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Ilnmunohistologische Untersuehungen 
fiber die intrathekale y-Globulinbildung 
bei der allergischen Encephalomyelitis* 

Von 

EWALD FRICK 

Mit 3 Textabbildungen 

(Eingegangen ant 16. Miirz 1964) 

Das fluorescenzoptisehe Verfahren von Coo~s 3 gestattet es, kleine 
Mengen eines antigenen MateriMs mikroskopisch siehtbar zu machen 
und im histologisehen Schnitt zu lokMisieren. Aueh die Bildung yon 
Antik6rpern im Gewebe l~gt sieh verfolgen 4,12 Diese werden von Zellen 
produziert, die infolge des durch die Immunisation gesetzten t~eizes erst 
entstehen und als Stammzellen fiir die Plasmazellen zu gelten haben. 
Im Verlauf der Zelldifferenzierung kommt es zur Synthese des spezifisehen 
Antik6rperproteins, das im Cytoplasma gelegen ist. Antik6rperbildende 
Zellen finden sich vorzugsweise in der roten Pulpa der Milz und in den 
Marklagern der Lymphknoten. - -  O~T~GA u. MELLORS 14 haben die 
eellulgre Genese des normalen y-Globulins beim Mensehen studiert. In 
den Lymphknoten konnten drei Zellarten, die y-Globuline bilden, iden- 
tifiziert werden; zwei davon waren Unterformen yon Plasmazellen mit 
und ohne RusselkSrper. Grote und mittlere Lyrnphocyten sowie primitive 
Retieulumzellen im Zentrum germinativum enthielten ebenfalls y-Glo- 
bulin. Es fand sieh kein y-Globulin in reifen Lymphoeyten, Mastzellen, 
Neutrophilen, Eosinophilen, Retieulumzellen, Histioeyten und Endothel- 
zellen. - -  In  einem lymphoeytgren Infiltrat konnte y-Globulin nach- 
gewiesen werden. Es wurde eine holoerine oder aueh apoerine Sekretion 
des y-Globulins angenommen, das im Cytoplasma gelegen ist und eine 
granulate Struktur aufweisen kann. In der Peripherie des Zelleibes zeigten 
sich oft kleine Vaeuolen mit nicht fluoreseierenden Zentren. - -  COHEN u. 
Mitarb. ~ konnten bei der postnekrotischen Lebereirrhose und der akuten 
Hepatitis in einer gr6Beren Anzahl yon Infiltratzellen y-Globuline fest- 
stellen, das dort gebildet war. Die Klassifikation dieser Zellen war pro- 
blematiseh, nut wenige waren Plasmazellen nach eytologisehen Kriterien. 
Es sehien sieh um versehiedengradig modifizierte retieuloendotheliale 
Zellen zu handeln, die in Umbildung zu Plasmazellen begriffen shad. 

* Nach einem Vortrag auf dem 2. Liquor-Kolloquium vom 4.--6. Juli 1963 
in Miinster. 
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Ausgangspunkt  der eigenen Untc r suchungcn  waren nnsere friihcrcn 

Befunde, da~ bei entzfindlichen E r k r a n k u n g e n  des Gehirns und  seiner 
Hiiute y-Globul in  ira L iquor raum selbcr produziert  wirdT, s. Die Bildungs- 
st i i t ten ffir dieses , , l iquoreigene" y-Globul in  galt  es nigher zu bes t immen.  

Methodik und Material 
Albumin und ~-Globulin wurden aus normalem Meerschweinchenserum durch 

