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Fir den immunhistologischen Nachweis von Antigenen — und in analoger
Weise auch von Antikérpern — im Gewebe stand bisher nur die fluorescenz-
mikroskopische Methode von Coons und Karrax (1950) zur Verfiigung, wenn
man von dem Verfahren einer Isotopenmarkierung etwa des Antigens absieht.
Das Verfahren von Cooxs und Karraw (1950) gestattet zwar eine anndhernd
genaue Antigenlokalisation, es ist aber hinsichtlich der Spezifitit trotz zahlreicher
Kontrolluntersuchungen oft unsicher in seiner Aussage. Auf der Suche nach einer
spezifischen, einfach zu handhabenden und leicht im Lichtmikroskop ablesbaren
Methode bot sich uns nun die sog. ,,Mixed Agglutination‘ von Erythrocyten an,
deren Prinzip 1939 von WiENER und HERMAN beschrieben worden war. Bei diesem
Verfahren wird das Antigen im Gewebe durch eine Agglutination von Erythro-
cyten auf dem Gewebsschnitt sichtbar gemacht, da sich die Erythrocyten nur
iiber den antigenhaltigen Bezirken zusammenballen.

Zur Erkldrung dieser Methode sei angenommen, dafl die Lokalisation des leberspezifischen
Antigens durch mixed agglutination festzustellen wire. Dann miifiten sich also die Erythro-
cyten iiber diesem Gewebe zusammenballen. Um aber diese Agglutination der Erythrocyten
iiber der Antigenlokalisation zu erreichen, miissen sowohl das Gewebe als auch die roten Blut-
korperchen entsprechend vorher behandelt werden. Das Gewebe aus einer Rattenleber — wie
es in Abb. 1 schematisch wiedergegeben ist — wird zuerst mit einem Kaninchenserum mit
Antikérper gegen Rattenlebermikrosomen uberschichtet, da ja das leberspezifische Antigen
nach WEILER (1956) in der Mikrosomenfraktion verankert ist. Dabei wird dieser Antikérper,
ein Kaninchen-y-Globulin, im Gewebe an den Mikrosomen der Rattenleberzellen fixiert.
AnschlieBend wird das Gewebe mit einer Aufschwemmung von Erythrocyten bedeckt, an
deren Oberfliche man einen Antikorper gegen Kaninchen-y-Globulin fixiert hat. Die Bindung
des Anti-Kaninchen-y-Globulin an die Erythrocyten wird dadurch erreicht, daf mit Kanin-
chen-y-Globulin iberzogene Schaferythrocyten in ein hochtitriges, unverdinntes oder nur
kaum verdiinntes Antiserum gegen Kaninchen-y-Globulin gebracht werden. Es binden gich
dann zwar die Antikérper aus diesem Antiserum gegen das Kaninchen-y-Globulin an der
Oberilidche der Erythrocyten, sie behalten aber im Sinne des sog. Prozonenphdnomens noch
geniigend freie Valenzen, um mit Kaninchen-y-Globulin -— etwa im Gewebe — noch einmal
zu reagieren. Auf Grund dieser freien Valenzen werden dann die Schaferythrocyten mit ihrer
Antikérperhiille gegen Kaninchen-y-Globulin auf einem Gewebe stets dort fixiert und aggluti-
niert, wo Kaninchen-y-Globulin gebunden ist, in unserem Falle also auf den Leberzellen.

Das Antigen in den Leberzellen wird also zunéchst von einem nicht sichtbaren Kaninchen-y-
Globulin (= Antikérper gegen Rattenlebermikrosomen) und von einem an die Erythrocyten
gebundenem Anti-Kaninchen-y-Globulin (== Anti-Antikérper) iiberdeckt. Diese Methode ent-
spricht in etwa dem indirekten Sandwichverfahren von Coows und KarraN, nur wird dabel
statt der Markierung mit Fluoresceinisothiocyanat die Agglutination der Erythrocyten be-
nutzt, um die stattgehabte Bindung sichtbar zu machen.

