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UNTERSUCHUNGEN ZUR FRAGE
DER IMMUNOTOLERANYZ GEGENUBER
DINITROCHLORBENZOL!

Von

A. SCHIMPF & G. FILIPP

An Hand tierexperimenteller Untersuchungen sind wir der
Frage nachgegangen, inwieweit eine paranatale Vorbehand-
lung mit bekannten ekzematogenen Allergenen eine erworbe-
ne immunologische Toleranz gegeniiber derselben Substanz
im erwachsenen Alter nach sich zieht. Als Allergen zur Aus-
l6sung der ekzematdsen Sensibilisierung haben wir Dinitro-
chlorbenzol (DNCB) verwandt. Die Versuche selbst wur-
den am geeignetsten Sensibilisierungstier (/1. Storck) — dem
Meerschweinchen — durchgefiihrt. —

Den Untersuchungen liegt das Phinomen der Immunotoleranz (Traub 1938,
Oaven 1945, Burnet et alii 1949, Billingham, Brent & Medawar 1953 u.a.) zu-
grunde. Traub stellte fest, dass Miuse, die in utero mit dem, die lymphocytire
Choriomeningitis verursachenden Virus geimpft worden waren, sich spiter zur
Bildung spezifischer neutralisierender und komplementbindender Antikirper als
unfihig erwiesen. — Auf Grund tierexperimenteller Untersuchungen konnte
Oaven zeigen, dass im Falle einer prinatalen oder frith-postnatalen Antigen-
exposition die so vorbehandelten Tiere nicht imstande sind, Antikiorper gegen-
tiber dem homologen Antigen zu bilden. Nach Burnet & Fenner soll die Kérper-
zelle im Besitz einer begrenzten Anzahl wiedererkennbarer ,,Selbstmarkierungs-
bestandteile” sein. Dabei soll sich die Fiahigkeit zur Erkennung des eigenen Zell-
typs im embryonalen und friih-postnatalen Leben entwickeln bzw. auftreten. —
Nach Billingham, Brent & Medawar steht die erworbene Immunotoleranz im

' Auszugsweise anlisslich des V. Internationalen Kongresses fiir Allergologie,
Madrid, 10.~16. 10. 1964, vorgetragen,
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Gegensatz zur erworbenen Immunitit. Sie entspricht einem Zustand, in dem
Siugetiere und Vigel in keiner Weise oder nur in beschrinktem Masse die
Fihigkeit besitzen, den Stimulus jener Antigene, deren Einwirkung sie im
fotalen oder paranatalen Leben ausgesetzt worden waren, immunbiologisch zu
beantworten.

Durch eine solche Vorbehandlung in der paranatalen Lebensperiode kénnte
demzufolge der Zustand der sog. Immunotoleranz herbeigefithrt werden. Die
Priparierung des Organismus miisste dabei aber entweder im embryonalen Zu-
stand (Behandlung des trichtigen Tieres) oder postnatal in den ersten Lebens-
tagen — also jeweils in der Periode der immunbiologischen Unreife - erfolgen.
Der so vorbehandelte Organismus ist dann ausserstande, im erwachsenen Alter
Antikérper gegen das homologe Antigen zu bilden oder diese Fahigkeit ist {iber-
zeugend herabgesetzt. Fiir das Phinomen der Immunotoleranz ist eine weit-
gehende Spezifitit kennzeichnend. Die Unfihigkeit zur Antikérperbildung be-
zieht sich aber nur auf das Antigen, mit dem die paranatale Priparierung
vorgenommen wurde, Eindeutig sind die Ergebnisse beziiglich der Eiweiss-
antigene, Polysaccharide, Blutzellen und Transplantate, weniger eindeutig be-
ziiglich der Bakterien und Viren.

