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N a c h w e i s  y o n  i n d i v i d u a l s p e z i f i s c h e n  

G e w e b s a n t i k S r p e r n a  

Gewebe und Organe k6nnen im allgemeinen bei 
Mensch, Hnnd  oder Kaninchen nur autolog, das heisst 
auf dem gleichen Ind iv iduum transplant ier t  werden. 
Wird das Organt ransplanta t  auf ein anderes Individuum 
der gleichen Spezies tibertragen, so geht es nach einer 
gewissen Zeit zugrunde. 5IEDAWAR und Mitarbeiter 
konnten in ihren Untersuchungen fiber die homologe 
Transplantat ion yon H a u t  bei Kaninchen beweisen, dass 
die erworbene Immuni tXt  bei der Zerst6rung des homo- 
logen Haut t ransp lan ta tes  eine ausschlaggebende Rolle 
spielt (siehe Ubersiehtsreferat  yon MEDAWAR~). BILLING- 
HAM und SPARROW a konnten im Serum immunisierter  
Kaninchen das Vorhandensein yon Immunk6rpern  
nachweisen, die in vitro das Spendergewebe derart  
sch/idigen, dass eine autologe Transplantat ion solchen 
Gewebes nicht mehr m6glich war. Eine direkte Anti- 
k6rperbest immung im Serum yon Kaninchen mit  homo- 
logen Gewebstransplantaten wurde bisher, soweit wir 
die Li tera tur  tiberblicken, hie beschrieben. Hingegen 
fanden A~ios 4 und Mitarbeiter bei der Transplantat ion 
yon Hautst t icken unter  Miiusen aus verschiedenartigen 
Inzuehtst / immen erworbene Iso-HAmagglutinine und 
Iso-Leukozytenagglutinine im Serum dieser Tiere. 

Kiirzlich beschrieben EOIGNI~, GROSSMANN und 
STORCK * eine neue nephelometrische Methode zur Er- 
fassung yon Sensibilisierungen gegen medikament6se, 
Inhalations- oder Nahrungsmit telal lergene an Hand yon 
Serum. Mit Hilfe des yon diesen Autoren konstruierten 
Nephelometers konnten wir eine Reihe yon Antik6rpern 
nachweisen: Forssmann-Antik6rper ,  species-spezifische 
Gewebsantik6rper, individualspezifisehe Gewebsanti- 
k6rper. Forssmann-Ant ik6rper  und spezies-spezifische 
Gewebsantik6rper warden schon mi t  den klassischen 
serologischen Methoden (Pr/izipitation, Komplement-  
bindung usw.) naehgewiesen / In  unserer Versuehsanord- 
nung gelang es erstmals, durch eine diskrete Triibungs- 
reaktion zwischen Serum und Organextrakten auch in- 
dividualspezifische GewebsautikSrper,  wie sie nach der 
Injektion oder Transplanta t ion yon homologem Gewebe 
entstehen, zu ermitteln.  Diese Versuche werden im Iol- 
genden kurz wiedergegeben. 

Methodik. 6 Kaninehen wurden mit  Leberbrei, weitere 
6 Tiere mit  Nierenbrei yon anderen Kaninchen einmalig 
subkutan injiziert. 6 Kaninchen wurden zellfreie Haut-  
extrakte mehrmalig subkutan eingespritzt. 15 Kanin- 
ehen wurden Hautstf icke yon anderen Kaninchen ein- 
oder zweimalig or thotop transplantiert .  Leber- oder 
Nierenbrei wurde auf folgende Weise hergestellt  : 500 mg 
Leber oder Niere warden ausgebluteten Kaninehen ent- 
nommen, rein zerschnitten and mit  5 cm 3 physiologischer 
KochsaIzlSsung im Pot te rappara t  2 rain homogenisiert. 
Diese Organsuspension wurde Kaninchen einmalig sub- 
kutan injiziert. Die zur Injekt ion verwendeten zettfreien 
Hautext rakte  wurden auf gleiche ~Veise wie die unten 
besehriebenen Antigenl6sungen zubereitet  und in t~igli- 
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chert Port ionen yon 5 cm 3 injiziert.  Zur Transplantat ion 
verwendeten wir je 2 kreisrunde Hauts t i icke yon 5 cm 
Durchmesser. 

