaler Kaninchenseren) durchgefiihrt (Kontrolle s. auch Tabelle); bier 
land sich in keinem Falle eine positive Reaktion. 

Ergebnisse 
a) Bei Verwendung der abges~tttigten Kaninchen-Antiseren gegen die verschie- 

denen Zellbestandteile normalen Rattenlebergewebes waren positive Resultate 
bei der Mixed Agglutination lediglich mit den beiden Antiseren gegen die Leber- 
mikrosomen und den beiden Antiseren gegen die Lebermitochondrien nachzu- 
weisen, und zwar nur bei Verwendung yon Gewebsschnitten der normalen t~atten- 
leber. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Gewebsschnitte mit Aceton fixiert oder 
unfixiert waren; dagegen betrug die Titerh6he bei Verwendung alkohol- nnd for- 
malinfixierter Leberschnitte nur etwa den 8. Teil der Titerh6he bei Verwendung 
unfixierter oder mit Aceton fixierter Leberschnitte. Wie aus der Tabelle ersicht- 
lich ist, lug der Titer einer noch einfach positiv zu bewertenden t~eaktion (lq-) - -  
s. Abb. 3 a - -  bei den Antiseren gegen Lebermikrosomen wesentlich hSher als bei 
den Antiseren gegen Lebermitochondrien. Die Abb. 3b zeigt einen unfixierten 
Gewebsschnitt yon einem tIepatom mit negativem Ausfall der I{eaktion bei Ver- 
wendung eines Antiserums gegen die Lebermikrosomen. Eine naehtr/~gliche Durch- 
musterung der Fluorescenzprgparate im Hinblick auf eine stiirkere oder schw/~chere 
gelbgrfine, markierende Fluorescenz der mit den Antiseren gegen Lebermikro- 
somen und der rnit Antiseren gegen Lebermitochondrien behandelten Leberschnitte 
lieg (ohne Anfertigung der Verdtinnungsreihen der Antiseren) keinen eindeutigen 
Unterschied in der Markierungsintensit/~t erkennen. Das gleiche gilt auch f/ir die 
unterschiedliche Fixierung der' Gewebsschnitte, welehe dabei keinen fagbaren 
Unterschied hinsichtlieh der positiv zu bewertenden markierenden Fluorescenzen 
zeigten. 

b) Von den beiden Kaninehen-Antiseren gegen menschliches Sperma zeigte 
bei der Mixed Agglutination Versuchstier K 2 einen Titer von 1 : 20, Versuchstier 
K 3 einen solchen von 1:160; bis zu diesen Verdfinnungsstufen der beiden Seren 
lieB sich eine deutliche, als 1 q- zu bewertende Agglutination yon Erythrocyten des 
Indikatorsystems im Bereich der Samenkani~lehen n~chweisen. 

Besprechung 
Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse besti~tigten die Anwendbarkeit der 

