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Induction o] Chronic Active Hepatitis 
by Organspeci]ic Heterologic Soluble Proteins o/the Liver 

Summary. These investigations are concerned with species- and organspecific liver pro- 
teins, demonstrated in earlier studies. Rabbits were sensitized utilizing similar protein- 
preparations obtained from human liver. 

1. With long-term sensitizations (approximately one year) immuntolerances were induced 
in adult rabbits by chronic administration of small doses of protein. The state of immun 
tolerance could be disturbed by applying of heat- and sulfanille acid-altered protein, which at 
the same time could be shown to have induced hypersensitivity of delayed type. - -  Histo- 
logically active chronic hepatitis was found in all animals. Other organs such as heart, lung, 
skeletal muscle, thyroid gland and kidney were not affected. 

2. In  short-term sensitizations with a high dosis of liver protein only dense lymphocytic 
infiltrations in the periportal areas were found histologically. In one animal only early changes 
of a chronic hepatitis were seen. 

Antigenic relations between human and rabbit liver proteins, as demonstrated earlier by 
serological techniques, are discussed in detail. Hypersensitivity of the delayed type would 
seem to play an important role in the development of active chronic hepatitis. This condition 
can be produced with long-term stimulations. 

Zusammen/assung. Die Untersuchungen gehen yon dem frfiher gefiihrten Nachweis eines 
im immunologischen Sinne organspezifischen und weitgehend speciesexclusiven Proteins der 
Leber aus. Entsprechende Proteinpr~parationen aus menschlichen Lebern wurden zur Sen- 
sibilisierung yon Kaninchen eingesetzt. 

1. Bei langdauernder Sensibillsierung (fiber 1 Jab_r) mit kleinen Dosen gelang beim er- 
waehsenen Kaninchen die Induktion einer Immuntoleranz, die dureh Applikation yon hitze- 
und sulfanils~urealteriertem Protein durchbrochen werden konnte; gleichzeitig konnte eine 
Hypersensibilit~t yore verzSgerten Typ indnziert werden. Histologisch land sich bei allen 
Tieren eine aktive chronische Hepatitis; die iibrigen Organe (Herz, Lunge, Skeletmuskulatur, 
Schilddrfise und Niere) waren frei yon pathologisehen Ver/~nderungen. 

2. Bei kurzzeitiger Sensibilisicrung (3 Monate) mit hohen Dosen fand sich histologiseh 
lediglich eine dichtzellige lymphoeyt~re Infiltration der Periportalfelder der Leber; nut  bei 
einem Tier bestanden geringe Hinweiszeichen auf eine begirmende chronisehe Lebererkrankung. 

In  der Diskussion wird auf die serologiseh nachweisbare Antigenverwandtschaft der ent- 
sprechenden Proteine yon humaner und Kaninchenleber hingewiesen. Ffir die Entwieklung 
einer chronisch-progredienten Organerkrankung seheint die Ausbfldung einer Hypersensitivit~t 
yore verz6gerten Typ im Rahmen einer langdauernden Stimulierung wesentlich zu sein. 

Bei sel tenen Verlaufsformen einer chronischen progredienten hyper -gamma-  
globul in~mischen Hepat i t i s  lassen sich als passagere Befunde Gamma-  G-Typ Auto-  
Ant ik6rper  nachweisen, die mi t  e inem 15slichen Pro te in  aus mensehl ichen Lebern  
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reagieren und  durch entsprechende Frakt ionen  anderer 0 rgane  nicht  absorbierbar 
sind. Diese AntikSrper sind dami t  als organspezifiseh eharakterisiert ,  eine 
komplet te  Speciespezifit/~t besteht  nieht. Das  antigene Substra t  der beschriebenen 
AntikSrper konnte  inzwischen naher  eharakterisiert  werden. Es handel t  sich um 
ein weitgehend speeiesexclusives, organgebundenes Protein  im Cytoplasma der 
menschliehen Leber, welches mittels Ultrazentr ifugat ion,  Chromatographic  an 
Sephadex G 100 und  Ammoninmsulfatf~l lung gewonnen werden kann.  Gegen 
dieses Prote in  ist im erwachsenen Kaninehen  eine Immunto le ranz  induzierbar,  
die nieht  mi t  nativen,  jedoch mit  alterierten Leberproteinen zerstSrbar ist (MEYE~ 
zvM BffSC~EZCFELDE, 1968a, b). 

