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Induction of Chronic Active Hepatitis
by Organspecific Heterologic Soluble Proteins of 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 sulfanilic 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.

Zusammenfassung. Die Untersuchungen gehen von dem frither gefithrten Nachweis eineg
im immunologischen Sinne organspezifischen und weitgehend speciesexclusiven Proteins der
Leber aus. Entsprechende Proteinpriparationen aus menschlichen Lebern wurden zur Sen-
sibilisierung von Kaninchen eingesetzt.

1. Bei langdauernder Sensibilisierung (iiber 1 Jahr) mit kleinen Dosen gelang beim er-
wachsenen Kaninchen die Induktion einer Immuntoleranz, die durch Applikation von hitze-
und sulfanilsiurealteriertem Protein durchbrochen werden konnte; gleichzeitig konnte eine
Hypersensibilitit vom verzégerten Typ induziert werden. Histologisch fand sich bei allen
Tieren eine aktive chronische Hepatitis; die ibrigen Organe (Herz, Lunge, Skeletmuskulatur,
Schilddriise und Niere) waren frei von pathologischen Verdnderungen.

2. Bei kurzzeitiger Sensibilisierung (3 Monate) mit hohen Dosen fand sich histologisch
lediglich eine dichtzellige Iymphocytire Infiltration der Periportalfelder der Leber; nur bei
einem Tier bestanden geringe Hinweiszeichen auf eine beginnende chronische Lebererkrankung.

In der Diskussion wird auf die serologisch nachweisbare Antigenverwandtschaft der ent-
sprechenden Proteine von humaner und Kaninchenleber hingewiesen. Fiir die Entwicklung
einer chronisch-progredienten Organerkrankung scheint die Ausbildung einer Hypersensitivitit
vom verzégerten Typ im Rahmen einer langdauernden Stimulierung wesentlich zu sein.

Bei seltenen Verlaufsformen einer chronischen progredienten hyper-gamma-
globulindmischen Hepatitis lassen sich als passagere Befunde Gamma-G-Typ Auto-
Antikérper nachweisen, die mit einem l6slichen Protein aus menschlichen Lebern
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reagieren und durch entsprechende Fraktionen anderer Organe nicht absorbierbar
sind. Diese Antikorper sind damit als organspezifisch charakterisiert, eine
komplette Speciespezifitit besteht nicht. Das antigene Substrat der beschriebenen
Antikérper konnte inzwischen néher charakterisiert werden. Es handelt sich um
ein weitgehend speciesexclusives, organgebundenes Protein im Cytoplasma der
menschlichen Leber, welches mittels Ultrazentrifugation, Chromatographie an
Sephadex G 100 und Ammoniumsulfatfillung gewonnen werden kann. Gegen
dieses Protein ist im erwachsenen Kaninchen eine Immuntoleranz induzierbar,
die nicht mit nativen, jedoch mit alterierten Leberproteinen zerstoérbar ist (MEYER
7ZuM BUSCHENFELDE, 19684, b).

Gleichzeitig 148t sich mit diesem Protein eine Hypersensitivitdit vom ver-
zogerten Typ durch langdauernde Immunisierung mit kleinen Dosen induzieren.
Damit bietet das Versuchsmodell die Moglichkeit, das Auftreten organlokali-
sierter immunpathologischer Reaktionen im Sinne einer chronischen Hepatitis zu
studieren. “

Eine zusammenfassende Darstellung der bisherigen Versuche zu diesem Pro-
blem findet sich bei PAronETTO (1968) bzw. MEYER 2UM BUSCHENFELDE (19684).
In dieser Arbeit soll iber die histopathologischen und fluorescenzhistologischen
Befunde berichtet werden, die nach Sensibilisierung erwachsener Kaninchen mit
loslichen Proteinen aus menschlichen Lebern gewonnen wurden (MEYER zum
BiUscHENFELDE u. KOssring, 1968).