Der Antik6rpernachweis erfolgte mit  der Methode yon 
HOIGNg, GROSSMANN und STORCK 3. Die Beschreibung 
des Nephelometers und dessen Bedienung ist aus der 
Publikat ion dieser Autoren zu ersehen. Die Ant ik6rper  
wurden im Serum der sensibilisierten Tiere best immt.  
0,5 cm 3 Serum wurden mit  2 cm ~ Aqua destillata ver- 
mischt and 1,9 cm 3 dieser Verdt innung in ein Mess- 
gl~schen des Nephelometers eingeffillt. Durch Zugabe 
yon Antigenverdt innungen erfolgt beim Vorhandensein 
yon AntikSrpern eine Tri ibungsreaktion in e inem be- 
s t immten Verdtinnungsbereich. Dies manifest ier t  sieh 
durch eine fehlende weitere Aufheliung der  Tr/ibungs- 
intensit/it  nach der Zugabe yon 0,1 cm a der betreffenden 
Antigenverdfinnung. Die Ant igenverdt innungen wurden 
in einer Zweierreihe in A qua destillata angelegt, wobei 
gew6hnlich mit  einer Antigenverdfinnung yon 1:512 
begonnen und mit  unverdi inntem Antigen geendet  
wurde. 

Die AntigenlOsungen, die wasserklar sein mtissen, 
wurden folgendermassen hergestellt. 2 g eines Organs 
werden im M6rser feinst zerquetscht,  mit  15 cm~Aqua 
destillata versetzt  und 1 h i m  Eisschrank bei + 4°C 
stehengelassen. Nach 10 min dauerndem Zentrifugieren 
bei einer Tourenzahl yon 2750 U. /min wird die iiber- 
stehende Fliissigkeit abgegossen, der Rtickstand mi t  
10 em 3 Aqua deslillala aufgeschiit telt  und wieder zentri- 
fugiert. Das Auswaschen wird so oft wiederholt,  bis die 
iiberstehende Ftiissigkeit mOglichst Mar ist. Die zentri- 
fugierten Gewebepartikel werden mit  12-15 cm a Aqua 
destillata aufgesehfittelt  und diese grobe Gewebssuspen- 
sion in den Mixerapparat  verbracht .  Dieser d ient  der 
Desintegration der bisher noch in takten Zellen. Je  nach 
Organ kann ein mehr  oder weniger hoher Prozentsa tz  
aller Zellen zer tr i immert  werden, so dass sich naehher  
die Zellinhalte in einer feinen Suspension befinden. Bei 
einer Tourenzahl der rotierenden Klingen yon 12000 
U./min wird Hau t  20-45 rain, Muskel 15-20 min und 
innere Organe wie Leber, Niere, Pankreas, Darm usw. 
10 m i n i m  Mixerapparat  belassen. Das Gemisch von 
feiner Suspension und groben Gewebspart ikeln wird 
nachher auf 60 cm a Aqua "destillata verdiinnt.  Nach er- 
neutem Zentrifugieren wird die i iberstehende Suspension 
durch ein Seitzfilter Nr. 3 filtriert. Das Fi l t ra t  ist wasser- 
klar und wird im Deep freezer bei -- 30°C aufbewahrt .  
Auch das Serum wird, falls nicht sofort verwendet ,  bei 
-- 30°C aufbewahrt.  

Resultate. Mittels der beschriebenen nephelometrischen 
Methode gelingt es nach Sensibilisierung mit  homologem 
Gewebe, im Serum der sensibilisierten Tiere Trfibungs- 
reaktionen mit  Ex t rak ten  des homologen Gewebes aus- 
zul6sen. Alle mit  Leber- oder Nierenbrei, mit  Haut t rans-  
ptantaten oder zellffeien Hau tex t rak ten  sensibilisierten 
Tiere zeigten eine posit ive serologische Reakt ion mi t  der  
entsprechenden Antigenl6sung des zur Sensibilisierung 
verwendeten homologen Gewebes. 

