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Das fluorescenzoptische Verfahren von Coons® gestattet es, kleine
Mengen eines antigenen Materials mikroskopisch sichtbar zu machen
und im histologischen Schnitt zu lokalisieren. Auch die Bildung von
Antikérpern im Gewebe 148t sich verfolgen* 12, Diese werden von Zellen
produziert, die infolge des durch die Immunisation gesetzten Reizes erst
entstehen und als Stammzellen fiir die Plasmazellen zu gelten haben.
Im Verlauf der Zelldifferenzierung kommt es zur Synthese des spezifischen
Antikoérperproteins, das im Cytoplasma gelegen ist. Antikérperbildende
Zellen finden sich vorzugsweise in der roten Pulpa der Milz und in den
Marklagern der Lymphknoten. — OrTEGA u. MELLORs!* haben die
celluldre Genese des normalen v-Globulins beim Menschen studiert. In
den Lymphknoten konnten drei Zellarten, die y-Globuline bilden, iden-
tifiziert werden; zwei davon waren Unterformen von Plasmazellen mit
und ohne Russelkérper. GroBe und mittlere Lymphocyten sowie primitive
Reticulumzellen im Zentrum germinativum enthielten ebenfalls v-Glo-
bulin. Es fand sich kein v-Globulin in reifen Lymphocyten, Mastzellen,
Neutrophilen, Eosinophilen, Reticulumzellen, Histiocyten und Endothel-
zellen. — In einem lymphocytéren Infiltrat konnte y-Globulin nach-
gewiesen werden. Es wurde eine holocrine oder auch apocrine Sekretion
des y-Globuling angenommen, das im Cytoplasma gelegen ist und eine
granuldre Struktur aufweisen kann. In der Peripherie des Zelleibes zeigten
sich oft kleine Vacuolen mit nicht fluorescierenden Zentren. — CoHEN u.
Mitarb.% konnten bei der postnekrotischen Lebercirrhose und der akuten
Hepatitis in einer groBeren Anzahl von Infiltratzellen y-Globuline fest-
stellen, das dort gebildet war. Die Klassifikation dieser Zellen war pro-
blematisch, nur wenige waren Plasmazellen nach cytologischen Kriterien.
Es schien sich um verschiedengradig modifizierte reticuloendotheliale
Zellen zu handeln, die in Umbildung zu Plasmazellen begriffen sind.

* Nach einem Vortrag auf dem 2. Liquor-Kolloquium vom 4.—6. Juli 1963
in Miinster.
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Ausgangspunkt der eigenen Untersuchungen waren unsere fritheren
Befunde, dall bei entziindlichen Erkrankungen des Gehirns und seiner
Haute y-Globulin im Liquorraum selber produziert wird?.8. Die Bildungs-
statten fir dieses , liquoreigene’ y-Globulin galt es ndher zu bestimmen.