Methodik

1. Gewinnung der Antigene

Eine ausfiibrliche Darstellung der Methoden zur Antikérperanalyse, zur Gewinnung anti-
genwirksamer subcellulirer Fraktionen mittels Ultrazentrifugation, Chromatographie an
Sephadex G 100 und Ammonjumsulfatfillung sowie zur Modifikation Ioslicher Leberproteine
mittels Koppelung an Sulfanilsiure bzw. Alteration durch Hitze findet sich bei MEYER zUM
BiscaenrerpE (1968a, b).

2. Versuchsanordnung

a) Gruppe 1 (3 Kaninchen). Die Tiere (2000—3000 g schwer; weille Neuseeldnder) wurden
nach dem in Tabelle 1 angegebenen Schema immunisiert und zwar wurden die 150000 G-Uber-
stinde einer Ultrazentrifugation kernfreier Leberhomogenate gegeben. Nach anfinglicher
Antikérperantwort vom Soforttyp war nach dem 160. Versuchstag lediglich noch eine Hyper-
sensibilitit vom verzdgerten Typ (Hauttest) nachweisbar. Eine Antikorperantwort vom Sofort-
typ war durch Steigerung der Antigendosis {iber 3mal 25 mg nicht induzierbar. Gaben von
hitzealteriertem bzw. an Sulfanilsiure gekoppeltem Protein fithrten bei Fortbesteben einer
Hypersensibilitit vom verzogerten Typ (Hauttest) zur Antikérperantwort vom Soforttyp und
zwar gegen das jeweils native bzw. alterierte Protein, Die Tiere wurden ca. 3 Monate nach der
letzten Sensibilisierung entblutet und die Organe histologisch sowie fluorescenzhistologisch
und histochemisch untersucht.

b) Gruppe 2 (4 Kaninchen). Bei diesen Tieren (2000—3000 g schwer; weiBle Neuseeldnder)
wurde mittels kleiner Antigendosen subcutan eine Immuntoleranz gegen l6sliches humanes
Leberprotein induziert. Verwendet wurden die chromatographisch gewonnenen Fraktionen 1
und 2 aus léslichem Leberprotein (150000 G-Uberstéinde; s. Abb. 9, Z. ges. exper. Med.
Bd. 148, 8. 146, 1968). Das organspezifische Protein lag in diesen Fraktionen in angereicherter
Form sowie nichtaggregiert vor. (Einzelheiten zur Methode s. bei MEYER ZUM BUSCHENFELDE,
19682.) Die erworbene Immuntoleranz konnte gleichfalls nur mit sulfanilsiurealteriertem
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Leberprotein durchbrochen werden. Tabelle 1 zeigt im einzelnen den Verlauf der Versuche.
Die Tiere wurden 3—5 Monate nach der letzten Sensibilisierung getétet.

¢) Gruppe 3 (3 Kaninchen ). Die Tiere (2000—3000 g schwer; weile Neuseeldnder) wurden
mit hohen Antigendosen der Fraktion I und IT sensibilisiert. Die Gesamtantigendosis lag tiber
der der Tiere der Versuche 1 und 2. Sémtliche Tiere reagierten in Form einer Antikérper-
antwort vom Soforttyp. Es lieBen sich Antikérper gegen ldsliches humanes Leberprotein
nachweisen. Zirkulierende Autoantikdrper wurden nicht gefunden; auch eine Antikérper-
antwort vom verzogerten Typ (Hauttest) war nicht nachweisbar. Die Tiere wurden 3—4 Mo-
nate nach der letzten Immunisierung getotet.

d) Kontrollgruppe (8 Kaninchen,; 2000—3000 g schwer, weifle Neuseeldnder ). 4 Tiere wurden
mit komplettem Freundschen Adjuvans und Sulfanilsdure 3mal wochentlich tiber 8 Wochen
behandelt; es wurden jeweils 2 ml Adjuvans und 10 mg Sulfanilsdure gegeben. Weiterhin
wurden 2 Tiere nach gleichem Schema lediglich mit Sulfanilsdure behandelt; 2 Tiere dienten
unbehandelt als Kontrolle. Kontrollen zum Nachweis von Antikérpern gegen subcelluldre
Organfraktionen, den Versuchen 1, 2 und 3 entsprechend, waren negativ.