* Mit dankenswerter Unterstiitzung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.
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Die Mixed Agglutination diente bisher vorwiegend der Aufdeckung von Blut-
gruppenantigenen an der Oberfliche einzelner Zellen (Coomss, 1961). Dariiber
hinaus wurde sie in diesem Jahrzehnt auch zur Aufdeckung von Antigenen in der
Zellmembran einzelner Zellkulturen angewandt (Hocwmaw, 1959). So konnten
Espmark und Facrarus (1961) Oberflichenantigene an virusinfizierten Zellen bei
Pocken ,Masern und Hundestaupe, spater auch bei Herpes simplex und Schnupfen
nachweisen. BArRroN, MiLgroM, KarzoN und WiTesskY (1963) fanden, dal diese
Methode ansreichend zur Messung des Antikérpertiters bei Masern war. Kirzlich
konnten TONDER, MiLerOM und WITEBSKY (1964) an Gewebsschnitten auch offen-
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Prinzips der Mixed Aggiutination. I Mit Antikdrper berschichteter Ge-
websschnitt auf einem Deckglas; IT Indicatorsystem: Schaferythrocyten mit einer Antikérperhiille gegen Kanin-
chen-y-Globulin, 777 Bindung des Indikatorsystems an die Antikoérperschicht tiber dem Gewebsantigen

bar intracellulidr gelegene, vorwiegend speciesspezifische Antigene in Rinderorga-
nen durch dieses Verfahren aufdecken. Dazu benutzten sie nicht wie bisher iso-
lierte ganze Zellen oder Kulturen solcher, sondern sie eréffneten die Zelle durch
einen Mikrotomschnitt, wobei die intracellular gelegenen Antigene fiir eine Anti-
gen-Antikdrper-Reaktion im Rahmen der Mixed Agglutination frei zur Verfiigung
standen.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Anwendbarkeit der Mixed Agglutina-
tion fiir immunhistologische Belange anhand solcher Untersuchungen zu iiber-
priifen, fir die neben serologischen auch immunhistologische Methoden, wie z.B.
die Fluorescenzsmikroskopie bereits positive Resultate ergeben hatten. Besonders
giinstig schienen uns dabei die mehrfach bestatigten (Day, 1965) immunhistologi-
schen und serologischen Untersuchungsergebnisse (Methode von Cooxs und
Karran, Komplementbindungsreaktion) von WEILER (1956) fiir den Nachweis von
leberspezifisechen Antigenen und dem entsprechenden Antigenverlust bei Hepa-
tomen. Werden hierfiir doch zur Gewinnung der Antiseren Mikrosomen, Mito-
chondrien und — zu Kontrollzwecken — Kerne der Leberzellen verwandt, was
fiir unsere Fragestellung bedeutsam war. Weiter sollte auch mit der Mixed Agglu-
tination die von SossE, HAFERRKAMP, DOEPFMER (1966) hergestellten Kaninchen-
Antiseren gegen menschliches Sperma an menschlichem Hodengewebe ausge-
testet werden.
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Methodik
A. Immunisierung von Kaninchen gegen Lebergewebe der Ratte und histologische
Austestung dieser Antiseren mit der Methode von Coons und KAPrAN

Antigengewinnung. Als Ausgangsmaterial fir die Gewinnung von Antigenen diente nor-
male Rattenleber. Die Verarbeitung des Gewebes ging nach der von WErILER (1965) beschrie-
benen Praparationstechnik mit der Ultrazentrifuge vor sich, um die Fraktion der Zellkerne,
der Mitochondrien und Mikrosomen zu isolieren. Jede Fraktion wurde elektronenmikrosko-
pisch auf ihre Reinheit hin kontrolliert. Zur Immunisierung wurden je zwei Kaninchen mit der
Zellkern-, Mitochondrien- und Mikrosomenfraktion der normalen Rattenleber entsprechend
den Angaben von WrILER (1956) verwandt. Nach 4 Wochen wurde von sechs Tieren das Serum
steril gewonnen. Die bei der Sensibilisierung der Kaninchen zu erwartenden unspezifischen
Antikdrper gegen Rattengewebe {iberhaupt wurden durch erschépfende Absorption nach den
Angaben von WEILER (1956) entfernt.