Methodik und Material

Albumin und y-Globulin wurden aus normalem Meerschweinchenserum durch
Auftrennung mittels der kontinuierlichen Ablenkungselektrophorese auf Filtrier-
karton (GRASSMANN u. HANNIGY) gewonnen. Die Reinheit der Proteinfraktionen
wurde papierelektrophoretisch geprift. — Kaninchen wurden mit dem Albumin
oder dem y-Globulin vom Meerschweinchen nach der Freundschen Adjuvanstechniks
immunisiert. Jedes Tier erhielt dreimal je 20 mg Protein intramuskulér in Abstéinden
von 4 Wochen. 6 Wochen danach injizierten wir zweimal mit achttigigem Abstand
je 10 mg Eiweifl ohne Adjuvans subcutan und gewannen 10 Tage spéter die Immun-
seren. Die Spezifitit der Immunseren wurde im Ouchterlony-Test'® gepriift; als
Antigene wurden das Meerschweinchen-Albumin oder y-Globulin in einer 100
mg-%igen Losung und 1:50 verdiinntes Meerschweinchenserum verwendet. Bei
dieser Versuchsanordnung kam jeweils nur eine Pricipitationslinie zur Darstellung.
Der Antikérpertiter wurde im Ringtest ermittelt, wobei eine 50 mg-%ige Albumin-
oder y-Globulinlésung unterschichtet wurde. Immunseren mit einem Titer von
mindestens 1:128 wurden gepoolt und mittels Na,SO, gefdllt, das Pricipitat wurde
in gepufferter physiologischer Kochsalzlésung (0,15 mol. NaCl, 0,15 mol. KH,PO,-
Na,HPO, auf pH 8,0 eingestellt) aufgelst und dialysiert. Das gereinigte Kaninchen-
immunserum wurde mit Fluorescein-iso-thio-cyanat konjugiert'®; das Konjugat
wurde in der Sephadex-Siule G-25 von dem iiberschiissigen Fluorescenzfarbstoff
getrennt!! und anschlieBend noch etwa 48 Std bei 4 4°C gegen gepufferte Koch-
salzlosung pH 7,0 dialysiert. AnschlieBend wurde es dreimal mit acetongetrocknetem
Rattenleberpulver absorbiert?. Die fluochromierten gereinigten Seren wurden steril
filtriert, in Portionen abgefiillt, eingefroren und bei — 35°C aufbewahrt.

20 Meerschweinchen im Gewicht von 300—400 g dienten als normale Kontrollen.
— 25 Meerschweinchen der gleichen Gewichtsklasse wurden nach der Freundschen
Methode® unter Verwendung einer 209%igen wifBrigen homologen Hirnemulsion
immunisiert. Etwa 14 Tage spiter erkrankten die Tiere mit den typischen Sympto-
men der experimentellen allergischen Encephalomyelitis (EAE), ataktischen Gang-
stérungen, querschnittsformigen Lihmungen. Auf dem Hohepunkt der Erkrankung,
meist 3—5 Tage nach deren Beginn, wurden die Tiere getétet und untersucht. —
Von Gehirn und Riickenmark wurden etwa 4u dicke Schnitte im Kryostaten
hergestellt. Davon wurde ein Teil, um die histologischen Verdnderungen kontrol-
lieren zu kénnen, mit Himatoxylin-Eosin geférbt, der andere wurde 30 min bei
37°C in 95%igem Athanol fixiert und zum direkten Antigennachweis mit dem
fluochromierten Immunserum bedeckt (Methode nach Cooxs u. Karraw)®. —
Die immunologische Spezifitdtwurde gepriift durch Vorbehandlung je eines Schnittes
mit 1. unkonjugiertem Immunserum, 2. konjugiertem Normalserum, 3. normalem
Meerschweinchenserum, 4. normalem Meerschweinchenalbumin oder y-Globulin. Als
optische Einrichtung diente ein Zeiss-Fluorescenz-Mikroskop mit Quecksilberhoch-
druckbrenner Osram HBO 200.

Befunde
1. 15 Meerschweinchen mit einer EAE wurden untersucht. — Die
Hdamatoxylin-Eosin- Prdparate ergaben den iiblichen Befund einer dissemi-
nierten Encephalomyelitis mit bevorzugtem Befall der weillen Substanz
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und der subependyméren Region. Die zahlreichen Infiltrate waren
meistens um die kleinen Venen angeordnet. Sie bestanden aus klein-
zelligen Elementen, vorwiegend Lymphocyten — eine sichere Differen-
zierung von Plasmazellen war am Gefrierschnitt nicht méglich. Auch
vereinzelte polymorphkernige Leukocyten waren vorhanden. Sehr aus-
geprigte Infiltrate waren in den Meningen, gelegentlich war auch der
Plexus in den Seitenventrikeln befallen. — Die fluorescenzmilroskopische

Abb. 1. Kleinzelliges Infiltrat im Hirngewebe. Im Plasma der Zellen y-Globulin, das hell
fluoresciert. Daneben mehr homogene, teils fleckférmige Fluorescenz infolge einer diffusen
Verteilung von y-Globulin im Gewebe; etwa 150fach