Einer von uns (Filipp) wies nach, dass das Phidnomen der Immunotoleranz
auch fiir anaphylaktisch-allergische Vorginge seine volle Giiltigkeit besitzt. Er
war imstande, durch paranatal erfolgte Antigenverabreichung die spitere Sen-
sibilisierung der Meerschweinchen zu blockieren. Bei neonatal durchgefiihrter
Vorbehandlung von Kaninchen konnte er zeigen, dass bei denselben eine Stérung
der Pricipitinbildung im erwachsenen Alter nachweisbar war, die in iiber-
zeugender Reduktion des Arthus-Phidnomens zum Ausdruck kam. Diese Fest-
stellungen wurden neuerdings mittels des inhalativen Schocks und der Schultz-
Dale’schen Versuchsgestaltung am Meerschweinchen und an paranatal vor-
priparierten Miusen und Ratten bestiitigt. Filipp schlug fir dieses Phinomen
die Bezeichung Allergotoleranz vor.

Experimentelle Untersuchungen dieser Art fihrten wir erst-
malig vor 115 Jahren zunichst an einer kleinen Tierzahl (10
Versuchs-, 10 Kontrolltiere) durch. — Da bekanntlich die ek-
zematose Sensibilisierung — im Gegensatz zur anaphylakti-
schen Sensibilisierung — am sichersten bei epikutaner Applika-
tion des Allergens in obligat toxischer Konzentration zu-
stande kommt, wurde das Allergen (DNCB) bei diesen und
auch bei den spiteren Versuchen ausschliesslich epikutan ap-
pliziert. — In der Periode der immunbiologischen Unreife er-
folgte bei den Versuchstieren innerhalb von 24 Stunden nach
der Geburt und am 2. und 3. Lebenstag eine Auftragung einer
5 prozentigen Losung von DNCB in Aceton (Nackenregion).



Abb. 1.
48 Stunden altes DNCB-Kontaktekzem des Meerschweinchens, Angedeutete
(arteficielle?) Spaltbildung intraepithelial. Gefrierschnitt, HE 10: 1.

Abb. 2.
s. Abb. 1-2. Perifollikulires, auf das Follikelepithel iibergreifendes, dichtes
| Infiltrat mit spongiotischen Veridnderungen im Bereich des Follikelepithels.
HE 10: 1.

Im erwachsenen Alter von 3 Monaten wurde bei den 10 Ver-
suchstieren und bei nicht postnatal vorbehandelten, gesondert
gehaltenen 10 Kontrolltieren derselben Zucht die Sensibilisie-
rung (Phase des ,,Primirkontaktes”) mit § prozentigem
DNCB durchgefithrt (Flankenregion). — Nach Ablauf der
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Phase der Inkubationsperiode (10 Tage) wurde der Eintritt
der Phase der generalisierten Sensibilisierung durch die Er-
folgsreaktion (Test) gepruft (0,9 promilliges DNCB, an-
dere Flanke). Dabei wurden Konzentrationen, Volumen der
[.osung und Ort der Applikation stets konstant gehalten und
entsprachen der Technik von Frey & Wenk. — Bei den 10
Versuchstieren konnte makroskopisch nur eine zweifelhafte
bis allenfalls schwach positive ckzematose Erfolgsreaktion
nachgewiesen werden. Das histologische Substrat zeigte je-
doch sicher ekzematdse Verinderungen. Es fand sich eine
geringe Akanthose, eine angedeutete (artefizielle?) intra-
epidermale Spaltbildung (Abb. 1), ein geringes interzellulires
Oedem der Epidermis, eine missige Erweiterung der papil-
laren und subpapillaren Gefisse, ein missiges bis dichtes,
z. 'T. bandformiges, subepidermales Infiltrat, welches z. T.
perifollikulir spongiotische Verinderungen aufwies (Abb. 2).
Die makroskopisch nur zweifelhafte bis schwach positive Er-
folgsreaktion (s.0.) machte es wahrscheinlich, dass bei den
Versuchstieren eine Beeinflussung der Sensibilisierung infolge
Behinderung der Erfolgsreaktion stattfand.