3. Uniersuchungen der Gewebe

a) Histologische Untersuchungen. Organstiicke von Leber, Milz, Niere, Lymphknoten,
Lunge, Thymus, Schilddriise, Herz- und Skeletmuskulatur sowie Haut wurden nach Fixation
in 10%iger gepufferter, neutraler Formalinldsung in Paraffin eingebettet.

b) Fluorescenzhistologische Untersuchungen. Herstellung der Proteinkonjugate: Anti-
Kaninchen-Gamma-Globulin bzw. lésliche Proteinfraktionen von Kaninchen- und Menschen-
leber, -niere und -skeletmuskulatur wurden unter Zusatz von 0,85 %iger Kochsalzlosung und
10%igem 0,5 m-Carbonatpuffer (pH 9,5) auf eine Konzentration von 10 mg Protein/ml ein-
gestellt und mit 5 mg Fluoresceinisothiocyanat (FITC) iiber 14 Std im Kéltelabor konjugiert
(SmrrH u. Mitarb., 1966; STraUsS u. Mitarb., 1960). Wahrend der 1. Std wurde der pH des
Konjugates kontrolliert und bei Absinken durch Zusatz von Puffer erneut auf einen Wert von
9,5 eingestellt (Smrra u. Mitarb., 1966). Die Reinigung des Konjugates erfolgte an Sephadex
G 50 mittels unterschiedlich molarer, phosphatgepufferter NaCl-Losung (KracaT u. Mitarb.,
1967). AnschlieBend erfolgte eine Einengung der gereinigten Fraktion an Dextran T 80.

Herstellung der fluorescenzhistologischen Priparate: Nach Entblutung der Tiere durch
Herzpunktion wurden Organstiicke von Leber, Niere und Milz frisch tiefgefroren und Kryostat-
schnitte angefertigt. — Die 8 u dicken Schnitte wurden nach Lufttrocknung und kurzzeitiger
Fixation in kaltem Aceton 3mal 5 min in PBS gespiilt und danach fiir 1 Std bei 37°C inkubiert.
AnschlieBend erfolgte erneut Spiilung der Priparate in 3mal gewechseltem PBS und Eindecken
in gepufferter Glyceringelatine. Zu allen Versuchen wurden Kontrollen durch Blockierung mit
unmarkierten Seren und Proteinen durchgefiihrt.

¢) Fermenthistochemische Untersuchungen. Dargestellt wurden an unfixierten Kryostat-
schnitten Succinatdehydrogenase, Malatdehydrogenase, Isocitratdehydrogenase, Lactat-
dehydrogenase, Glutamatdehydrogenase und Monoaminooxydase (Monoamindehydrogenase)
mit der Tetrazoliummethode sowie Adenosintriphosphatase und Glucose-6-phosphatase
(Metallsalzmethode). An fixierten Schnitten wurde die sanre und alkalische Phosphatase
(Azofarbstoffmethode bzw. Metalisalzmethode) dargestellt (Methoden nach Pearse, 1961,
bzw. SPANNHOF, 1967).

Ergebnisse
1. Leberverinderungen

a) Bei sdmtlichen Tieren der Gruppe I fand sich histologisch das Aquivalentbild einer ak-
tiven chronischen Hepatitis (s. Abb. 1 a und b bzw. Tabelle 2). — Fluorescenzhistologisch gelang
der Nachweis von Auntoantikérpern gegen Lebergewebe in den Leberepithelien der Léppchen-
peripherie sowie in vereinzelten rundzelligen Elementen des periportalen Feldes. Der Nachweis
gelang mit FITC-markiertem Anti-Kaninchen-Gamma-Globulin und mit FITC-markierten
l6slichen Leberproteinen der Fraktionen 1 und 2 vom Kaninchen (Abb. 3a und b}, — Ferment-
histochemisch fanden sich im Bereich der von entziindlichen Infiltraten zerstérten Grenz-
platten der Leberlippchen deutliche Defekte bzw. Aktivitdtsminderungen der Succinat-
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Abb. lau.b. Versuch 1, Tier 1: aktive chronische Hepatitis. (Paraff., Himat.-Eos., Mikroskop.
Vergr. 31 bzw. 313 x)