Gleiehzeitig 1/~l~t sich mi t  diesem Prote in  eine Hypersensitivit/£t yore ver- 
zSgerten Typ  durch langdauernde Immunis ierung mit  kleinen Dosen induzieren. 
Dami t  bietet  das Versuchsmodell  die MSglichkeit, das Auf t re ten  organlokali- 
sierter immunpathologischer  l~eaktionen ira Sinne einer chronischen Hepati t is  zu 
studieren. 

Eine zusammenfassende Darstel inng der bisherigen Versuehe zu diesem Pro.  
blem finder sich bei P~O~ETTO (1968) bzw. MEYE~ ZV~ BffSC~ENFELDv, (1968a). 
I n  dieser Arbeit  soil fiber die histopathologisehen und  fluoreseenzhistologischen 
Befunde berichtet  werden, die nach Sensibilisierung erwachsener Kaninchen  mi t  
lSsliehen Prote inen aus mensehliehen Lebern  gewonnen wurden (MEYER ZU~ 
Bi~SC~ENFELDE U. KeSSL~CG, 1968). 

Methodik 

1. Gewinnung der Antigene 
Eine ausfiihrliche Darstellung der Methoden zur Antik5rperanalyse, zur Gewinnung anti- 

genwirksamer subcellul~rer Fraktionen mittels Ultrazentrifugation, Chromatographic an 
Sephadex G 100 und Ammoniumsulfatfi~liung sowie zur Modifikation 15slicher Leberproteine 
mittels Koppelung an Sulfanils~ure bzw. Alteration dutch Hitze finder sich bei MEYER ZV~ 
B~SCHENFELDE (1968a, b). 

2. Versuchsanordnung 

a) Gruppe I (3 Kaninchen). Die Tiere (2000--3000 g schwer; weiBe Neuseel~nder) wurden 
nach dem in Tabelle 1 angegebenen Schema immunisiert und zwar wurden die 150000 G-~ber- 
st~nde einer Ultrazentrifugation kernfreier Leberhomogenate gegeben. I~ach anf~nglicher 
AntikSrperantwort vom Sofor~typ war nach dem 160. Versuchstag lediglich noch eine Hyper- 
sensibilit~t vom verzSgerten Typ (Hauttest) nachweisbar. Eine AntikSrperantwort vom Sofort- 
typ war durch Steigerung der Antigendosis fiber 3real 25 mg nieht induzierbar. Gaben yon 
hitzealteriertem bzw. an Sulianils~ure gekoppeltem Protein ffihrten bei Fortbestehen einer 
Hypersensibilit~t vom verzSgerten Typ (Hauttest) zur AntikSrperantwort yore Soforttyp und 
zwar gegen das jeweils native bzw. alterierte Protein. Die Tiere wurden ca. 3 Monate naeh der 
letzten Sensibilisierung entblutet und die Organe histologisch sowie fluoreseenzhistologiseh 
und histoehemiseh untersueht. 

b) Gruppe 2 (d Kanlnchen). Bei diesen Tieren (2000--3000 g sehwer; weil]e ~euseel~nder) 
wurde mittels kleiner Antigendosen subeutan eine Immuntoleranz gegen 15sliches humanes 
Leberprotein induziert. Verwendet wurden die chromatographisch gewonnenen Fraktionen 1 
und 2 aus 15slichem Leberprotein (150000 G-tJ-berst~nde; s. Abb. 9, Z. ges. exper. Med. 
Bd. 148, S. 146, 1968). ]:)as organspezifische Protein lag in diesen Fraktionen in angereieherter 
Form sowie nichtaggregierb vor. (Einzelheiten zur Methode s. bei MEYER ZUM Bi~SC~ENFELDE, 
1968a.) Die erworbene Immuntoleranz konnte gleiehfalls nur mit sulfanilsKurealteriertem 
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Leberprotein durehbroehen werden. Tabelle 1 zeigt im einzelnen den Verlauf der Versuehe. 
Die Tiere warden 3--5 l~[onate nach der ]etzten Sensibilisierung getftet, 

c) Gruppe 3 (3 Kaninchen). Die Tiere (2000--3000 g sehwer; weiBe Neuseel/~nder) wurden 
mit hohen Antigendosen der Fraktion I u n d  II  sensibilisiert. Die Gesamtantigendosis lag fiber 
der der Tiere der Versuehe 1 und 2. SEmfliehe Tiere reagierten in Form einer Antikfrper- 
antwort veto Soforttyp. Es lieBen sich Antikfrper gegen 15sliches humanes Leberprotein 
naehweisen. Zirkulierende Autoantikfrper wurden nieht gefunden; auch eine AntikSrper- 
antwort veto verz6gerten Typ (Hauttest) war nicht naehweisbar. Die Tiere wurden 3--4 iKo- 
nate naeh der letzten Immunisierung getStet. 