Bei den 10 Kontrolltieren hingegen war makroskopisch und
histologisch das typische Bild des DNCB-Kontaktekzems
nachweisbar. Feingeweblich war die Epidermis hier von einer
kernlosen, z. T. kompakten, stellenweise abgehobenen Horn-
schicht bedeckt. Der Epithelverband war miissig akanthotisch
und zeigte Auflockerung mit intrazellulirer Vakuolenbildung
und intra- und interzellulirem Oedem. Die Basalschicht war
stirker aufgelockert und infolge des eindringenden Infiltrates
fand sich z. T. eine verwaschene Epidermis-Cutisgrenze. Das
Corium war insgesamt oedematos, die subepidermalen und
perifollikuliren Gefisse stark dilatiert, und es fand sich sub-
epithelial teils ein umschriebenes, perivasculires oder peri-
follikulires diffuses Rundzelleninfiltrat.

Da diese Ergebnisse einer Uberpriufung bedurften, wurden
die Versuche an einer grisseren Tierzahl (100 Meerschwein-
chen) und unter besonderen Bedingungen weitergefiihrt. —
Bei 70 von 100 aus der gleichen Zucht stammenden Meer-
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schweinchen wurde unter gleichen Bedingungen wie zuvor
erstmalig innerhalb von 24 Stunden nach der Geburt und nach-
folgend am 2. und 3. Lebenstag eine gleiche Hautpartie
(Nackenregion) mit einer § prozentigen DNCB-Acetonlosung
bepinselt (postnatale Vorbehandlung). Die restlichen 30 Tiere
blieben als Kontrollen unbehandelt und waren gesondert unter-
gebracht. — Im erwachsenen Alter von 6—12 Wochen wurde
dann im Bereich der beiderseitigen Flankenregion bei allen
100 Tieren die Sensibilisierung (5 prozentiges DNCB in Ace-
ton) und die Erfolgsreaktion (0,9 promilliges DNCB in Ace-
ton) durchgefithrt. Um optimale Versuchsbedingungen zu er-
zielen, wurde erst am 10. Tage nach der Sensibilisierung die
Erfolgsreaktion zur Feststellung einer Verinderung der Re-
aktionslage der Haut (Eintritt der generalisierten Sensibilisie-
rung) vorgenommen. Die Reaktionen wurden am 11. und 12.
Tage (nach 24 und 48 Stunden) abgelesen. Am 12. Tage (48
Stunden nach der Erfolgsreaktion) wurden Biopsien der gete-
steten Haut im Flankenbereich (Applikation der Erfolgs-
reaktion) und der nicht getesteten (normalen) Haut (Riicken)
mit der Schere entnommen und histologisch untersucht. Die
histologische Verifizierung der Testergebnisse hielten wir aus
zwel Grinden fiir dringend angezeigt. Finmal kompliziert
sich die Beurteilung des Testergebnisses, wenn statt der quali-
tativen Ablesung (positiv oder negativ) eine quantitative
(fragliches, minimales, missiges, betrichtliches, maximales
Erythem, s. Rosenthal & Baer) erfolgt. Andererseits machten
es die zuvor beobachteten Ergebnisse (mogliche makroskopi-
sche Hemmung der Erfolgsreaktion) erforderlich, dass eine
histologische Untersuchung durchgefiihrt wurde.

Vor Besprechung weiterer Ergebnisse sei auf die Ausfithrungen von Harber,
Rosenthal & Baer (1961) und Rosenthal & Baer (1963) hingewiesen, die iiber
waktiv erworbene Toleranz gegeniiber DNCB" berichteten. Harber u. Mitarb.
behandelten schwangere Meerschweinchen einmal oder wachentlich mit intra-
peritonealer Injektion von o,1 ml einer 5 prozentigen DNCB-Lisung in Aceton.
Eine gleiche Anzahl von Kontrolltieren erhielt unter gleichen Bedingungen nur
Aceton injiziert. Die Nachkommen dieser Tiere wurden im Alter von 30 Tagen
mit 0,05 ml einer 2 prozentigen DNCB-Losung in absolutem Alkohol in der