Abb. 2. Rattenleber mit Hepatominfiltrat. Indirekte Methode nach CooNs und KAPLAN mit Uberschichten des

unfixierten Gewebsschnittes zuerst mit einem an Rattenniere absorbierten Kaninchenantiserum (X 520) gegen

Rattenlebermikrosomen und dann mit einem an Fluoresceinisothiocyanat gekoppelten Anti-Kaninchen-y-Globulin

vom Schaf. Bel 4 im Priparat gelbgriine, in der Wiedergabe weillliche, markierende Fluorescenz im Cytoplasma
der Leberzellen bel fehlender Fluorescenz des Hepatominfiltrates (bei B). Vergr. 330 x

Methode von Coons und KapraN. Nach Absorption wurden die Kaninchen-Antiseren auf
unfixierte, mit Methylalkohol, mit 4%igem Formalin (pH 7,2) oder mit Aceton fixierte
(5 min) Kryostatschnitte (5 u )von Rattenlebern und mit Difithylnitrosamin erzeugten Ratten-
hepatomen, Rattennieren- und Rattenparotisgewebe gebracht und nach 30mintitiger
Inkubation abgespalt. Dann gelangte auf die Schnitte ein an Fluoresceinisothiocyanat ge-
koppeltes Schaf-y-Globulin eigener Herstellung (genaue Methodik in Anlehnung an HAFER-
KAMP u. Mitarb., 1962). Die Reinigung der Conjugate geschah nach den Angaben von McDE-
vITT et al. (1963).

EBrgebnis. Wahrend die Leberzellen bei Verwendung der Antiseren gegen Lebermikro-
somen und — -mitochondrien — gleichgiltig ob fixierte oder unfixierte Schnitte vorlagen —
eine um die Kerne verstdrkte gelbgriime Fluorescenz ihres Cytoplasmas aufweisen, fehlt eine
solche Markierung bei den Hepatomzellen und auch bei den normalen Leberzellen, wenn diese
mit den Antiseren gegen Leberzellkerne bei der Methode von Cooxs und Karran behandelt
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worden waren (s. Abb. 2). Dieser Befund deckt sich mit den Resultaten von WEILER. Die er-
folgte Absorption bestétigte sich in einer fehlenden markierenden Fluoreszenz der Nieren- und
Parotisschnitte bei obiger Technik. Im iibrigen wurden bei der Methode von Cooxs und Ka-
PLAN — wie oben fixierte und unfixierte — Schnitte aus Rattenlebern, -hepatomen, -nieren
oder -parotiden zu Kontrollzwecken mit — wie die Antiseren absorbierten — Kaninchennormal-
serum anstelle der Kaninchen-Antiseren (Kontrolle I) oder als (Kontrolle IT) mit ungekoppel-
tem Schaf-y-Globulin —mit Antikérpereigenschaften gegen Kaninchen-y-Globulin behandelt.
Bei allen Kontrollen ergab sich keine markierende gelbgriine Fluoreszenz des Gewebes.

B. Antiseren von Kaninchen gegen menschliches Hodengewebe (Sperma)

Es wurden die von SoBBE, HAFERKAMP und DOEPFMER (1966) hergestellten Antiseren gegen
menschliches Sperma (Versuchstier Nr. K 2 und K 3) verwandt (Methode s. bei SOBBE et al.,
1966).

Methode von CooNs und KapLaN. Die Antiseren wurden mittels des indirekten Verfahrens
von Coons und Kapran (1950) gegen unfixierte Schnitte von menschlichen Hoden ausge-
testet.