Auftrennung mittels der kontinuierlichen Ablenkungselektrophorese auf Filtrier- 
karton (G~Ass~AN~ U. I-IAN~IG 9) gewonnen. Die l~eiuheit der Proteinfraktionen 
wurde p~pierelektrophoretisch geprfift. - -  Kaninchen wurden mit dem Albumin 
oder dem ~-Globulin yore Meerschweinchen nach der Freundschen Adjuvanstechnik 5 
immunisiert. Jedes Tier erhielt dreimal je 20 mg Protein intramuskul~r in Abst~nden 
yon 4 Wochen. 6 Wochen danach injizierten wir zweimal mit achtt~gigem Abstand 
je 10 mg Eiwei[~ ohne Adjuvans subcutan und gewannen 10 Tage sp~ter die Immun- 
seren. Die Spezifit~t der Immunseren wurde im Ouchterlony-Test 15 geprfift; als 
Antigene wurden das Meerschweinchen-Albumin oder F-Globulin in einer 100 
mg-~ LSsung und 1:50 verdiinntes Meerschweinchenserum verwendet. Bei 
dieser Versuchsanordnung kam jeweils nur eine Priicipitationslinie zur D~rstellung. 
Der Antik5rpertiter wurde im Ringtest ermittelt, wobei eine 50 mg-~ Albumin- 
oder v-Globulinl6sung unterschiehtet wurde. Immunseren mit einem Titer yon 
mindestens 1 : 128 wurden gepoolt und mittels Na~SO 4 gef~llt 1, das Pr~cipitat wurde 
in gepufferter physiologischer Kochsalzl5sung (0,15 reel. NaCI, 0,15 tool. KH2PO 4- 
Na2HPO ~ auf pH 8,0 eingestellt) aufgel6st und dialysiert. Das gereinigte Kaninchen- 
immunserum wurde mit Fluorescein-iso-thio-cyanat konjugiertla; das Konjugat 
wurde in der Sephadex-S~ule G-25 yon dem fiberschfissigen Fluorescenzfarbstoff 
getrennt 11 und anschliel~end noch etwa 48 Std bei ~- 4~ gegen gepufferte Koch- 
sMzl5sung pH 7,0 dialysiert. AnschlieBend wurde es dreimal mit acetongetrocknetem 
Ratteuleberpulver ~bsorbiert a. Die fluochromierten gereinigten Seren wurden steril 
filtriert, in Portionen abgeffillt, eingefroren und bei - -  35~ aufbewahrt. 

20 Meerschweinehen im Gewicht yon 300--400 g dienten als normale Kontrollen. 
- -  25 Meerschweinchen der gleichen Gewichtsklasse wurden nach der Freundschen 
Methode 5 unter Verwendung einer 20~ w~Brigen homologen tIirnemulsion 
immunisiert. Etwa 14 Tage sp~ter erkrankten die Tiere mit den typischen Sympto- 
men der experimentellen ~llergischen Encephalomyelitis (EAE), ataktischen Gang- 
stSrungen, querschnittsfSrmigen Li~hmungen. Auf dem HShepunkt der Erkrankung, 
meist 3--5 Tage nach deren Beginn, wurden die Tiere getStet und untersucht. - -  
Von Gehirn und t~fickenmark wurden etwa 4/~ dicke Schnitte im Kryostaten 
hergestellt. Davon wurde ein Teil, um die histologischen Ver~nderungen kontrol- 
lieren zu kSnnen, mit H~matoxylin-Eosin gef~rbt, der andere wurde 30 min bei 
37~ in 95~ ~thanol fixiert und zum direkten Antigennachweis mit dem 
fluochromierten Immunserum bedeckt (Methode nach COONS u. KA~A~) a. - -  
Die immunologisehe Spezifit~twurde gepriift durchVorbehandlung je eines Schnittes 
mit 1. unkonjugiertem Immunserum, 2. konjugiertem Norma]serum, 3. normalem 
Meerschweinchenserum, 4. normalem Meerschweinehenalbumin oder ?- Globulin. Als 
optische Einrichtung diente ein Zeiss-Fluorescenz-Mikroskop mit Quecksilberhoch- 
druckbrenner Osram HBO 200. 

Befunde 
1. 15 Mecrschwcinchen mi t  einer EAE wurden untersucht .  - -  Die 

Hiimatoxylin-Eosin-Pr~parate ergaben den iiblichen Befund einer disscmi- 
n ier ten  Encephalomyel i t is  mi t  bcvorzugtem Befall der wei~cn Substanz  
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und der subependym~ren Region. Die zahlreiehen Infiltrate waren 
meistens um die kleinen Venen angeordnet. Sie bestanden aus klein- 
zelligen Elementen, vorwiegend Lymphocyten - -  eine siehere Differen- 
zierung yon Plasmazellen war am Gefrierschnitt nieht m6glieh. Aueh 
vereinzelte polymorphkernige Leukoeyten waren vorhanden. Sehr aus- 
gepr/igte Infiltrate waren in den Meningen, gelegentlieh war aueh der 
Plexus in den Seitenventrikeln befallen. - -  Die fluorescenzmi/cros!copische 

Abb. 1. Kleinzel!iges Inf i l t ra t  im I t i rngewebe.  I m  P]asm~ tier Zellen 7-Globtflin, das hell 
fluoreseiert. Daneben m e h r  homog'ene, teils fleekf6rmige Fluoreseenz infolg'e einer diffusen 