dehydrogenase, der Isocitratdehydrogenase und der Glutamatdehydrogenase. Verinderungen
der Malat- und Lactatdehydrogenase sowie der Monoaminooxydase waren nur inkonstant
nachweisbar. Die Phosphatasen zeigten in den genannten Gruppen regelmiifig Ferment-
aktivititsminderungen der Adenosintriphosphatase und z.T. auch der Glucose-6-Phosphatase.
Verinderungen der alkalischen und sauren Phosphatase waren nicht nachweisbar.

b) Gruppe 2. Alle Tiere dieser Gruppe zeigten histologisch, fluorescenzhistologisch und
fermenthistochemisch die gleichen Befunde wie die Tiere der Gruppe 1; es bestanden weder
qualitative noch quantitative Unterschiede (Abb. 2a und b; s. auch Tabelle 2 und 3).

¢) Gruppe 3. Histologisch fand sich bei 2 Tieren eine dichtzellige lymphocytire Infiltration
der Periportalfelder. Die Grenzplatten waren dabei zum Teil unscharf. Lediglich bei einem
Tier (3/1) fanden sich im Bereich der durchbrochenen Grenzplatten einzelne sog. Piecemeal-
nekrosen, so daB der Beginn einer chronischen Hepatitis diskutiert werden mul3. Weiterhin
fand sich bei einem Tier eine éltere sog. eosinophile Nekrose des Parenchyms mit zentralen
Fibrinresten und Fremdkorperriesenzellen (Abb. 4). — Fluorescenzhistologisch fanden sich
die gleichen Verdinderungen wie in den Gruppen 1 und 2; die Verdnderungen waren jedoch
quantitativ ungleich geringer ausgeprégt; nur sehr selten waren in Periportalfeldern bzw. in
einigen ldppchenperipher gelegenen Epithelien positive Fluorescenzen mit FITC-markiertem
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Abb. 2a u. b. Versuch 2, Tier 2: aktive chronische Hepatitis. (Paraff., Himat.-Eos., Mikroskop.
Vergr. 125 bzw. 313 x)

Anti-Kaninchen-Gamma-Globulin bzw. 13slichem Leberprotein vom Kaninchen nachweis-
bar. — Die fermenthistochemischen Befunde waren gleichfalls gering ausgepragt.

d) Kontrollgruppe. Die Lebern erschienen bis auf geringe und inkonstante Rundzellenan-
sammlungen in den Periportalfeldern unaunffillig. (1 Tier muBte wegen einer generalisierten,
epitheloidzelligen Granulomatose ausgeschlossen werden.) Weiterhin fanden sich bei den mit
Freundschem Adjuvans behandelten Tieren vereinzelt kleine Leberzellnekrosen, bei denen es
sich moglicherweise um &ltere, sog. eosinophile Nekrosen handelt. — Die fluorescenzhistologi-
schen und fermenthistochemischen Untersuchungen ergaben keine pathologischen Befunde.
(Zusammenfassung der histologischen und fluorescenzhistologischen Befunde s. Tabelle 2
und 3.)

2. Ubrige Organe

Die haufigsten Verdnderungen waren in der Milz nachweisbar; bei 5 Tieren der Gruppe 1
und 2 bestand eine deutliche, ausgeprigte Follikel- und Pulpahyperplasie; gleiche, wenn auch
geringere Veranderungen bestanden bei den Tieren der Gruppe 3. Bei den Tieren der Kontroll-
gruppe zeigten lediglich die mit Adjuvans behandelten eine geringe Pulpahyperplasie. —
Samtliche anderen untersuchten Organe (Lunge, Herz, Skeletmuskulatur, Nieren und Schild-
driisen) waren frei von pathologischen Verénderungen.