Ergebnis. Es zeigte sich eine durch Kontrollen abgesicherte gelbgriine Fluorescenz auf
den Kopfen der Spermien (s. Abb. 4a) in den menschlichen Hodenkanélchen als Ausdruck
einer y-Globulinbindung aus den erwihnten Kaninchen-Antiseren gegen mengchliches Hoden-
gewebe (Sperma). (Methodik und genaue Ergebnisse s. bei SOBBE et al., 1966).

C. Mixed Agglutination

Zum Nachweis der gelungenen Sensibilisierung der Kaninchen gegen Lebergewebe der
Ratte sowie gegen menschliches Hodengewebe (Spermien) wurde die Mixed Agglutination
nach der von TONDER, MiLerROM und WITEBSKY (1964) angegebenen Methcde durchgefiihrt.
Der Amboceptor (Kaninchen-Antiserum gegen Hammelerythrocyten) wurde gebrauchsfertig
von der Firma Behring (Marburg/Lahn) mit einem Titer von 8000 bezogen. Das hochtitrige
Anti-Kaninchen-y-Globulinserum wurde im hiesigen Laboratorium durch Immunisierung von
Schafen gegen Kaninchen-y-Globulin hergestellt. Die Antiseren wurden vor Gebrauch bei 56° C
fir 30 min inaktiviert. Alle Serumverdimnungen wurden mit einer abgepufferten physiologi-
schen Kochsalzlgsung (Na,HPO,—KH,PO,) bei pH 7.2 durchgefihrt. Es wurde nicht nur
fir die Austestung der gegen Lebermikrcsomen, -mitochondrien und -zellkerne gerichteten
Kaninchen-Antiseren von Leber- und Hepatomgewebe, sondern aus Kontrollgriinden auch
von Nieren- und Parotisgewebe der Rattc im Kryostat Schnitte von 4—5 y. gewonnen. Diese

Tabelle. ,, Mized Agglutination'* an unfizierten Rattengewebsschnitten mit Kaninchenseren gegen
die Fraktionen der Zellkerne, der Mitochondrien und Mikrosomen der Rattenleber nach Absdttigung
der Seren mit Nierengewebe der Ratte

Gewebsantigen Hepatom Leber (Titer *) Niere Parotis

Je 2 Antiseren gegen die Fraktion der
Zellkerne der Leber

K 516 — —_ — —
K517 — — — —
Mitochondrien der Leberzellen

K 518 — 1:80 — —
K 519 — 1:40 — —
Mikrosomen der Leberzellen

K 520 — 1:640 — —
K 540 — 1:1280 — —

Kontrolle: Pool mehrerer Normalseren — — — —

* Titer = Verdiinnung der Antiseren, bei der noch eine einfach positiv zu bewertende
Erythrocyten-Agglutination sichtbar war.
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wurden dann entweder mit Methylalkohol, mit 4%igem Formalin (pH 7,2) bzw. Aceton
fixiert oder wurden unfixiert gelassen. Jeweils einer von den insgesamt 16 Gewebsschnitten
aus den erwihnten drei Organen und dem Tumor (von jedem Gewebe je 1 unfixierter, 1 aceton-
fixierter, 1 methylalkoholfixierter, 1 formalinfixierter Schnitt) wurde dann anschlieBend mit
einem der sechs in einer geometrischen Reihe verdinnten Kaninchen-Antiseren gegen die

Abb. 8a u. b, Mixed Agglutination mit einemy Kaninchen-Antiserum gegen Ratten-Lebermikrosomen (K 520).

a Unfixierter Gewebsschnitt einer normalen Rattenleber bei einer Antiserumverdiinnung von 1:640. Bei a deat-

liche Agglutination der Erythrocyten des Indicatorsystems auf dem Lebergewebe (positive Reaktion). Vergr. 64 X,

b Unfixierter Gewebsschnitt aus einem Hepatom der Ratte. Unverdiinntes Antisernim des Kaninchenserums