d) Kontrollgruppe (8 Kaninchen ; 2000--3000 g schwer ; weil3e Neuseeliinder ). 4 Tiere wurden 
mit komplettem Freundsehen Adjuvans und Su[fanflsEure 3real wfehentlieh fiber 8 Wochen 
behandelt; es wurden jeweils 2 ml Adiuvans und 10 mg SulfanilsEure gegehen. Weiterhin 
wurden 2 Tiere nach gleiehem Schema lediglieh mit Su[fanils~ure behandelt; 2 Tiere dienten 
unbehandelt als Kontrolle. Kontrollen zum Naehweis yon Antikfrpern gegen subcellul~re 
Organfraktionen, den Versuehen 1, 2 und 3 entspreehend, waren negativ. 

3. Untersuchungen der Gewebe 
a) Histologische Untersuchungen. Organstficke yon Leber, 1VIilz, Niere, Lymphknoten, 

Lunge, Thymus, Schilddr/ise, Herz- und Skeletmuskulatur sowie Haut warden nach Fixation 
in 10%iger gepufferter, neutraler FormalinlSsung in Paraffin eingebettet. 

b) Fluorescenzhistologische Untersuchungen. Herstellung der Proteinkonjugate: Anti* 
Kaninchen-Gamma-Globulin bzw. 15sliche Proteinfi'aktionen yon Kaninchen- und 1V[enschen- 
leber, -niere und -skeletmuskulatttr wurden unter Zusatz yon 0,85%iger Kochsalzl5sung und 
10%igem 0,5 m-Carbonatpuffer (pH 9,5) auf eine Konzentration yon 10 mg Protein/ml ein- 
gestellt und mit 5 mg Fluoreseeinisothiocyanat (FITC) fiber 14 Std im K~ltelabor konjugiert 
(SM1T~ u. Mitarb., 1966; ST~Avss u. Mitarb., 1960). W~hrend der 1. Std wurde der pH des 
Konjugates kontrolliert und bei Absinken dureh Zusatz yon Puffer erneut auf einen Wert yon 
9,5 eingestellt (S~alT~ u. Mitarb., 1966). Die 1%einigung des Konjugates effolgte an Sephadex 
G 50 mittels unterschiedlich molarer, phosphatgepufferter NaC1-L5sung (K~Ac~T u. M_itarb., 
1967). AnschlieBend erfolgte eine Einengung der gereinigten Fraktion an Dextran T 80. 

Herstellung der fluorescenzhistologisehen Pr~parate: iNach Entblutung der Tiere durch 
Herzpunktion wurden Organstiieke yon Leber, Niere und Milz frisch tiefgefforen und Kryostat- 
sehnitte angefertigt. - -  Die 8 ,~ dieken Sehnitte wurden nach Lufttroeknung und kurzzeitiger 
Fixation in kaltem Aceton 3mal 5 rain in PBS gespfilt und danaeh ffir i Std bei 37°C inkubiert. 
Ansehliel]end effolgte erneut Sp/ilung der Pr~parate in 3real geweehseltem PBS und Eindecken 
in gepufferter Glyeeringelatine. Zu allen Versuehen wurden Kontrollen dutch Bloekierung mit 
unmarkierten Seren und Proteinen durchgeffihrt. 

c) ~ermenthistochemische Untersuchungen. Dargestellt wurden an unfixierten Kryostat- 
schnitten Succinatdehydrogenase, Malatdehydrogenase, Isocitratdehydrogenase, Lactat- 
dehydrogenase, Glutumatdehydrogenase und Monoaminooxydase (Monoamindehydrogenase) 
mit der Tetrazoliummethode sowie Adenosintriphosphatase und Gtucose-6-phosphatase 
(Metallsalzmethode). An fixierten Sehnitten wurde die saure und alkalisehe Phosphatase 
(Azofarbstoffmethode bzw. Metallsalzmethode) dargestellt (Methoden naeh PEA~SE, 1961, 
bzw. S r A ~ o ~ ,  1967). 