Erworbener Antikdrper, Dauer des Antikdrpernach- 
weises, Titer. Die Antik6rper t ra ten  nach einmaliger In-  
jekt ion yon Gewebsbrei oder nach einmaliger Hau t -  
t ransplantat ion friihestens nach 2 und sp/itestens nach 
13, durchsehnit t l ich nach 7 Tagen auf. Die serologische 
I~eaktion wurde friihestens nach 7, sp/itestens nach 24, 
durchschnit t l ich nach 15 Tagen wieder negativ.  Das 
Maximum des Antikgrpert i ters  wurde zwischen dem 
4. und 19. Tag, durchschnit t l ich am 10. Tag nach der 
Sensibilisierung erreicht, wobei die Ti ter  bei unserer 
Versuchsanordnung zwischen 1:5 und 1:40 Serum- 
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verdiinnung schwankten. Die mit  t~glichen Hautex t rak t -  
injektionen behandelten Tiere erhielten durchschnit t l ich 
8 Injekt ionen bis zum Posi t iwverden der serologischen 
Reaktion,  

A namnestische Reaktion. Bei 8 t ransplant ier ten Ka- 
ninchen haben wir nach Negat iwverden der Reaktion 
eine zweite Haut t ransp lan ta t ion  durchgefiihrt,  xAr/ihrend 
bei diesen Tieren nach der ersten Transplanta t ion die 
durchschnittl iche Dauer  bis zum Auftreten der Anti- 
k6rper 6 ~/2 Tage betrug, dauerte es nach der zweiten 
Transplantat ion durchschnit t l ich nur 2 ~/2 Tage, bis die 
serologische Reakt ion posit iv wurde. Bei 2 Tieren konn- 
ten schon am Tage nach der zweiten Transplanta t ion 
Antik6rper  nachgewiesen werden. 

Erworbener, nicht nati~rlicher, individualspezifischer 
Antikdrper. Die Seren yon 6 nichtsensibilisierten Ka- 
ninchen gaben mit  Hautant igenl6sungen yon 15 vcr- 
schiedenen Kaninchen niemals eine Triibungsreaktion. 
Mit gr6sster V~:ahrscheinlichkeit existieren also keine 
natfirlichen Antikbrper  yore Typ  der mit  unserer Me- 
rhode nachgewiesenen Antik6rper.  Ferner konnten wir 
im Serum yon 10 sensibilisierten Kaninchen, die eine 
posit ive Reakt ion mit  den Gewebsantigenl6sungen des 
sensibilisierenden Kaninchens zeigten, nie Antik6rper  
gegen Gewebe von 10 anderen nicht zur Sensibilisierung 
verwendeten Kaninchen nachweisen. Aus diesen Ver- 
suchen geht hervor, dass der nachgewiesene Antik6rper  
wahrscheinlich individuatspezifisch ist. Es ist allerdings 
nicht mit  Sicherheit  auszuschliessen, ob nicht doch 
F/~lle yon gekreuzter Sensibilisierung vorkommen.  Viei- 
leicht besteht  eine solche Vielfalt yon Antigenen, dass 
wir bei unseren Versnchen zuf/~llig nie 2 Kaninchen mit  
gemeinsamen Antigenen angetroffen haben, 

Individualspezifisches, in sdmtlichen Organen eines In- 
dividuums vorkommendes Antigen. Die nach Injekt ion 
yon Gewebsbrei oder Gewebsextrakt ,  bzw. naeh Haut -  
t ransplantat ion auftretenden Antik6rper reagieren nicht 
nur mit  demjenigen Gewebe, mit  welchem sensibilisiert 
wurde, sondern mit  s~imtlichen tibrigen Organen des 
Spendertieres. In unseren Versuchen erhielten wir posi- 
t ive serologische Reakt ionen mi t  Iolgenden Organ- 
ext rakten:  Haut ,  Niere, Leber, Herz, Lunge, Darm, 
Hoden, Uterus, Pankreas, Muskel. Der yon uns nach- 
gewiesene Antik6rper  scheint mit  einem individual-  
spezifischen Antigen, das in s~imtlichen Organen eines 
Individuums vorkommt,  in Reakt ion zu treten. 

A bsdttigung. Nach Abs~tttigung des Serums mit  Ge- 
websextrakt  werden die Tri ibungsreakt ionen negativ.  
Der Antik6rper kann mit  jedem Organext rak t  abges~t- 
tigt werden, sei es mit  dem sensibitisierenden Organ oder 
auch mit  einem anderen Organ desselben Spendertieres. 
Nach Abs~ittigung f~illt die Reakt ion nicht nur mi t  dem 
zur Abs~ittigung verwendeten Organextrakt ,  sondern 
auch mit  allen anderen Organextrakten des betreffenden 
Spendertieres negativ aus. 