K 520, Keine Agglutination der Erythrocyten des Indicatorsystems auf dem Hepatomgewebe (negative Reaktion).
Vergr, 40 x

auch gegen jedes der sechs Antiseren bis zu einer Verdiinnung von 1:2560 ausgetestet wurde.
Dann wurden die Gewebsschnitte nach einer 30miniitigen Inkubationszeit mit physiologischer
Kochsalzlgsung gut gespult und mit der 1%igen Erythrocytenlésung des Indikatorsystems
iiberschichtet. Nach nochmaliger 2stiindiger Inkubation bei 37° C in einer feuchten Kammer,
lie sich dann die Fixation und Agglutination der Erythrocyten auf der Oberfliche der Schnitte
im Lichtmikroskop ablesen.

Die beiden Kaninchen-Antiseren gegen menschliches Sperma (Versuchstier K 2 und X 3)
der von SoBBE et al. (1966) hergestellten Seren, wurden analog den Antiseren gegen die Ratten-
leberfraktionen behandelt, nur mit dem Unterschied, daf statt Leber-, Hepatom-, Parotis-
oder Nierengewebe nur Hodengewebe als Antigen, — und zwar unfixiert — zur Verwendung
kam.
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Die Ablesung (3+, 2+, 1+, @) der Mixed Agglutination geschah nach TONDER et al.
(L. c. 267), (1964). Um die Ergebnisse abzusichern, wurden alle Reaktionen mit der Mixed
Agglutination an verschiedenen Tagen mehrfach wiederholt, wobei die Resultate bei der Ab-
lesung stets gleich blieben. Aus Kontrollgriinden wurden alle oben angefithrten Reaktions-
abldufe statt mit den entsprechenden Antiseren von Kaninchen mit Kaninchen-Normalseren
(Pool mehrerer normaler Kaninchenseren) durchgefithrt (Kontrolle s. auch Tabelle); hier
fand sich in keinem Falle eine positive Reaktion.

Ergebnisse

a) Bei Verwendung der abgesédttigten 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 von Gewebsschnitten der normalen Ratten-
leber. Dabei spielte es keine Rolle, ob die Gewebsschnitte mit Aceton fixiert oder
unfixiert waren; dagegen betrug die Titerhohe bei Verwendung alkohol- und for-
malinfixierter Leberschnitte nur etwa den 8. Teil der Titerhohe bei Verwendung
unfixierter oder mit Aceton fixierter Leberschnitte. Wie aus der Tabelle ersicht-
lich ist, lag der Titer einer noch einfach positiv zu bewertenden Reaktion (14) —
s. Abb. 3a — bei den Antiseren gegen Lebermikrosomen wesentlich héher als bei
den Antiseren gegen Lebermitochondrien. Die Abb. 3b zeigt einen unfixierten
Gewebsschnitt von einem Hepatom mit negativem Ausfall der Reaktion bei Ver-
wendung eines Antiserums gegen die Lebermikrosomen. Eine nachtrigliche Durch-
musterung der Fluorescenzpriparate im Hinblick auf eine stéarkere oder schwéchere
gelbgriine, markierende Fluorescenz der mit den Antiseren gegen Lebermikro-
somen und der mit Antiseren gegen Lebermitochondrien behandelten Leberschnitte
liei (ohne Anfertigung der Verdinnungsreihen der Antiseren) keinen eindeutigen
Unterschied in der Markierungsintensitidt erkennen. Das gleiche gilt auch fiir die
unterschiedliche Fixierung der Gewebsschnitte, welche dabei keinen faBbaren
Unterschied hinsichtlich der positiv zu bewertenden markierenden Fluorescenzen
zeigten.

b) Von den beiden Kaninchen-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 Verdiinnungsstufen der beiden Seren
lieB3 sich eine deutliche, als 14+ zu bewertende Agglutination von Erythrocyten des
Indikatorsystems im Bereich der Samenkanédlchen nachweisen.