Untersuchung unter Verwendung des Immunserums gegen Meerschwein-
chen-y-Globulin hatte folgende Ergebnisse: In den kleinen Infiltratzellen
in Gehirn, Riickenmark und Plexus (Abb. 1) zeigte sich eine helle Fluores-
cenz des Plasmas. Eine besondere Struktur des fluorescierenden Materials,
granuldre oder globulére Anordnung, wie sie in den plasmatischen Zellen
von Lymphknoten und Milz zu beobachten ist, war nicht zu erkennen.
Leukocyten wiesen keine Fluorescenz auf. Die Infiltratzellen der Lepto-
meninx ergaben den gleichen Befund (Abb. 2); hier waren auch Zellen
mit gréBerem, teils bohnenformigem Kern zu sehen, deren Cytoplasma
kraftig fluorescierte und die als sog. histiogene Lymphocyten in der
Liquoreytologie bekannt sind (Abb. 3). — Durch Priifung auf immuno-
logische Spezifitdt (s. 0.) lie§ sich nachweisen, dafl die Fluorescenz durch
im Cytoplasma der Infiliratzellen gelegenes y-Globulin hervorgerufen
wurde. — In den oft ausgedehnten Infiltraten und besonders in Néhe der
kleinen Geféfle, der Venolen, war eine homogene, manchmal fleckformige
stirkere Fluorescenz vorhanden, die fir eine diffuse Verteilung von
y-Globulin im Gewebe sprach (Abb.1). Mit dem Immunserum gegen
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Albumin zeigte sich in den Infiltratzellen kein fluorescierendes Material,
jedoch war die homogene Fluorescenz um die kleinen Gefifie herum

ebenfalls zu erkennen.

2. Beiden normalen Kon-
irollen lieflen sich Albumin
und y-Globulin weder in
dex Zellen der Leptomeninx
noch in den die Gefille be-
gleitenden bindegewebigen
Elementen von Gehirn und
Rickenmark nachweisen,
ebensowenig in den Gefal-
endothelien und den Gan-
glienzellen. — Die weiteren
Befunde am Normaltier —
vom Plexus, Ependym —
sollen hier nicht berick-
sichtigt werden, da sie mit
der aufgeworfenen Frage-
stellung nach der Herkunft
von Immunglobulinen bei
der EAE in keinem Zu-
sammenhang stehen.

Besprechung
der Versuchsergebnisse

Die lymphocytéaren und
plasmacelluldren Infiltrot-
zellen im Zentralnerven-
system, den Meningen und
Plexus bei der EAE enthal-
ten y-Globulin. Diese Fest-
stellung steht in Parallele zu
Beobachtungen an anderen
Organen®!. Die bei der
EAE im Liquor nachgewie-
sene intrathekale y-Globu-
linbildung wird hierdurch
erklart. Das y-Globulin

Abb. 2. y-Globulin in Infiltratzellen der Lepto-
meninx; etwa 150fach

Abb. 3. ,,Histiogene‘ Lymphocyten der Meningen mit
v-Globulin im Cytoplasma; etwa 350fach

gelangt aus den Zellen in den Liquor, dabei sind Vorginge nach Art der
holocrinen oder apocrinen Sekretion anzunehmen. — Bei Untersuchungen
zur Pathogenese der EAE konnte RIpLEY!® ebenfalls v-Globulin mit der
auch von uns benutzten flnorescenzmikroskopischen Technik in Lympho-
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cyten und Plasmazellen nachweisen. — Das y-Globulin wird ganz offen-
sichtlich von diesen Zellen gebildet. Die y-Globulinproduktion ist als
immunologischer Abwehrvorgang zu interpretieren. Eine weitere Aussage
erschien uns schon friher® nicht moglich ; Antikérper gegen Hirngewebe
hatten sich im Liquor bei an EAE erkrankten Tieren nicht auffinden
lassen. Auch RIpLEY!® vermochte keine Antikorper gegen Hirngewebe
oder gegen Tuberculoproteide festzustellen; es war ferner kein zeitlicher
Zusammenhang zwischen der Bildung des y-Globulins und der Mani-
festation der neurologischen Ausfille gegeben. Das 9-Globulin ist wahr-
scheinlich kein kausaler Faktor fiir den Krankheitsproze3.

