Virchows Arch. Abt. A Path. Anat. 348, 342—355 (1969)

Lymphatisches Gewebe und Antikérperbildung

im Langzeitversuch

K. E. SceeExK und U. Gross*

Institut fir Pathologie im Klinikum Steglitz
der Freien Universitit Berlin
(Direktor: Prof. Dr. W. MaBhoff)

Eingegangen am 13. Mai 1969

The Lymphatic System and Antibody Formation in Chronic Experiments

Summary. We injected mice with human serum once or several times and investigated the
morphological changes in the lymphatic system and the formation of antibody for 70 days.
As to its cellular composition, the antibody-forming tissue reacted in two phases. The forma-
tion of antibody was also biphasic. Microscopically in the first stage the number of small
lymphocytes diminished and the number of large lymphocytes, small reticulum cells and lym-
phatic nodules increased. In the second phase, there was an increase in the number of large
reticulum cells, immature plasma cells and mature plasma cells.

The extent of cellular reaction depended on the dose and on the type of substance in-
jected. The time course of the two phases depended on the method of application.

The behaviour of these two phases is discussed. The conclusions reached are that the
different clinical pictures of immune responses are derived from one type of cellular reaction
in lymphatic tissue.

Zusammenfassung. Die morphologischen Verdanderungen des lymphatischen Systems und
die Antikérperproduktion wurden bei Mausen nach ein- und mehrmaliger Antigenzufuhr (Hu-
manserum) iiber einen Zeitraum von 70 Tagen untersucht.

Das lymphoretikulire Gewebe reagiert hinsichtlich seiner celluliren Zusammensetzung auf
antigene Stoffe biphasisch. Dem entspricht auch eine Antikorperbildung in zwei Phasen. Das
gewebliche Bild der ersten Reaktionsphase ist gekennzeichnet durch den Verlust kleiner Lym-
phoeyten bei gleichzeitiger Zunahme grofler Lymphocyten und kleiner Retikulumzellen sowie
durch eine Vergrofierung und Vermehrung von Sekundiirfollikeln. Die zweite Phase ist durch
die Zunahme von groBen Retikulumzellen, Plasmazellvorstufen und reifen Plasmazellen be-
stimmt.

Das AusmaB der celluliren Reaktion ist von Art und Dosis der zugefithrten Substanz ab-
hingig, der zeitliche Ablauf beider Phasen jedoch von der Applikationsweise. Es wird das
Verhalten dieser beiden Phasen bei verschiedenen immunologischen Reaktionen diskutiert und
festgestellt, daBl den in ihrem Erscheinungsbild unterschiedlichen Immunantworten ein ein-
heitlicher Reaktionstyp des lymphatischen Systems zugrunde liegt.

Das fiir die Antikérperbildung wichtige lymphatische System erfiahrt nach
Applikation antigener Stoffe bestimmte Verschiebungen im Zellbestand, in deren
Mittelpunkt die Neubildung retikulérer und plasmacelluldrer Elemente stehen
(Sprinz, 1961 ; Congdon, 1962 und 1964 ; Gusman, 1965 ; Mahnke und Krug, 1966 ;
Han, 1967; Schenk und Manskopf, 1968). Diese morphologisch erwiesene antigen-
bedingte Reaktion des lymphoretikuliaren Gewebes haben wir hinsichtlich ihres
Ablaufes und Ausmalles in einem langfristigen Versuch unter verschiedenen Be-
dingungen zu erfassen und zugleich die Frage zu uberpriifen versucht, welche

* Fir die technische Mitarbeit danken wir Frl. B. Hattwig und Herrn G. Heinze.
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Beziehungen zwischen den gestaltlichen Verdanderungen in Lymphknoten und Milz
und der jeweiligen Antikorperbildung besteben, ferner ob einer unterschiedlichen
Immunantwort eine bestimmte Reaktionsweise des lymphatischen Systems ent-
spricht.

Beobachtungsgut und Methode

Miusen wurde Antigen (Humanserum) einmalig oder fortlaufend subcutan verabfolgt und
danach das Verhalten der dem Injektionsort zugehérigen und der ibrigen Lymphknoten so-
wie der Milz iiber einen Zeitraum von 70 Tagen histologisch kontrolliert. Gleichzeitic wurde
die Antikorperbildung und der Verbleib des injizierten Antigens in Serum, Lymphknoten und
Milz immunelektrophoretisch kontrolliert.

Fiir den Versuch wurden 130 minnliche weifle Mause verwendet (Stamm NMRI, Gewicht
2426 g, Alter etwa 9 Wochen; Lieferant Dr. E. Hagemann, Bosingfeld, Lippe). Die Tiere
wurden unter gleichen Bedingungen (Raum und Temperatur) gehalten, erhielten Standard-
trockenfutter der Firma Latz und Wasser ad lib.