Besprechung

Die vorliegenden Untersuchungsergebnisse bestéatigten die Anwendbarkeit der
Mixed Agglutination fiir den Nachweis intracellular gelegener Antigene an Ge-
websschnitten, wie es auch fir die vorwiegend speciesspezifischen Antigene in
Rinderorganen von TONDER et al. (1964) beschrieben wurde. Es mufl angenommen
werden, daf} eine groBe Zahl von Zellen allein schon durch den Mikrotomschnitt
erdffnet wird. Eine Fixierung ist nicht unbedingt erforderlich; sie kann sogar,
wie unsere Ergebnisse mit den Antiseren gegen Lebermikrosomen und Leber-
mitochondrien bei Verwendung von alkohol- oder formalinfixierten Leberschnitten
zeigten, einen Titerabfall der Mixed Agglutination bedingen, da offenbar die Anti-
gene durch die Fixierung ihre serologische Reaktionsfahigkeit im Rahmen der
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bei der Methode von CoonNs und Karrax (1950) eine hinlinglich bekannte

Problem der Fixierung bei ihren Untersuchungen, eine Schwierigkeit, die auch
Rolle spielt.

Mixed Agglutination eingebiillt hatten. Auch TONDER et al. (1964) betonen das
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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 (Coomgs,
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 wesentlich hoheren Titer gegen normales Lebergewebe als die Antiseren
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gegen die Mitochondrien. Zu einem etwa analogen Ergebnis waren mittels der
Komplementbindungsreaktion auch FrscHEr und WEILER (1962) gekommen.
Weiter scheint die Mixed Agglutination sich auch durch eine hohe Spezifitat auszu-
zeichnen (s. auch CoouBs, 1961); so fanden wir bei ihrer Anwendung keine positive
Reaktion unserer gegen Lebermikrosomen und -mitochondrien gerichteten Anti-
seren mit Hepatom-, Nieren- oder Parotisgewebe der Ratte, ganz entsprechend
den Ergebnissen WeILERs (1956) mit der Komplementhindungsreaktion gegen
Hepatom- und Rattennierenpartikel sowie Kuemn und BURGHOLDER (1959) mit
der immunhistologischen Methode nach Coons und Karran (1950). Gegeniiber
der Komplementbindungsreaktion hat die Mixed Agglutination fiir den mehr
morphologisch ausgerichteten Immunologen aber den Vorteil, dafl das Antigen
auf und im Gewebe — und auch in den Zellen — durch die Lage der Erythrocyten
des Indikatorsystems — zumindest im Sinne eines lokalisatorischen Hinweises —
markiert wird. So konnten wir bei der Verwendung der beiden Antiseren gegen
menschliches Sperma nicht nur mittels der Mixed Agglutination einen Titer be-
stimmen — was allerdings nach BEUTNER et al. (1961) auch fir die Methode von
Coons und Kaprraw (1950) durch Antiserumverdiinnungen moglich ist — sondern
auch Antikérper gegen Sperma durch die Erythrocytenlagerung im Bereich der
Hodenkanélchen dort lokalisieren, wo sich die Spermien befinden.