Abb. 3. a Versuch 1, Tier 1: Fluorescenz von Leberepithelien nach Inkubation von FITC-
markiertem Anti-Kaninchen-Gamma-Globulin. (Mikroskop. Vergr. 500 x). b Versuch 1,
Tier 1: Fluorescenz von Leberepithelien nach Inkubation von FITC-markiertem spezifischem

I6slichem Protein aus Kaninchenleber. (Mikroskop. Vergr. 313 x)
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Abb. 4. Versuch 3, Tier 3: ausgedehnte, alte sog. eosinophile Nekrose mit Fremdkorper-
riesenzellen und peripherer Fibrose. (Paraff., Himat.-FEos., Mikroskop. Vergr. 125 x)
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Tabelle 2. Histologische Ergebnisse

Gruppe Leber Milz Herz  Schild- Niere  Skelet- Lunge
driise musku-
latur
I aktive, chronische Follikel- 0.B. o0.B. 0.B. o.B. 0.B.
Hepatitis und Pulpa-
hyperplasie
(5 Tiere)
II aktive, chronische ohne pathol. 0.B. 0.B. 0.B. 0.B. 0.B.
Hepatitis Befund
(2 Tiere)
III zelldichte lympho- Follikel- o.B. o.B. o.B. 0.B. 0.B.
cytére Infiltrate in und Pulpa-
Periportal- hyperplasie

feldern; Grenzplatten
z.T. durchbrochen.

1 Tier mit beginnender
chron. Hepatitis. 1 Tier
mit #@lterer eosinophiler

Nekrose
Kon- 3 Tiere mit dlteren z.T. geringe 0.B. 0.B. o.B. o.B. 0.B.
trolle (eosin. ?) Nekrosen; Pulpa-
z.T. lockere rund- hyperplasie
zellige Infiltrate in
Periportalfeldern
Tabelle 3. Fluorescenzhistologische Ergebnisse ( Leber)

Gruppe Anti- Lésliches Losliches Losliches Losliches Losliches
Kaninchen- Protein, Protein, Protein, Protein, Protein,
y-Globulin, Kaninchen-  Human- Kaninchen- Kaninchen- Human-
FITC- leber; FITC-  leber, FITC- leber; Anti- mniere; niere;
markiert markiert markiert Kaninchen- FITC- FITC-

Globulin- markiert markiert
FITC-
markiert
I periportale periportale 1] (] 1] [
Rundzellen Rundzellen?,
Epithelien Epithelien
in Lippchen-  in Lappchen-
peripherie peripheriea
IT wie Gruppe I ~ wie Gruppe2 0 0 [1] g
11 wie Gruppe I; wie GruppeI; 0 4] 4] \]
Befunde jedoch Befunde jedoch
sehr gering sehr gering
ausgepriagt ausgepragt
Kon- o 0 0 g 0

trolle

a Nach Blockierung mit unmarkiertem 16slichem Protein (Kaninchenleber) deutliche Ab-
schwichung, jedoch keine vollstindige Ansloschung der Fluorescenz.
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Diskussion