Verteilnng" yon y-Globulin im  Gewebe;  e twa  150faeh 

Unter8uchung unter Verwendung des Immunserums gegen Meersehwein- 
ehen- 7- Globulin hatte folgende Ergebnisse : In  den kleinen Infiltratzellen 
in Gehirn, R/ickenmark und Plexus (Abb. 1) zeigte sich eine helle Fluores- 
eenz des Plasmas. Eine besondere Strnktur des fluorescierenden Materials, 
granul~re oder globulgre Anordnung, wie sie in den plasmatisehen Zellen 
yon Lymphknoten und Milz zn beobaehten ist, war nieht zu erkennen. 
Leukoeyten wiesen keine Fluoreseenz auf. Die Infiltratzellen der Lepto- 
meninx ergaben den gleiehen Befund (Abb. 2); bier waren aueh Zellen 
mit  gr613erem, tells bohnenf6rmigem Kern zu sehen, deren Cytoplasma 
krgftig fluoreseierte nnd die als sog. histiogene Lymphoeyten in der 
Liquoreytologie bekannt  sind (Abb. 3). - -  Dureh Prfifung auf immuno- 
logische Spezifit~t (s. o.) lieg sieh naehweisen, dag die Fluoreseenz dureh 
im Cytoplasma der Infiltratzellen gelegenes y-Globulin hervorgerufen 
wurde. - -  In  den oft ausgedehnten Infiltraten und besonders in N~he der 
kleinen Gef/tge, der Venolen, war eine homogene, manehmal fleekf6rmige 
st/irkere Fluoreseenz vorhanden, die f/ir eine diffuse Verteilung yon 
7-Globulin im Gewebe spraeh (Ahb. 1). Nit  dem Immunserum gegen 
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Albumin zeigte sich in den Infiltratzellen kein fluoreseierendes Material, 
jedoeh war die homogene Fluorescenz um die kleinen Gef/s herum 
ebenfatls zu erkennen. 

2. Bei den normalen Kon- 
trollen liegen sieh Albumin 
und ~-Globulin weder in 
den Zellen der Leptomenini  
noch in den die Gefiil~e be- 
gleitenden bindegewebigen 
Elementen yon Gehirn und 
Rfickenmark nachweisen, 
ebensowenig in den Gef~l]- 
endothelien und den Gan- 
g l i enze l l en . -  Die weiteren 
Befunde am Normaltier - -  
veto Plexus, Ependym - -  
solIen hier nieht berfiek- 
sichtigt werden, da sie mit  
der aufgeworfenen Frage- 
stelhmg naeh derIIerkunft Abb. 2. v-Globulin in Infiltratzellen tier Lepto- 

lueninx; e~wa 150lath 

yon Immunglobulinen bei 
der EAE in keinem Zu- 
sammenhaug stehen. 

Besprechung 
der Versuchsergebnissc 

Die lymphoeyt~ren und 
plasmaeellul/~ren Infiltrat- 
zetlen im ZentrMnerven- 
system, den Meningen und 
Plexus bei der EAE enthal- 
ten ~-Globulin. Diese Fes~- 
stellung steht in ParMlele zu 
Beobachtungen an anderen 
Organen~, 14. Die bei der 
EAE im Liquor naehgewie- 

sene iutrathekale ~-Globu- Abb. 3. , ,Itistiogene"Lym!ohocyten derMeningenmi t  
linbildung wird hierdurch r- Globulin im Cyto!01asma; etwa 350lath 

erkl~rt s. Das 7-Globulin 
gelangt aus den Zellen in den Liquor, dabei sind Vorgi~nge nach Art der 
holoerinen oder apocrinen Sekretion a n z u n e h m e n . -  Bei Untersuchungen 
zur Pathogenese der EAE konnte RIDLEY 16 ebenfalls 7-Globulin mit  der 
aueh yon uns benutzten fluorescenzmikroskopischen Technik in Lympho- 
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cyten und Plasmazellen nachweisen. - -  Das y-Globulin wird ganz often- 
sichtlich yon diesen Zellen gebildet. Die y-Globulinprodnktion ist als 
immunologischer Abwehrvorgang zu interpretieren. Eine weitere Aussage 
erschien uns schon friiher s nicht mSglich ; Antik6rper gegcn ttirngewebe 
hatten sich im Liquor bei an EAE erkranktcn Tieren nicht auffinden 
lassen. Auch ~IDLEY 16 vermochte keine Antik6rper gegen ttirngewebe 
oder gegen Tuberculoproteide festzustellen; es war ferner kein zeitlicher 
Zusammenhang zwischen der Bildung des y-Globulins und der Mani- 
festation der neurologischen Ausfi~lle gegeben. Das y-Globulin ist wahr- 
scheinlich kein kausaler Faktor  ffir den KrankheitsprozeB. 