Da mit der Mixed Agglutination dhnlich der indirekten Methode von Coons
und Kaprax (1950) ein Antikérper nur auf Grund seines y-Globulincharakters
nachgewiesen wird, sind auch fiir die Mixed Agglutination Kontrollen notwendig.
Diese miissen ausschlieen, dall es im Gewebe zu einer unspezifischen Bindung
von y-Globulin gekommen ist, ohne dal} eine spezifische Antigen-Antikérper-
reaktion mit einem gewebsstindigen Antigen vorliegt. Die Kontrollen sind dem-
entsprechend im wesentlichen die gleichen wie fiir die Methode von Coons und
Karrax (1950). Insbesondere mufl auch ausgeschlossen werden, dal} ein nicht
spezifisch sensibilisiertes Tier — in unserem Falle Normalkaninchen — mit seinem
Serum einen positiven Reaktionsausfall bei der Mixed Agglutination bedingt,
dadurch, dafl unspezifische y-Globuline im Gewebe haften. Eine Kontrolle mit
einem anderen Gewebe als dem zu testenden, kann dann den spezifischen Ausfall
auch der Mixed Agglutination mehr oder weniger sicherstellen. Die indirekte
Methode nach Cooxs und Karrax (1950), mit der die Mixed Agglutination am
ehesten verglichen werden kann, hat im Hinblick auf die Spezifitit gegeniiber der
Mixed Agglutination den Nachteil, dal} sie trotz Reinigung der Fluorescenzfarb-
stoff-y-Globulin-Conjugate zu einer véllig unspezifischen, sogar von einem
y-Globulingehalt des Gewebes unabhingigen Farbung von Organen fithren
kann; dabei kann eine spezifische Antigen-Antikérperreaktion immunhistologisch
wesentlich leichter vorgetduscht werden als mit der Mixed Agglutination. Aller-
dings schlieBt im Gegensatz zur Immunbistologie ein negativer Ausfall der Mixed
Agglutination keinesfalls aus, daB nicht doch intracelluldr ein Antigen verborgen
ist, an welches das Indikatorsystem auf Grund der Grofie der Erythrocyten nicht
gelangen kann, weil eben die in Frage kommenden Zellen nicht oder nur ungenii-
gend erdffnet oder aufgeschlossen waren. Dementgegen dringt das Indikator-
system der indirekten Methode von Coons und Kaprran (1950) eben der an Fluor-
escenzfarbstoff gebundene Anti-Antikorper verstindlicherweise wesentlich leich-
ter in die Zellen ein. Hieraus kann der SchluB gezogen werden, dafl gewissermafien
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nur der positive Ausfall der Mixed Agglutination zur Absicherung der positiven
immunhistologischen Ergebnisse im Hinblick auf die intracellular gelegenen Anti-
gene einen Beweis bietet.

Fiir extracelluldr gelegene Antigene oder in der Zellmembran befindliche Anti-
gene ist die Mixed Agglutination auch in ihrem negativen Ausfall als Kontrolle
far die Immunhistologie zu bewerten.

Zusammenfassung

Anhand von Kaninchen-Antiseren gegen die Mikrosomen-, Mitochondrien- und
Kernfraktion von Rattenlebern wird — in der Mikrosomen- und Mitochondrien-
fraktion — die Mixed Agglutination als eine fast im makroskopischen Bereich
liegende, hochempfindliche Methode beschrieben, die Hinweise auf im Gewebe
lokalisierte Antigene gestattet und gleichzeitig auch den von WrILER (1956) be-
schriebenen Antigenverlust bei Hepatomen bestétigt.

Durch Verwendung von Antiseren gegen menschliches Sperma gelingt mit
der Mixed Agglutination eine Lokalisation des Antigens im Gewebe, die Erythro-
cyten agglutinieren tiber den Tubuluslichtungen.

Bei der Suche nach einem zellstdndigen Antigen stellt die Mixed Agglutination
eine Methode dar, welche einem nachfolgend durchgefiithrten, indirekten Verfahren
von Coorns und Kapran (1950) im Hinblick auf ihre Spezifitdt vorangehen sollte.
Die nihere Lokalisation der Antigene im Gewebe muf} allerdings Aufgabe der
Methode von Cooxs und Kapran (1950) bleiben.

Applieation of the Mixed Agglutination Test in the Immunhistologie
Determination of Antigen in the Cell

Summary

Using rabbit antisera against microsomes, mitochondria 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
WEILER (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 Coons and Kaprax (1950). However, to determine the point
of the antigen localization in the tissue, one must utilized the method of Coons
and KAPLANT
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