Drei verschiedene Versuchsmodelle wurden eingesetzt, um die immunpatho-
logische Bedeutung heterologer loslicher Leberproteine zu prifen. In Gruppe 1
gelang es mittels kleiner Proteinmengen nach anfinglicher Antikérperantwort
vom Soforttyp eine Hypersensibilitdt vom verzogerten Typ gegen organgebundene
losliche Leberproteine zu induzieren. Steigende Dosen des nativen Proteins waren
nicht in der Lage nach dem 160. Versuchstag eine Antikoérperantwort vom Sofort-
typ auszulésen. Durch Gabe von hitzealterierten bzw. an Sulfanilsdure gekoppelten
Leberproteinen wurde die Toleranz gegeniiber einer Sensibilitit vom Soforttyp
durchbrochen. In Gruppe 2 wurde die Dosiszone, die zur Induktion einer Immun-
toleranz geeignet war, 100 Tage lang nicht iiberschritten. Die verabreichten
stabilen, von aggregierten Molekiilen befreiten Proteinlésungen fithrten danach in
steigenden Konzentrationen nicht zu einer Antikdérperantwort vom Soforttyp
oder Spéttyp. Mit Durchbrechung der Immuntoleranz mittels alterierter Proteine
kommt es neben einer passageren Antikdérperantwort vom Soforttyp zur Entwick-
lung einer Hypersensibilitit vom verzogerten Typ. In der Gruppe 3 fihrten
6 Injektionen bei 2 Tieren und 7 Injektionen bei einem Tier mit einer Gesamt-
proteinmenge, die héher lag, als in den Versuchen 1 und 2 pro Tier, zu einer
Antikérperantwort vom Soforttyp. Eine Hypersensibilitdt vom verzoégerten Typ
war als Hauttest nicht nachweisbar. Als Kontrolle dienten Tiere, die mit Ad-
juvantien bzw. in Kombination mit Sulfanilsdure wihrend 8 Wochen behandelt
wurden.

Die histologischen Befunde der Tiergruppen lassen den Versuchsanordnungen
entsprechend deutliche Unterschiede erkennen. Die Tiere der Gruppe 1 und 2
zeigen sédmtlich das Bild einer aktiven chronischen Hepatitis. Die Gruppe 3 1iBt
lediglich Rundzelleninfiltrate in den periportalen Feldern erkennen, dabei sind
die Grenzplatten hier und da durchbrochen. Lediglich bei einem Tier muf} eine
beginnende chronische Hepatitis diskutiert werden. — Die Milz zeigte bei diesen
Tieren tiberwiegend eine Follikel- und Pulpahyperplasie. In keinem anderen Organ
(Niere, Herzmuskulatur, Skeletmuskulatur, Schilddriise, Lunge) wurden patho-
logische Befunde gesehen, die denen im Bereich der Leber vergleichbar sind. In
den Kontrollen waren auBer vereinzelten eosinophilen Leberzellnekrosen keine
histopathologischen Befunde nachweisbar.

Die fluorescenzhistologischen Untersuchungen erbrachten sowohl mit fluorescenz-
markiertem Anti-Kaninchen-Gamma-Globulin, als auch mit fluorescenzmarkier-
tem loslichen Leberprotein vom Kaninchen, den Nachweis von Autoantikérpern
im Cytoplasma einzelner Leberepithelien der Lappchenperipherie und entspre-
chende Befunde in vereinzelten Zellen des periportalen Feldes. Damit diirfte die
Induktion eines Autoantikérpers gegen Antigene des Lebercytoplasmas und auch
die Induktion von spezifischen Immunzellen angenommen werden. Die Kontroll-
untersuchungen beweisen die Organspezifitit des Befundes.

Fir die Induktion einer aktiven chronischen Hepatitis mittels heterologer
Leberproteine kann noch keine endgiiltige Erklirung gebracht werden. Die bis-
herigen Untersuchungen erlauben jedoch folgende Aussagen:

Von organgebundenen léslichen Leberproteinen ausgehend, ist zunichst die
Moglichkeit einer Antigenverwandtschaft zwischen injizierten heterologen tmd
entsprechenden autologen Leberproteinen zu diskutieren. Untersuchungen zu
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diesem Problem haben bisher nur eine Speciesspezifitdt der organspezifischen
Proteine von Mensch, Ratte und Kaninchen erbracht. Kreuzreaktionen wurden in
einzelnen Fallen unter Anwendung der Ouchterlony-Technik, der passiven Ham-
agglutination sowie bei Absorptionsversuchen beobachtet. Damit ist die Moglich-
keit zur Induktion eines mit dem autologen Protein kreuzreagierenden Autoanti-
kdrpers grundsétzlich denkbar. In unseren Versuchen konnten wir einen solchen
Autoantikérper nicht als circulierenden Antikérper, jedoch mit Hilfe der Immmun-
fluorescenztechnik unter Verwendung von Anti-Kaninchen-Gamma-Globulin bzw.
fluorescenzmarkiertem Kaninchenleberprotein in einzelnen Leberepithelien der
Lippchenperipherie nachweisen. Die Antigenverwandtschaft zwischen hetero-
logen und autologen Proteinen erhalt nun noch eine weitere Stiitze. Die histologi-
schen Befunde zeigen eindeutig eine Durchbrechung von Grenzplatten mit Ab-
schniirungen von Leberepithelien durch Rundzellen. Es diirfte sich dabei um
Zellen handeln, die durch eine Sensibilisierung mit einem dem autologen Leber-
protein antigenverwandten organspezifischem Protein induziert wurden.

Neben diesen grundsétzlichen Voraussetzungen fir die Induktion einer organ-
gebundenen immunpathologischen Reaktion soll eine weitere wichtige Tatsache
diskutiert werden, die sich aus der Versuchsanordnung ergibt. Die Induktion einer
Hypersensibilitdt vom verzégerten Typ scheint fiir die Entstehung einer chronisch
progredienten Organerkrankung besonders wichtig zu sein. Ob diese Hyper-
sensibilitdt vom verzdgerten Typ nun iiber kleine Antigendosen direkt oder iber
eine induzierte Immuntoleranz und deren Durchbrechung mit alterierten Pro-
teinen erzeugt wird, ist grundsétzlich gleich. Immerhin scheint ein langdauernder
Immunisierungsprozel3, der bei unseren Tieren iiber 1 Jahr dauerte, wichtig zu sein.
Eine aktive chronische Hepatitis zeigt sich noch 2—5 Monate nach Absetzen der
Proteingaben. Demgegeniiber erzeugt die Gabe hoher Dosen loslichen Leber-
proteins innerhalb von 12 Wochen lediglich dichtzellige Rundzelleninfiltrate in
periportalen Feldern. Nur bei einem Tier mufl der Beginn einer chronischen
aktiven Hepatitis diskutiert werden. Eine starke Antikérperantwort vom Sofort-
typ ist noch mehrere Monate ohne Boosterungen nachweisbar. — Unsere Kontrollen
zeigten lediglich Leberzellnekrosen bei den mit Adjuvans behandelten Tieren.
Diese Befunde deckten sich mit denen von ParoxmTTo (1968), der im Meer-
schweinchen nach Gaben von Adjuvans gleichfalls eosinophile Nekrosen erzeugen
konnte (vgl. JAHIEL u. KoFrLER, 1961; Laursr u. Mitarb., 1959; NorKIN u.
Mitarb., 1962).