Das in den encephalitischen Herden besonders in Umgebung der Ge- 
finite anzutreffende extracellulSre y-Globulin k6nnte yon den dort an- 
wesenden kleinen Infiltratzellen gebfldet worden sein, wie RIDLEu 16 
annimmt, es ist aber auch mSg]ich, dal~ es auf Grund einer ,,Schranken- 
stSrung" aus dem Gefiil~system ins Gewebe fibergetreten ist. Durch 
Untersuchungen mittels Autoradiographie und Verwendung yon hetero- 
logen mit  fluorescierenden Farbstoffen konjugierten Proteinen hat  sich 
ergeben ~, dal~ morphologische Gef~l~veriindernngen bei der EAE meist 
mit  erhShter Permeabiliti~t ffir EiweiBkSrper einhergehen, ohne dal~ 
Entzfindungszellen anwesend zu sein brauchen. Ffir eine Schranken- 
stSrung spricht die von uns festgeste]lte gleichzeitige Anwesenheit nicht 
nur yon y-Globulin, sondern auch yon Albumin um die entzfindlich- 
infiltrierten Gefs herum. Wit halten es daher ffir wahrscheinlicher0 dab 
das in den Entzfindungsherden extracellulhr gclegene y-Globulin aus 
dem Serum und nicht yon den Infiltratzellen stammt,  zumal auch an 
anderen Organen ein Ubertr i t t  des y-Globulins yon den Entztindungs- 
zellen ins Gewebe nicht beobachtet  wurde2,14. 

Die an den KontrolItieren erhobenen Befunde zeigen, dab weder 
Albumin noeh y-Globulin normalerweise in den Zellen der Leptomeninx 
oder in dem Gefs yon Gehirn und Riickenmark gebildet 
werden. Diese Beobachtung besti~tigt unsere frfiheren Untersuchnngen G, 7, 
die mit  J131-markierten Proteinen durchgefiihrt worden waren, dab das 
Albumin und y-Globulin des Liquors unter normalen Bedingungen aus 
dem Serum stammen und nicht im Liquorraum selber entstanden sind. 

tterrn Professor Dr. 0. STOCHDO~PH danke ich ftir die Hilfe bei der Aus- 
wertung der histologischen Pr~parate. 

Zusammenfassung 

Dureh immunhistologische Untersuchung mit  Fluoresceinisothiocanat 
konjugierten Antiseren gegen Albumin und y-Globulin li~l~t sich zeigen, 
dab bei der experimentellen allergischen Encephalomyelitis (EAE) des 
Meerschweinchens y-Globulin yon den Infiltratzellen in Gehirn, Rficken- 
mark, Plexus und Leptomeninx gebildet wird. Die bei der EAE im 
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Liquor  zu beobach tende  in t ra theka le ,  , , l iquore igene"y-Globul inproduk-  
t ion wird  h ierdurch  crkl~r t  ; yon den lymphocyt i~ren und  plasmacel lu l~ren 
Entz / indungsze l len  ge langt  das  y -Globul in  fiber eine holocrine oder  
apocrine Sekre t ion  in den Liquor .  - -  A lbumin  und  y- Globulin finden sich 
normalerweise  n ich t  in den Zellen der  Lep tomen inx  oder  in dem Gef/~B- 
b indegewebe yon  Gehirn  und  R/ ickenmark .  

S u m m a r y  

Using an t i se ra  aga ins t  a lbumin  and  y-globul in  label led wi th  fluorescin 
i so th iocyana te  i t  can be shown t h a t  in an exper imen ta l  allergic ence- 
pha lomyel i t i s  of  the  guinea pig  y-globul ins  are p roduced  b y  cells in- 
f i l t ra t ing brain,  spinal  cord, p lexus  and leptomeninges .  The occurence 
of  y-globul in  in spinal  fluid in this  condi t ions is thus  expla ined.  I t  is 
assumed t h a t  the  y-globul ins  are  secre ted  b y  the  cells of the  i n f l ammato ry  
t issue cells since no rma l ly  a lbumin  and y-globul in  are not  found in cells 
of lep tomeninges  or the  connect ive t issue of b lood vessels in b ra in  or 
spinal  cord. 
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