Mixed Agglutination ffir den Nachweis intracellul/tr gelegener Antigene an Ge- 
websschnitten, wie es auch fiir die vorwiegend speciesspezifischen Antigene in 
Rinderorganen yon TO~DE~ et al. (1964) beschrieben wurde. Es muB angenommen 
werden, dub eine grol3e Zah] yon Zellen allein schon durch den Mikrotomschnitt 
erSffnet wird. Eine Fixierung ist nicht unbedingt erforderlich; sie kann sogar, 
wie unsere Ergebnisse mit den Antiseren gegen Lebermikrosomen und Leber- 
mitochondrien bei Verwendung yon alkohol- oder formalinfixierten Leberschnitten 
zeigten, einen Titerabfall der Mixed Agglutination bedingen, da offenbar die Anti- 
gene dutch die Fixierung ihre serologisehe Reaktionsfiihigkeit im Rahmen der 
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Mixed Agglutina.tion eingebfil3t hatten. Aueh T6~Dm~ et al. (1964) betonen das 
Problem der Fixierung bei ihren Untersuehungen, eine Sehwierigkeit, die aueh 
bei der Methode yon Coo~s und KA~LA~ (1950) eine hinl/~nglieh bekannte 
Rolle spielt. 
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Der Vorteil der Mixed Agglutination liegt einmal in ihrer hohen Empfindlich- 
keit, mit  der sie Antigene des Gewebes - -  und im Gewebe - -  aufdeckt (CooNBS, 
1961). Das geht auch aus unseren Ergebnissen mit  den Antiseren gegen Leberzell- 
partikel hervor: Antiseren gegen die Mikrosomen zeigten bei der Mixed Agglutina- 
tion einen wesentlieh h6heren Titer gegen normales Lebergewebe als die Antiseren 
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gegen die Mitoehondrien. Zu einem etwa analogen Ergebnis waren mittels der 
Komplementbindungsreaktion aueh FlSCHm~ und WEILEI~ (1962) gekommen. 
Weiter seheint die Mixed Agglutination sieh aueh dureh eine hohe Spezifit/~t auszu- 
zeiehnen (s. auch Coo•Bs, 1961) ; so fanden wit bei ihrer Anwendung keine positive 
Reaktion unserer gegen Leberniikrosomen und -mitoehondrien geriehteten Anti- 
seren mit  Hepatom-,  Nieren- oder Parotisgewebe der Ratte,  ganz entspreehend 
den Ergebnissen WEILEas (1956) mit  der Komplementbindungsreaktion gegen 
Hepatom- und Rattennierenpartikel  sowie KLEIN und BURGtIOLDEI~ (1959) mit  
der immunhistologisehen Methode naeh CooNs und KAPLAN (1950). Gegeniiber 
der Komplementbindungsreaktion hat  die Mixed Agglutination fiir den mehr 
morphologiseh ausgeriehteten Immunologen aber den Vortefl, dab das Antigen 
auf und im Gewebe - -  und auch in den Zellen - -  dureh die Lage der Erythroeyten 
des Indikatorsystems - -  zumindest im Sinne eines lokalisatorisehen Hinweises - -  
markiert  wird. So konnten wir bei der Verwendung der beiden Antiseren gegen 
menschliehes Sperma nieht nur mitte]s der Mixed Agglutination einen Titer be- 
st immen - -  was allerdings naeh BEUT~ER et al. (1961) aueh fiir die Methode yon 
CooNs und KAPLAN (1950) dureh Antiserumverdiinnungen m6glieh ist - -  sondern 
auch AntikSrper gegen Sperma dureh die Erythrocytenlagerung im Bereieh der 
I{odenkan/~lchen dort lokalisieren, wo sich die Spermien befinden. 

Da mit  der Mixed Agglutination ~hnlich der indirekten Methode yon CooNs 
und KAPLAN (1950) ein AntikSrper nur auf Grund seines y-Globu]incharakters 
naehgewiesen wird, sind auch fiir die Mixed Agglutination Kontrollen notwendig. 
Diese miissen ausschliegen, dag es im Gewebe zu einer unspezifisehen Bindung 
yon y-Globulin gekommen ist, ohne dab eine spezifische Antigen-AntikSrper- 
reaktion mit  einem gewebsst/~ndigen Antigen vorliegt. Die Kontrollen sind dem- 
entsprechend im wesentliehen die gleiehen wie fiir die Methode von CooNs und 
KAPLAN (1950). Insbesondere mug auch ausgeschlossen werden, dab ein nicht 
spezifisch sensibilisiertes Tier - -  in unserem Falle Normalkaninchen - -  mit  seinem 
Serum einen positiven Reaktionsausfall bei der Mixed Agglutination bedingt, 
dadurch, dab unspezifisehe y-Globuline im Gewebe haften. Eine Kontrolle mit  
einem anderen Gewebe als dem zu testenden, kann dann den spezifischen Ausfall 
aueh der Mixed Agglutination mehr oder weniger sieherstellen. Die indirekte 
Methode naeh Coons und KAPLAN (1950), mit  der die Mixed Agglutination am 
ehesten vergliehen werden kann, hat  im ttinbliek auf die Spezifit/~t gegen/iber der 
Mixed Agglutination den Nachteil, dab sie trotz geinigung der Fluorescenzfarb- 
stoff-y-Globulin-Conjugate zu einer vSllig unspezifisehen, sogar yon einem 
y-Globu]ingehalt des Gewebes unabh/~ngigen F/irbung von Organen fiihren 
kann;  dabei kann eine spezifisehe Antigen-Antik6rperreaktion immunhistologisch 
wesentlich leiehter vorget/~uscht werden als mit  der Mixed Agglutination. Aller- 
dings sehlieBt im Gegensatz zur Immunhistologie ein negativer Ausfall der Mixed 
Agglutination keinesfalls aus, dag nicht doeh intraeellul~r ein Antigen verborgen 
ist, an welches das Indikatorsystem auf Grund der GrSge der Erythrocyten nicht 
gelangen kann, weft eben die in Frage kommenden Zellen nieht oder nur ungenfi- 
gend erSffnet oder aufgeschlossen waren. Dementgegen dringt das Indikator-  
system der indirekten Methode yon CooNs und I{APLAN (1950) eben der an Fluor- 
escenzfarbstoff gebundene Anti-AntikSrper verst/~ndlicherweise wesentlieh ]eich- 
ter in die Zellen ein. t t ieraus kann der Sehlug gezogen werden, dag gewissermaBen 
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nur der positive Ausfall der Mixed Agglutination zur Absicherung der positiven 
immunhistologischen Ergebnisse im Hinblick auf die intraeelluls gelegenen Anti- 
gene einen Beweis bietet. 