10 Tiere dienten als Kontrollen. Die tibrigen Tiere wurden in zwei Gruppen unterteilt.
Bei der ersten Gruppe wurde einmalig 1,5 ml Humanserum (Blutgruppe ORh) subcutan in
die caudale Riickenpartie injiziert. Bei der zweiten Gruppe wurde vom 1.—15. Versuchstag
in gleicher Weise téglich 0,25 ml verabfolgt, vom 16. Tag bis zur Tétung wurden 3 Injektio-
nen pro Woche vorgenommen. Die wichentliche Gesamtdosis war wihrend des gesamten Ver-
suches gleich grofB.

5—8 Tiere jeder Gruppe wurden 1, 2, 3, 5, 10, 15, 30, 50 und 70 Tage nach Versuchs-
beginn getétet. Vor der Tétung wurde den narkotisierten Tieren nach Thorakotomie fiir die
serologische Untersuchung mit einer paraffinierten Glaskapillare Blut aus dem Herzen ent-
nommen. Die Bauchwand-, axilliren und paraaortalen Lymphknoten sowie die Milz wurden
sorgfiltig pripariert, zum Teil in Susa fixiert und nach Paraffineinbettung histologisch ver-
arbeitet.

Fir die immunelektrophoretische Untersuchung wurden Verdiinnungen (auf !/, und /)
von Serum sowie Totalhomogenisaten von Lymphknoten und Milz hergestellt und diese auf
einer 9 X 12 cm grofien mit einer 2,5 mm dicken Schicht eines 1,5 %igen Agargels (Spezialagar
Noble, Difco) bedeckten Glasplatte unter Verwendung von Veronalnatriumacetatpuffer
(pH 8,6) unter gleichen Bedingungen elektrophoretisch getrennt. Als Antiseren zum Nach-
weis des Humanserums in Serum bzw. Organen der Maus diente ein Pferde-Anti-Humanserum
{Behring-Werke), zur Charakterisierung der EiweiBfraktionen des Miuseserums ein Kanin-
chen-Anti-Miuseserum (Behring-Werke). Zum Nachweis der von der Maus gegen Human-
serum gebildeten Antikérper wurde gepooltes Mauseserum bzw. homogenisiertes Organgewebe
der Tiere dem elektrophoretisch aufgetrennten Humanserum zugesetzt. Die Diffusionszeit der
Antiseren betrug jeweils 24 Std bei Zimmertemperatur. Danach 7tigiges Waschen in isotoner
Na(l-Losung, nach Trocknung Farbung mit Amidoschwarz.

Ergebnisse
1. Morphologische Befunde

@) Regionale Lymphknoten nach einmaliger Anligeninjektton. Die regionalen
Lymphknoten zeigen bei erhaltener Grundstruktur eine charakteristische celluldre
Abwandlung. Schon 24 Std nach Antigenzufubr sind in der dulleren Rindenzone
die kleinen Lymphocyten deutlich an Zahl verringert, gleichzeitig hat eine Ver-
mehrung der kleinen Retikulumzellen und groflen Lymphooyten eingesetzt. Nach
48 Std hat auch in den inneren hilusnahen Markbereichen die Zahl von kleinen
Lymphocyten abgenommen, grofle Lymphocyten und kleine Retikulumzellen sind
reichlich aufgetreten. Diese Zellbewegung nimmt bis zum 10. Tag stindig zu.

Wihrend dieser Zeit enthdlt die duBere rindennahe Mark- und die innere
Rindenzone mehr Lymphocyten als die iibrigen Anteile. Die Follikel lassen mark-
wirts einen halbmondférmigen Lymphocytenkranz erkennen, wéihrend die dem
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Randsinus zugekehrte Seite nahezu frei von Lymphocyten ist. Vom 15. Tag an
sind die kleinen Lymphoeyten in Rinde und Mark wieder etwas zahlreicher ver-
treten, grofle Lymphocyten und kleine Retikulumzellen dagegen in etwas geringe-
rer Zahl nachweisbar. Die hilusnahe Markzone enthélt weiterhin sehr wenig kleine
Lymphocyten. Nach dem 50. Tag entspricht die Zahl der kleinen Liymphocyten
und der kleinen Reticulumzellen in Mark und Rinde etwa jener der Kontrolltiere,
die groBen Lymphocyten sind jedoch noch immer vermehrt.