Wir mochten folglich annehmen, dall eine Allergie oder H ypersensibilitdt vom
verzigerten Typ, induziert durch kleine Proteindosen diber einen langen Zeitraum,
fiir das Entstehen einer autoaggressiven Gewebslision entscheidend ist. Die fluores-
cenzhistologischen Untersuchungen lassen es weiterhin als mdglich erscheinen,
daB eine direkte Bindung von Autoantikérpern an cytoplasmatische Strukturen
im Bereich geschidigter Zellen vorkommt. — Ein vergleichbares Modell zur
Induktion einer chronischen Hepatitis ist uns aus dem Schrifttum nicht bekannt-
geworden. Zu diskutieren sind in diesem Zusammenhang lediglich Befunde von
ParoNETTO (1968), der in Meerschweinchenversuchen mit homologen ldslichen
Leberproteinen in nativer und alterierter Form kombiniert mit komplettem
Freudschen Adjuvans sowie mit Adjuvans allein eine Hypersensibilitdt vom ver-
zogerten Typ gegen das jeweils autologe Leberprotein erzeugte. Bei einer Ver-
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suchsdauer von ca. 90 Tagen war der histologisch auffélligste Befund eosinophile
Nekrosen in allen Gruppen, vor allem auch bei den mit Adjuvans behandelten
Tieren. Complement und Gammaglobulin lieBen sich in den Nekrosen nicht nach-
weisen. Der Autor vermutet einen pathogenetischen Zusammenhang zwischen
eosinophilen Nekrosen und der bestehenden Iypersensibilitdit vom verzégerten
Typ. Trotz weitgehender Differenzen hinsichtlich der Versuchstiere, der Versuchs-
dauer, der Art der Sensibilisierung und des Zeitpunkts der T6tung der Tiere be-
diirfen die gemeinsamen Befunde einer kurzen Besprechung. In unserer Adjuvans-
kontrolle wurden ebenfalls eosinophile Nekrosen gefunden. Wenn auch nicht so
regelmafig, so doch eindeutig, zeigten Tiere der Gruppe 3 solche Befunde. Diese
Verdnderungen, die hier in Verbindung mit einer AK-Antwort vom Soforttyp
entstanden sind, haben zuvor bereits HamamoTo et al. (1964) beobachtet. Eosino-
phile Nekrosen sind somit nicht ausschliefilich das Reaktionsprodukt einer Hyper-
sensibilitdt vom verzogerten Typ, sondern auch vom Soforttyp. Die Rolle dieser
Verdnderungen bei der Entwicklung einer aktiven chronischen Hepatitis ist
unseres Erachtens fraglich bzw. noch unbewiesen. Unsere Versuche zeigten dem-
gegeniiber, dal eine, mit einem organgebundenen Protein induzierte Hyper-
sensibilitdt vom verzégerten Typ fur die Entstehung einer aktiven chronischen
Hepatitis entscheidend ist. Dabei ist es grundsétzlich wichtig, daf ein organ-
gebundenes Protein in Form des nativen heterologen oder alterierten homologen
Proteins (unpublizierte Befunde in Vorbereitung) zur Sensibilisierung eingesetzt
werden.

Unsere Befunde lagsen bisher den im nachfolgenden Schema zusammen-
gefaliten Entwicklungsgang einer aktiven chronischen Hepatitis als denkmoglich
erscheinen:

—LLéisliches Leberproteh?}

Ezper.: heterologes Protein Mensch: alt. autolog. Protein
alt. homolog. Protein (Viren, Bakterien, Entziindg.)
—>RES RES<—
Zirk. Antikorper AGF Spez.-sensibl. Zellen
(Immunocyten)
AG-AK-Komplexe
Periportales Feld
(Leber)
Neutralisation léerstb‘rung von Leberzellen—’

a) AK-Bindung moglich

b) Serumtransaminasen erhsht

c) histochemisch: Fermentdefekte
L d) Freise)tzeng von laslichem Leberprotein

Nach den vorliegenden Experimenten sowie nach unveréffentlichten Befunden
fiithrt die Sensibilisierung mit heterologem bzw. alteriertem homologem Protein
iiber eine RES-Stimulierung einerseits zu einer Antikérperantwort vom Soforttyp
und andererseits zur Stimulierung spezifisch sensibilisierter Zellen. Die chronisch
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fortschreitende Lebererkrankung wird von diesen spezifisch sensibilisierten Zellen
unterhalten. Dabei muB eine Freisetzung von l6slichem Leberprotein angenommen
werden, die wiederum iiber eine RES-Stimulierung beide Immunvorginge unter-
halt. Die Antikdérperantwort vom Soforttyp diirfte keine pathogenetische, sondern
nur diagnostische Bedeutung haben. Diese Bedeutung bezieht sich auf den Nach-
weis organspezifischer Antikérper und den Nachweis durch Antigen-Antikérper-
Komplexe induzierter Anti-Gamma-Globulin-Faktoren (AGF). — Die Entstehung
der menschlichen chronischen Hepatitis setzt nach diesen Vorstellungen eine
Alteration des organspezifischen Proteins voraus.
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