Ffir extracelluls gelegene Antigene oder in der Zcllmembran befindliche Anti- 
gene ist die Mixed Agglutination auch in ihrem negativen Ausfall als Kontrolle 
ffir die Immunhistologie zu bewerten. 

Znsammenfassung 
Anhand yon Kaninchen-Antiseren gegen die Mikrosomen-, Mitoehondrien- und 

Kernfraktion yon Rattenlebern wird - -  in der Mikrosomen- und Mitochondrien- 
fraktion - -  die Mixed Agglutination als eine fast  im makroskopischen Bereich 
liegende, hochempfindliche Methode beschrieben, die ttinweise auf im Gewebe 
lokalisierte Antigene gestat tet  und gleichzeitig auch den yon W~ILn~ (1956) be- 
schriebenen Antigenverlust bei Hepatomen best/~tigt. 

Dutch Verwendung yon Antiseren gegen menschliches Sperma gelingt mit  
der Mixed Agglutination eine Lokalisation des Antigens im Gewebc, die Erythro- 
cyten agglutinieren fiber den Tubuluslichtungen. 

Bei der Suche nach einem zellst/tndigen Antigen stellt die Mixed Agglutination 
eine Methode dar, welche einem nachfolgend durchgefiihrten, indirekten Verfahren 
von CooNs und KArLASr (1950) im I-Iinblick auf ihre Spezifitiit vorangehen sollte. 
Die n/~here Lokalisation der Antigene im Gewebe mug allerdings Aufgabe der 
Methode yon Coosrs und KAPLA~ (1950) blciben. 

Application of the Mixed Agglutination Test in the hnmunhistologic 
Determination of Antigen in the Cell 

Summary 

Using rabbit  antisera against microsomes, mitoehondria and nuclear fraction 
of rat  liver, the mixed agglutination test, a highly sensitive method which can 
be read almost macroscopically, gave positive results for tissue localized antigens 
only in microsomes and mitochondria fractions. At the same time, the report  of 
WmLER (1956) on decrease in antigen due the liver cancer was confirmed. In  
addition, the mixed agglutination test  was utilized to determine the localization 
of human spermatic antigen in tissue with anti-sperm serum. The erythrocytes 
agglutinated in the lumen of the testicular tubules. In  the search for cell bound- 
antigen, the mixed agglutination test, which has a high degree of specifity, should 
be performed first. When the results are positive, it should be followed by the 
indirect method of Coo~s and KAPLAN (1950). However, to determine the point 
of the antigen localization in the tissue, one must  utilized the method of CooNs 
and KAPLA~ I. 
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