Ergebnisse 
1. Leberveriinderungen 

a) Bei s~mtlichen Tieren der Gruppe I land sich histologisch das Aquivalentbild einer ak- 
tiven chronischen Hepatitis (s. Abb. 1 a und b bzw. Tabelle 2). - -  Fluoreseenzhistologisch gelang 
der Nachweis yon Autoantikfrpern gegen Lebergewebe in den Leberepithelien der L~ppehen- 
peripherie sowie in vereinzelten rtmdzelligen Elementen des periportalen Feldes. Der iNachweis 
gelang mit FITC-markiertem Anti-Kaninchen-Gamma-Globulin nnd mit FITC-markierten 
15slichen Leberproteinen der Fraktionen 1 und 2 veto Kaninehen (Abb. 3 a und b). - -  Ferment- 
histoehemisch fanden sich im Bereich der yon entzfindliehen Infil~raten zerstSrten Grenz- 
platten der Leberl/~ppehen deutliehe Defekte bzw. Aktiviti~tsminderungen der Suceinat- 
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Abb. 1 a u. b.  V e r s u e h  1, T ier  1 : aktive chronisehe Hepatitis. (Paraff., Hgmat.-Eos., Mikroskop. 
Vergr. 31 bzw. 313 × ) 

dehydrogenase, der Isoeitratdehydrogenase und der Glutamatdehydrogenase. Ver~nderungen 
der Malat- und Laetatdehydrogenase sowie der ~onoaminooxydase waren nut inkonstant 
naehweisbar. Die Phosphatasen zeigten in den genannten Gruppen regelmggig Ferment- 
aktivit~ttsminderungen der Adenosintriphosphatase und z. T. aueh der Glueose-6-Phosphatase. 
Ver~inderungen der alkalisehen uncl sauren Phosphatase waren nieht naehweisbar. 

b) Gruppe 2. Alle Tiere dieser Gruppe zeigten histologiseh, fluoreseenzhistologisch und 
fermenthistoehemiseh die gleiehen Befunde wie die Tiere der Gruppe 1; es bestanden weder 
qualitative noeh quantitative Untersehiede (Abb. 2a und b; s. aueh Tabelle 2 und 3). 

c) Gruppe 3. Histologiseh land sieh bei 2 Tieren eine diehtzellige lymphoeytare Infiltration 
der Periportalfelder. Die Grenzplatten waren dabei zum Teil unseharf. Lediglich bei einem 
Tier (3/1) fanden sieh im Bereieh der durehbroehenen Grenzplatten einzelne sog. Pieeemeal- 
nekrosen, so dab der Beginn einer ehronisehen Hepatitis diskutiert werden muff. Weiterhin 
land sieh bei einem Tier eine ~iltere sog. eosinophile Nekrose des Parenehyms mit zentralen 
Fibrinresten und FremdkSrperriesenzellen (Abb. 4). - -  Fluorescenzhistologiseh fanden sieh 
die gleiehen Ver/~nderungen wie in den Gruppen I und 2; die Ver~inderungen waren jedoeh 
quantitativ ungleieh geringer ausgeprS~gt; nur sehr selten waren in Periportalfeldern bzw. in 
einigen lappehenperiloher gelegenen Epithelien positive Fluoreseenzen mit FITC-markiertem 
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Abb. 2 a u. b, Versueh 2, Tier 2 : aktive ehronische Hepatitis. (Paraff,, H~mat.-Eos., Mikroskop. 
Vergr. 125 bzw. 313 × ) 

Anti-Kaninehen-Gamma-Globulin bzw. 15slichem Leberprotein vom Kaninchen nachweis- 
bar. - -  Die fermenthistoehemischen Befunde waren gleiehf~lls gering ausgepriigt. 

d) Kontrollgruppe. Die Lebern ersehienen bis auf geringe und inkonstante gundzellenan- 
sammlungen in den Periportalfeldern unauffS]lig. (1 Tier mugte wegen einer generalisierten, 
epitheloidzelligen Granulomatose ausgesehlossen werden.) Weiterhin fanden sich bei den mit 
Freundsehem Adjuvans behandelten Tieren vereinzelt kleine Leberzellnekrosen, bei denen es 
sieh m6glieherweise um ~ltere, sog. eosinophile Nekrosen handelt. - -  Die fluoreseenzhistologi- 
sehen und fermenthistochemisehen Untersuchungen ergaben keine pathologisehen Befunde. 
(Zusammenfassung der histologisehen und fluoreseenzhistologisehen Befunde s. Tabelle 2 
und 3.) 