Das in den encephalitischen Herden besonders in Umgebung der Ge-
faBe anzutreffende extracellulire y-Globulin konnte von den dort an-
wesenden kleinen Infiltratzellen gebildet worden sein, wie Riprey!®
annimmt, es ist aber auch moglich, dafi es auf Grund einer ,,Schranken-
storung® aus dem GefdBsystem ins Gewebe lbergetreten ist. Durch
Untersuchungen mittels Autoradiographie und Verwendung von hetero-
logen mit fluorescierenden Farbstoffen konjugierten Proteinen hat sich
ergeben'?, dafl morphologische Gefalverdnderungen bei der EAE meist
mit erhohter Permeabilitit fir Eiweilkorper einhergehen, ohne dal
Entziindungszellen anwesend zu sein brauchen. Fiir eine Schranken-
storung spricht die von uns festgestellte gleichzeitizge Anwesenheit nicht
nur von y-Globulin, sondern auch von Albumin um die entziindlich-
infiltrierten GefiBe herum. Wir halten es daher fiir wahrscheinlicher, dal
das in den Entzindungsherden extracellulir gelegene y-Globulin aus
dem Serum und nicht von den Infiltratzellen stammt, zumal auch an
anderen Organen ein Ubertritt, des y-Globulins von den Entziindungs-
zellen ins Gewebe nicht beobachtet wurde? 4.

Die an den Kontrolltieren erhobenen Befunde zeigen, dall weder
Albumin noch y-Globulin normalerweise in den Zellen der Leptomeninx
oder in dem GefdBbindegewebe von Gehirn und Riickenmark gebildet
werden. Diese Beobachtung bestétigt unsere fritheren Untersuchungen®:?,
die mit J*31-markierten Proteinen durchgefithrt worden waren, daBl das
Albumin und y-Globulin des Liquors unter normalen Bedingungen aus
dem Serum stammen und nicht im Liquorraum selber entstanden sind.

Herrn Professor Dr. O. StocEporrE danke ich fiir die Hilfe bei der Aus-
wertung der histologischen Préiparate.

Zusammenfassung

Durch immunhistologische Untersuchung mit Fluoresceinisothiocanat
konjugierten Antiseren gegen Albumin und y-Globulin 148t sich zeigen,
daB bei der experimentellen allergischen Encephalomyelitis (EAE) des
Meerschweinchens y-Globulin von den Infiltratzellen in Gehirn, Ricken-
mark, Plexus und Leptomeninx gebildet wird. Die bei der EAE im
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Liquor zu beobachtende intrathekale, , liquoreigene‘y-Globulinproduk-
tion wird hierdurch erklédrt ; von den Ilymphocytéren und plasmacelluldren
Entziindungszellen gelangt das y-Globulin iiber eine holocrine oder
apocrine Sekretion in den Liquor. — Albumin und y-Globulin finden sich
normalerweise nicht in den Zellen der Leptomeninx oder in dem Gefif3-
bindegewebe von Gehirn und Riickenmark.

Summary

Using antisera against albumin and y-globulin labelled with fluorescin
isothiocyanate it can be shown that in an experimental allergic ence-
phalomyelitis of the guinea pig y-globulins are produced by cells in-
filtrating brain, spinal cord, plexus and leptomeninges. The occurence
of y-globulin in spinal fluid in this conditions is thus explained. It is
assumed that the y-globulins are secreted by the cells of the inflammatory
tissue cells since normally albumin and y-globulin are not found in cells
of leptomeninges or the connective tissue of blood vessels in brain or
spinal cord.
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