Eigenscha/ten yon dntikdrper l~nd Antigen. Der er- 
wXhnte Antik6rper ist thermolabil.  Bei Erhi tzen des 
Serums auf 56°C wird er nach 10-15 rain zerst6rt. Bei 
37°C ist der Antik6rper  nach 1-5 h, bei Zimmertempera-  
tur  nach 12-48 h nicht mehr nachweisbar. Die Dialyse 
mittels ColIodiummembran gegen Phosphatpuffer,  Aqua 
destillata oder Normalserum w~hrend 8-24 h bei q- 4°C 
zeigte, dass der Antik6rper nicht dialysabel ist. 

Das Antigen der Gewebsextrakte,  mi t  dem der Anti- 
k6rper in Reakt ion trit t ,  wird bei Erhitzen auf 56°C 
nach 30-90 rain zerst6rt. Bei 37°C ist das Antigen nach 
10-24 h, bei Z immer tempera tur  nach 1-2 Tagen nicht 

mehr nachweisbar. HXufiges Einfrieren auf - -30°C und 
Auftauen zerst6rt sowohl Antigen wie Antik6rper.  

V~r. ~OLLAG 

Medizinische Universiti~tsklinik Ziirich, den 21. No- 
vember 7955. 

Summary 

Inject ion of homologous tissue or tissue extracts  and 
homologous t ransplantat ion of skin in rabbits provoke 
the production of antibodies. By means of a new ne- 
phelometric method,  acquired antibodies against  homo- 
logous tissue circulating in the serum were found. This 
t issue-antibody seems to be an individual-specific one, 
reacting with all organs of the donor. The ant ibody is 
thermolabile and not  dialysable. 

I n c r e a s e d  F o r m a t i o n  of A s p a r a g i n e  in 
'Car ica -cur l '  V i r u s  Infec ted  L e a v e s  

A decrease in the content  of insoluble leaf protein and 
a simultaneous increase in asparagine formation due to 
virus infection has been noted only in few cases. Re- 
cently authors have  noticed asparagine formation in 
T.M.V. and Tobacco leaf-curl infected tobacco leavesL 
"yel low vein mosaic" infected leaves of Abehnoschus 
esculentus 2 and in mosaic infected leaves of Carica 
papaya 3. The present s tudy reveals an increased form- 
ation of asparagine and a ninhydrin reacting substance 
having RI value 0-67 corresponding to fi-alanine ~- 
aminobutyr ic  acid due to 'Carica-cnrl '  virus infection in 
Carica papaya, leaves. 

The heal thy  and 'Carica-curl '  infected leaves were 
collected at about  9 a.m., from the fourth and fifth nodes, 
from the two shoots of the same plant, one of which was 
severely infected and the other  healthy.  The free 
amino acids were extracted by freezing the tissue and 
extract ing with 70% alcohol in cold whereas the in- 
soluble leaf protein was ext rac ted  by hydrolyzing the 
residue with 6N Hcl and autoclaved at  20 tbs. pressure for 
15 min. The amino acids were assayed using RAN JAN'S 
et al. 4 horizontal  migrat ion multiple-sector technique 
of paper chromatography.  

The free amino acids of both the leaf blade and the 
petiole of diseased and heal thy leaves do not  show any 
qual i ta t ive  change, but  the content  of asparagine shows a 
remarkable  increase in case of the 'carica-curl '  infected 
leaves. The band corresponding to fi-alanine + e-amino- 
butyr ic  acid also shows an increase in the curl infected 
leaves as compared to heal thy ones. The following free 
aminoacids were identified: leucines + phenylalanine 
(RI 0.87; I), valine + methionine (RI 0.74; iI) ,  fl-alanine 

c~-aminobutyrie acid (RI 0.67; I I I - - iden t i f i ed  by its 
position el. RADHA KRISHNAN and VAIDYANATHANS), ala- 
nine (Rf 0.57, IV), glutamie acid (Rf 0.50; V), aspartie 
acid (Rf 0.44, VI) and amide asparagine (Rf 0.36, Vii) .  
Band nos. i, II, and V were present in such tow quantit ies 
as not  to be detected in the photographs.  The absence of 
threonine and glycine + serine, which give common 
bands with glutamic acid and aspartic acid respectively, 
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