Nackengegend sensibilisiert. 24 Tage spiater wurde mit DNCB (0,2 0,09, 0,05
Prozent) in Olivenol und mit Olivendl allein getestet und 24 Stunden danach
die Testreaktion (Erythemgrad o—4) makroskopisch beurteilt, Die Verff. stellten
fest, dass die Empfindlichkeit gegeniiber der allergischen Kontaktsensibilisierung
signifikant bei den Nachkommen reduziert war, deren Muttertier in der Schwan-
gerschaft intraperitoneal mit DNCB vorbehandelt war. Diese aktiv erworbene
Toleranz scheint nach Verff. spezifisch zu sein. — Rosenthal & Baer setzten
diese Untersuchungen fort. Das Allergen (DNCB) wurde von den Verff. bei
neugeborenen Meerschweinchen intraperitoneal, subkutan und epikutan appli-
ziert. In diesem Zusammenhang kann nur auf die Ergebnisse der epikutanen
Anwendung eingegangen werden, Von den Verff. wurden Meerschweinchen
postnatal insgesamt 4 Tage mit 2 prozentigen DNCB in absolutem Athylalkohol
in der Nackenregion sensibilisiert (postnatale Sensibilisierung). Kontrolltiere
wurden 4 Tage lang nur mit absolutem Alkohol bepinselt. — Von 4o Versuchs-
tieren verstarben insgesamt 24, fiir die Tests standen somit nur 16 Versuchstiere
zur Verfiigung. — Von 32 Kontrolltieren verstarben 14, so dass nur bei 18 Kon-
trolltieren die Tests spiter durchgefithrt werden konnten. — Im Alter von 4
Waochen wurden alle Tiere an 4 aufeinanderfolgenden Tagen jeweils mit 2
prozentigem DNCB in absolutem Alkohol sensibilisiert, — 24 Tage spiiter erfolgte
mit Verdiinnung von DNCB in Olivendl (o,2 Prozent, 0,09 Prozent, o,05 Pro-
zent, o Prozent) die Durchfiihrung der Erfolgsreaktion. Die Ablesung der Tests
wurde nach 24 Stunden vorgenommen. Registriert wurde: kein Erythem (E.) =
o, fragliches E. = 4 o,5 minimales E. — 4 1,0, missiges E. — - 2,0, betricht-
liches E. = + 3,0 und maximales E. = 3,0 — Wie aus der Tab. 3 hervorgeht,
waren die quantitativen Testergebnisse bei den Versuchstieren (16) eher héher
als niedriger im Vergleich zu den Kontrolltieren (18),

Wihrend bei den epikutan sensibilisierten Tieren somit keine ,Tendenz einer
abgeschwiichten Sensibilisierung” nachweisbar war, konnte von den Verff. eine
solche nach intraperitonealer (18 Versuchs-, 13 Kontrolltiere) und nach sub-
kutaner (12 Versuchs-, 1o Kontrolltiere) Applikation von DNCB beobachtet

werden, —

Die eigenen tierexperimentellen Untersuchungen erbrachten
folgende Erbegnisse:

Wihrend wir nach Durchfithrung der postnatalen Vor-
behandlung (5 Prozent DNCB) am 1. bis 3. Lebenstag bei
allen Versuchstieren lediglich das Auftreten der tblichen pri-
mirtoxischen Lision beobachteten, reagierten etwa die Hiilfte
der 70 Versuchstiere nach Sensibilisierung im Erwachsenen-
alter (6—12 Wochen post partum) auf die gleiche Allergen-
losung (5 Prozent DNCB) mit heftigen Reaktionen in Form
tiecfer Atzwunden. Bei dem Rest der Versuchstiere und allen
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Abb. ;.
48 Stunden altes DNCB-Kontaktekzem (Sensibilisierung mit 5 Prozent DNCB in
Aceton, 10 Tage spiter Erfolgsreaktion mit 0,9 Prozent DNCB in Aceton, 48
Std. n. Erfolgsreaktion Biopsie). — Invasion von Rundzellen in die spongiotisch
aufgelockerte Epidermis. Gefrierschnitt, HE 45: 1.