2. ~Tbrige Organe 
Die hiiufigsten Ver~nderungen waren in der Milz naehweisbar; bei 5 Tieren der Gruppe 1 

und 2 bestand eine deutliehe, ausgepri~gte Follikel- und Pulpahyperplasie; gleiche, wenn aueh 
geringere Vergnderungen bestanden bei den Tieren der Gruppe 3. Bei den Tieren der Kontroll- 
gruppe zeigten lediglieh die mit Adjuvans behandelten eine geringe Pulpahyperplasie. - -  
Siimt~liche anderen untersuchten Organe (Lunge, Herz, Skeletmuskulatur, Nieren und Sehild- 
driisen) waren frei yon pathologisehen Veri~nderungen. 



Abb. 3. a Versueh 1, Tier 1 : Fluoreseenz von Leberepithelien naeh Inkuba t ion  yon FITC- 
markier tem Anti-Kaninchen-Gamma-Globulin.  (3/Iikroskop. Vergr. 500 ×).  b Versueh 1, 
Tier 1 : Fluoreseenz yon Leberepithelien nach Inkuba t ion  von FITC-markier tem spezifisehem 

15slichem Protein aus Ka.ninchenleber. (Mikroskop. Vergr. 313 × ) 

Abb. 4. Versueh 3, Tier 3: ausgedehnte, alte sog. eosinophiIe Nekrose mit  Fremdk6rper-  
riesenzellen und  peripherer Fibrose. (Paraff., t Igmat.-Eos. ,  Mikroskop. Vergr. 125 × ) 



372 F. K. K6SSLII~G und K. H. MEYEa z v ~  BOSCttENFELDE: 

Tabelle 2. Histologische Ergebnisse 

Gruppe Leber Milz Herz Schild- Niere Skelet- Lunge 
drfise musku- 

latur 

I aktive, ehronische Follikel- o.B. o.B. o.B. o.B. o.B. 
Hepatitis und Pulpa- 

hyperplasie 
(5 Tiere) 

II  aktive, ehronische ohne pathol, o.B. o.B. o.B. o.B. o.B. 
Hepatitis Befund 

(2 Tiere) 

111 zelldichte lympho- Follikel- o.B. o.B. o.B. o.B. o.B. 
cyt~re Infiltrate in und Pulpa- 
PeriportM- hyperplasie 
feldern; Grenzplatten 
z.T. durehbrochen. 
1 Tier mit beginnender 
chron. Hepatitis. 1 Tier 
mit glterer eosinophiler 
Nekrose 

Kon- 3 Tiere mit iilteren z.T. geringe o.B. o.B. o.B. o.B. o.B. 
trolle (eosin. ?) Nekrosen; Pulpa- 

z.T. lockere rund- hyperplasie 
zellige Infiltrate in 
Periportalfeldern 

Tabelle 3. Fluorescenzhistologische Ergebnisse ( Leber ) 

Gruppe Anti- L6sliches L6sliches LSsliches L6sliches L6sliches 
Kaninchen- Protein, Protein, Protein, Protein, Protein, 
~-Globulin, Kaninehen- Human- Kaninehen- Kaninchen- Human- 
FITC- leber; FITC- leber, FITC- ]eber; Anti- niere; niere; 
markiert markiert markiert Kaninchen- FITC- FITC- 

Globulin- markiert markiert 
FITC- 
markiert 

II  

I I I  

Kon- 
trolle 

periportale periportale O O ,0 0 
gundzellen gundzellen% 
Epithelien Epithelien 
in LSppehen- in L~ppehen- 
peripherie peripherie a 

wie Gruppe I wie Gruppe a 0 0 0 

wie Gruppe I ; wie Gruppe I; 0 0 ,0 ,0 
Befunde jedoch Befunde jedoeh 
sehr gering sehr gering 
ausgepr~gt ausgepr~gt 

,O 0 0 0 0 ,0 

a Nach Blockierung mit unmarkiertem 16slichem Protein (Kaninchenleber) deutliche Ab- 
sehwgehung, jedoch keine vollst~ndige AuslSschung der Fluoreseenz. 
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Diskussion 

Drei verschiedene Versuehsmodelle wurden eingesetzt, um die immunpatho- 
logisehe Bedeutung heterologer 16slieher Leberproteine zu pr/ifen. In Gruppe 1 
gelang es mittels kleiner Proteinmengen naeh anfgnglieher Antik6rperantwort 
vom Soforttyp eine I-Iypersensibilitgt vom verz6gerten Typ gegen organgebundene 
15sliche Leberproteine zu induzieren. Steigende Dosen des nativen Proteins waren 
nieht in der Lage naeh dem 160. Versuehstag eine Antik6rperantwort vom Sofort- 
typ auszul6sen. Dureh Gabe yon hitzealterierten bzw. an Sulfanilsgure gekoppelten 
Leberproteinen wurde die Toleranz gegenfiber ehler Sensibilitgt vom Soforttyp 
durehbroehen. In Gruppe 2 wurde die Dosiszone, die zur Induktion einer Immun- 
toleranz geeignet war, 100 Tage lang nieht iibersehritten. Die verabreiehten 
stabilen, yon aggregierten Molek/ilen befreiten Proteinl6sungen fiihrten danaeh in 
steigenden Konzentrationen nieht zu einer AntikSrperantwort vom Soforttyp 
oder Spgttyp. Mit Durehbreehung der Immuntoleranz mittels alterierter Proteine 
kommt es neben einer loassageren Antik6rperantwort vom Soforttyp znr Entwiek- 
lung einer tIypersensibflitgt vom verz6gerten Typ. In der Gruppe 3 f/ihrten 
6 Injektionen bei 2 Tieren und 7 Injektionen bei einem Tier mit einer Gesamt- 
proteinmenge, die hSher lag, als in den Versuehen 1 und 2 pro Tier, zu einer 
Antik6rperantwort vom Soforttyp. Eine Hypersensibilitgt vom verz6gerten Typ 
war als t Iaut test  nieht naehweisbar. Als Kontrolle dienten Tiere, die mit Ad- 
juvantien bzw. in Kombination mit Sulfanilsgure wghrend 8 Woehen behandelt 
wurden. 

Die histologisehen Befunde der Tiergruppen lassen den Versuehsanordnungen 
entspreehend deutliehe Untersehiede erkennen. Die Tiere der Grnppe 1 und 2 
zeigen s/tmtlieh das Bild einer aktiven ehronisehen Hepatitis. Die Gruppe 3 lggt 
lediglieh t%undzelleninfiltrate in den periportalen Feldern erkennen, dabei sind 
die Grenzplatten hier und da durehbroehen. Lediglieh bei einem Tier mug eine 
beginnende chronisehe Hepatitis diskutiert werden. - -  Die Milz zeigte bei diesen 
Tieren tiberwiegend eine Follikel- und Pulpahyperplasie. In keinem anderen Organ 
(Niere, tterzmuskulatur, Skeletmuskulatur, Sehilddr/ise, Lunge) wurden patho- 
]ogisehe Befunde gesehen, die denen im Bereieh der Leber vergleiehbar sind. In 
den Kontrollen waren auBer vereinzelten eosinophilen Leberzellnekrosen keine 
histopathologisehen Befunde naehweisbar. 

Die/luorescenzhistologischen Untersuchungen erbraehten sowohl mit fluoreseenz- 
markiertem Anti-Kaninehen- Gamma- Globulin, als aueh mit fluoreseenzmarkier- 
tern 15sliehen Leberprotein yore Kaninehen, den Naehweis yon Autoantik6rpern 
im Cytoplasma einzelner Leberepithelien der Lgppehenperipherie und entspre- 
ehende Befunde in vereinzelten Ze]len des periportalen Feldes. Damit diirfte die 
Induktion eines Autoantik6rpers gegen Antigene des Lebereytoplasmas und aueh 
die Induktion yon spezifisehen Immunzellen angenommen werden. Die Kontroll- 
untersuehungen beweisen die Organspezifitgt des Befundes. 

Fiir die Induktion einer aktiven ehronisehen Hepatitis mittels heterologer 
Leberproteine kann noeh keine endgfiltige Erkl/~rung gebraeht werden. Die bis- 
herigen Untersuehungen erlauben jedoeh folgende Aussagen: 