Abb. 4.
s. Abb. 3. — Spongiose und Blischenbildung im Bereich der Epidermis. HE 45: 1.
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Abb. 5.
s. Abb. 3—4. — Spongiotische Auflockerung der Epidermis. HE 45: 1.

Abb. 6.
s. Abb. 3-5. — Infolge Konfluenz der Vakuolen im Bereich der unteren Epidermis

und subepidermal subepitheliale Blischenbildung. HE 45: 1.

Kontrolltieren kam es hingegen wieder nur zur Ausbildung
der bekannten primir-toxischen Lision.

Die zur Feststellung ciner Veriinderung der Reaktionslage
der Haut (Eintritt der generalisierten Sensibilisierung) bei
Versuchs- und Kontrolltieren vorgenommene Erfolgsreaktion
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(mit 0,9 promilligen DNCB) zeigte demgegeniiber konstante
Testergebnisse, d.h. sowohl bei den Versuchs- als auch bei
den Kontrolltieren schwankte die Testreaktion zwischen
schwachem und ausgeprigtem Erythem. Ein signifikanter
Unterschied der makroskopischen Reaktion (bei Versuchs-
und Kontrolltieren) liess sich somit nicht nachweisen.

Die mikroskopischen Befunde der Biopsien der getesteten
Haut (Erfolgsreaktion) zeigten, dass in jedem Fall feinge-
weblich eine sicher ekzematdse Reaktion feststellbar war.
Die Ausprigung der histologisch nachweisbaren Reaktion ent-
sprach so gut wit stets der Intensitit der makroskopischen
Reaktion. — Auch bei Durchsicht mehrerer Schnitte einer glei-
chen Biopsie fanden sich histologisch sowohl bei den Ver-
suchs-, als auch bei den Kontrolltieren keine signifikanten
Unterschiede hinsichtlich der Reaktionsstirke der ekzema-
tosen Verdnderungen im Corium- und Epidermisbereich. Im
einzelnen liessen sich bei den 70 Versuchstieren feingeweblich
typische Veranderungen des kontaktallergischen Ekzems wie
Invasion von Rundzellen in die spongiotisch aufgelockerte
Epidermis (Abb. 3), Spongiose und Blaschenbildung im Epi-
dermisbereich (Abb. 4), spongiotische Auflockerung der Epi-
dermis (Abb. 5) und durch Konfluenz von Vakuolen im Be-
reich der unteren Epidermis und subepidermal entstandene
subepitheliale Blischenbildung (Abb. 6) nachweisen.

Unsere Ergebnisse bestitigen damit die von Rosenthal &
Baer erhobenen makroskopischen Befunde bei ,topical Appli-
cation” von DNCB bei neugeborenen Meerschweinchen. Dar-
iber hinaus konnten wir auch bei histologischer Untersuchung
der getesteten Haut (Erfolgsreaktion) keine Kriterien finden,
die auf eine unterschiedlich-feingewebliche Ausprigung der
ckzematisen Reaktion bei Versuchs- und Kontrolltieren hin-
deuteten.

ZUSAMMENTFASSUNG

Fine paranatale Vorbehandlung mit einem bekannten ekze-
matogenen Allergen — in unserem Falle mit DNCB — bewirkt,
wie die eigenen Untersuchungen in Ubereinstimmung mit
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Rosenthal & Baer beinhalten, bei epikutaner Applikation keine
Abschwichung der Sensibilisierung und/oder der Erfolgsreak-
tion im erwachsenen Alter im Sinne der Immuno- (Allergo-)
Toleranz. Sowohl makroskopisch als auch insbesondere feinge-
weblich liessen sich keine Kennzeichen nachweisen, die auf eine
unterschiedliche Akuitit des histologischen Substrates ,,Kon-
taktekzem” bei Kontroll- und Versuchstieren hingewiesen
hiitten.
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