Von organgebnndenen 15sliehen Leberproteinen ausgehend, ist zun/~ehst die 
MSglichkeit einer Antigenverwandtsehaft zwisehen injizierten heterologen und 
entspreehenden autologen Leberproteinen zu diskutieren. Untersuehungen zu 
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diesem Problem haben bisher nur eine Speeiesspezifit/tt der organspezifisehen 
Proteine yon Menseh, Rat te  und Kaninehen erbraeht. Kreuzreaktionen wurden in 
einzelnen Fgllen unter Anwendung der Ouehterlony-Teehnik, der passiven H~m- 
agglutination sowie bei Absorptionsversuehen beobaehtet. Damit ist die M6glieh- 
keit zur Induktion eines mit dem autologen Protein kreuzreagierenden Autoanti- 
k6rpers grunds/~tzlieh denkbar. In  unseren Versuehen konnten wir einen solehen 
Autoantik6rper nieht als eireulierenden Antik6rper, jedoeh mit Hilfe der Immun- 
fluoreseenzteehnik unter Verwendung yon Anti-Kaninehen-Gamma-Globulin bzw. 
fluoreseenzmarkiertem Kaninehenleberprotein in einzelnen Leberepithelien der 
L/~ppehenperipherie naehweisen. Die Antigenverwandtsehaft zwisehen hetero- 
logen and autologen Proteinen erh/~lt nun noeh eine weitere Stfitze. Die histologi- 
sehen Befunde zeigen eindeutig eine Durehbreehung yon Grenzplatten mit Ab- 
sehnfirungen yon Leberepithelien dureh gnndzellen. Es dfirfte sieh dabei um 
Zellen handeln, die dutch eine Sensibilisierung mit einem dem autologen Leber- 
protein antigenverwandten organspezifisehem Protein induziert wurden. 

Neben diesen grundsgtzliehen Voraussetzungen ffir die Induktion einer organ- 
gebundenen immunpathologisehen Reaktion sell eine weitere wiehtige Tatsaehe 
diskutiert werden, die sieh aus der Versuehsanordnung ergibt. Die Induktion einer 
Hypersensibilitgt vom verz6gerten Typ seheint ffir die Entstehung einer ehroniseh 
progredienten Organerkrankung besonders wiehtig zu sein. Ob diese Hyper- 
sensibilit/tt vom verz6gerten Typ nun fiber kleine Antigendosen direkt oder fiber 
eine induzierte Immuntoleranz und deren Durehbreehung mit alterierten Pro- 
teinen erzeugt wird, ist grunds~ttzlieh gleieh. Immerhin seheint ein langdauernder 
Immnnisierungsprozeg, der bei unseren Tieren fiber 1 Jahr  dauerte, wiehtig zu sein. 
Eine aktive ehronisehe Hepatitis zeigt sieh noeh 2--5 Monate naeh Absetzen der 
Proteingaben. Demgegenfiber erzeugt die Gabe hoher Dosen 16sliehen Leber- 
proteins innerhalb yon 12 Woehen lediglieh diehtzellige I~undzelleninfiltrate in 
periportalen Feldern. Nut bei einem Tier mug der Beginn einer ehronisehen 
aktiven Hepatitis diskutiert werden. Eine starke Antik6rperantwort vom Sofort- 
typ ist noeh mehrere Monate ohne Boosterungen nachweisbar. - -  Unsere Kontrollen 
zeigten lediglieh Leberzellnekrosen bei den mit Adjuvans behandelten Tieren. 
Diese Befunde deekten sieh mit denen yon PA~O~TTO (1968), der im Meer- 
sehweinehen naeb Gaben yon Adjuv~ns gleiehfalls eosinophfle Nekrosen erzeugen 
konnte (vg]. JAI~IEL U. KOF~Lg~, 1961; LAV~E~ u. Mitarb., 1959; NORKIN u. 
Mitarb., 1962). 

Wir m6chten folglieh annehmen, dag eine Allergie oder Hypersensibilitiit vom 
verzSgerten Typ, induziert durch kleine Proteindosen i~ber einen langen Zeitraum, 
[i~r das Entstehen einer autoaggressiven Gewebsliision entscheidend ist. Die fluores- 
eenzhistologisehen Untersuchungen lassen es weiterhin als m6glieh erseheinen, 
d~B eine direkte Bindung von Autoantik6rpern an cytoplasmatisehe Strukturen 
im Bereieh geseh~tdigter Zellen vorkommt. - -  Ein vergleiehbares Modell zur 
Induktion einer chronisehen ttep~titis ist uns aus dem Schrifttum nicht bekannt- 
geworden. Zu diskutieren sind in diesem Zusammenhang lediglieh Befunde von 
PA~O~TTO (1968), der in Meersehweinehenversuehen mit homologen 16slichen 
Leberproteinen in nativer und alterierter Form kombiniert mit komplettem 
Freudsehen Adjuvans sowie mit Adjuvans allein eine tIypersensibilitgt vom ver- 
z6gerten Typ gegen das jeweils autologe Leberprotein erzeugte. Bei einer Ver- 
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suehsdauer von ca. 90 Tagen war der histologiseh auff~lligste Befund eosinophile 
Nekrosen in allen Gruppen, vor allem aueh bei den mit Adjuvans behandelten 
Tieren. Complement und Gammaglobulin liegen sieh in den Nekrosen nicht naeh- 
weisen. Der Autor vermutet einen pathogenetisehen Zusammenhang zwisehen 
eosinophilen Nekrosen und der bestehenden Hypersensibilit/~t yore verz6gerten 
Typ. Trotz weitgehender Differenzen hinsichtlieh der Versuehstiere, der Versuehs- 
dauer, der Art der Sensibilisierung nnd des Zeitpunkts der T6tung der Tiere be- 
dfirfen die gemeinsamen Befunde einer kurzen Bespreehung. In unserer Adjuvans- 
kontrolle wurden ebenfalls eosinophile Nekrosen gefunden. Wenn aueh nieht so 
regelm~tBig, so doeh eindeutig, zeigten Tiere der Gruppe 3 solehe Befunde. Diese 
Ver/~nderungen, die hier in Verbindung mit einer AK-Antwort vom Soforttyp 
entstanden sind, haben zuvor bereits I-IAMAMOTO et al. (1964) beobaehtet. Eosino- 
phile Nekrosen sind somit nieht anssehlieBlieh das geaktionsprodukt einer Hyper- 
sensibilit/~t yore verz6gerten Typ, sondern aueh vom Soforttyp. Die Rolle dieser 
Ver/inderungen bei der Entwieklung einer aktiven ehronisehen I-lepatitis ist 
nnseres Eraehtens fraglieh bzw. noeh unbewiesen. Unsere Versuehe zeigten dem- 
gegenfiber, dab eine, mit einem organgebundenen Protein indnzierte Hyper- 
sensibilit~t yore verz6gerten Typ f/Jr die Entstehung einer aktiven ehronisehen 
Hepatitis entseheidend ist. Dabei ist es grunds~tzlich wichtig, dag ein organ- 
gebundenes Protein in Form des nativen heterologen oder alterierten homologen 
Proteins (unpublizierte Befunde in Vorbereitung) znr Sensibilisierung eingesetzt 
werden. 

Unsere Befunde lassen bisher den im naehfolgenden Schema zusammen- 
gefaBten Entwicklungsgang einer aktiven ehronisehen Hepatitis als denkm6glieh 
erseheinen : 

{ LSsliehes Leberprotein t 1 
Exper.." heterologes Protein Mensch: alt. autolog. Protein | 

alt. homolog. Protein (Viren, Bakterien, Entziindg.) 

RES <- 

Spez.-sensibl. Zellen 
(Immuno%eyten) 

+-- 
Periportales Feld 

(Leber) 

Neutrahsation l-Zersg6rung yon Leberzellen ] 

al AK-Bindung m6glieh 
b) Serumtransaminasen erh6ht 

histoehemiseh: Fermentdefekte 
Freisetzung yon 16sliehem Leberprotein 

Nach den vorhegenden Experimenten sowie naeh unver6ffentlichten Befunden 
Ifihrt die Sensibilisierung mit heterologem bzw. alteriertem homologem Protein 
fiber eine I~ES-Stimulierung einerseits zu einer Antik6rperantwort vom Soforttyp 
und andererseits zur Stimuliernng spezifiseh sensibilisierter Zellen. Die chroniseh 
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fortschreitende Lebererkrankung wird yon diesen spezifisch sensibflisierten Ze]len 
unterha l ten .  Dabei  muB eine Freise tznng yon  15slichem Leberprotein  angenommen  
werden, die wiederum fiber eine RES-S t imul i e rung  beide I mmunvor ga nge  unter-  
halt.  Die Ant ikSrper~ntwor t  vom Sofort typ dfirfte keine pathogenetische, sondern 
nur  diagnostische Bedeutung  haben.  Diese Bedeutung  bezieht sich auf den Nach- 
weis org~nspezifischer Ant ik6rper  u n d  den Naehweis dureh Ant igen-Ant ikSrper-  
Komplexe induzier ter  An t i -Gamma-Globu l i n -F a k t o r e n  (AGF). - -  Die En t s t ehung  
der menschlichen chronischen Hepat i t i s  setzt nach diesen Vorstel lungen eine 
Al tera t ion des organspezifisehen Proteins  voraus. 
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