Bei dieser Zellverschiebung findet sich am 10. Tag eine geringe bis zum 30.
Tag anhaltende Vermehrung von Ubergangszellen, die danach an Zahl wieder ab-
nehmen. Plasmazellen treten um den 15. Tag deutlich hervor, ihre Zahl ist jedoch
sehr gering und nach dem 50. Tag riicklaufig. Insgesamt bleiben aber die Elemente
der plasmacelluliren Reihe zahlreicher vertreten als bei den Kontrolltieren. Dem
Verhalten der plasmacelluléren Elemente geht jenes der groBen Retikulumzellen
etwa parallel.

Die Follikelzentren erfahren bereits 48 Std nach Antigenzufuhr eine deutliche
Akzentuierung. Vom 5. Tag an setzt eine fast sprunghafte VergroBerung und Neu-
bildung der Sekundérfollikel ein. Diese enthalten vorwiegend kleine und mittel-
groBe retikulire Zellen, die in zunehmendem Mafle Mitosen aufweisen und auch
Kerntriimmer enthalten. Am 15. Tag ist die stdrkste Entwicklung der Follikel er-
reicht, danach setzt langsam eine Riickbildung ein, jedoch sind am Versuchsende
noch reichlich Sekundirknotchen nachweisbar (Abb. 1-—3).

Bemerkenswert ist das Verhalten der Sinus und posteapilliren Venen. Vor
allem die Marksinus der Lymphknoten sind bereits nach 24 Std und stérker
nach 72 Std weitgestellt und enthalten in etwa der Lymphocytenabnahme im
lymphoretikuliren Gewebe entsprechend reichlich Lymphocyten. Die postcapilli-
ren Venen erscheinen zundchst unveridndert, zeigen aber vom 10. Tag an meist
ein hohes Endothel. Zwischen den Endothelien und auch im Lumen finden sich
besonders zwischen dem 15. und 30. Tag vermehrt Lymphocyten. Etwa zu dieser
Zeit setzt bemerkenswerter Weise auch die Repopulation der Lymphknoten mit
Lymphocyten ein.

b) Regionale Lymphknoten nach mehrfacher Antigeninjektion. In dieser Ver-
suchsgruppe zeigen die Lymphknoten eine grundsétzlich dhnliche Zellverschiebung
wie jene nach einmaliger Antigenzufuhr, jedoch sind Ausmall und Ablauf der Re-
aktion anders. Auch bei dieser Gruppe beginnt die Reaktion mit einer zahlen-
méBigen Abnahme der kleinen Lymphocyten; die Vermehrung von grofien Lym-
phocyten und kleinen Reticulumzellen sowie die Bildung und Zunahme der Se-
kundérfollikel sind jedoch viel stirker ausgeprigt. Diese Verdnderungen sind erst
nach 30 Tagen riicklaufig. Die nach einmaliger Antigenstimulierung etwa nach
dem 15. Tag zu beobachtende Vermehrung von grofien Reticulumzellen, Plasma-
zellvorstufen und reifen Plasmazellen setzt bei fortlaufender Antigenzufuhr bereits
am 5. Tag ein, ist um ein Vielfaches stirker und hélt bis zum Versuchsende an.
Marksinus und postecapillire Venen verhalten sich wie bei der ersten Gruppe
(Abb. 1—3).

¢) Die injektionsfernen Lymphknoten. In den vom Injektionsort entfernten
Lymphknoten ist die Reaktion sowohl nach einmaliger als auch fortlaufender An-
tigenzufuhr dhnlich biphasisch wie in den regiondren Liymphknoten. Die Verdnde-
rungen setzen jedoch etwas spéater erst nach 48 Std ein. Wihrend die Zellver-
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Abb. 3 a u. b. Lymphknoten (HE, Vergr. 400fach) 70 Tage nach einmaliger (a) und fort-

laufender (b) Antigenzufulr. Jeweils links unten im Bild Keimzentrum, in der Mitte lympho-

cytdrer Randsaum des Follikels, oben Marginalsinus. Noch deutliche Aktivierung des Lymph-

knotens in (a), stdrkere in (b). — Das Elektrophoresebild des Serums am 70. Tag ist dhnlich
dem nach 50 Tagen (vgl. Abb. 2)
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schiebung in den regionalen Lymphknoten bevorzugt die Rinde betrifft, ist in den
injektionsfernen die Mark- und innere Rindenzone stérker in die cellulire Reaktion
einbezogen. Das Ausmaf der durch Lymphocytenverlust und Reticulumzellver-
mehrung gekennzeichneten ersten Phase ist nach ein- und mehrmaliger Reizung
geringer, dagegen die zweite am 50. Tag ihr Maximum erreichende und durch
plasmacellulére Elemente ausgezeichnete Phase etwas stérker als in den regionalen
Lymphknoten.

d) Milz nach einmaliger Antigeninjektion. Auch die Milz zeigt einen zweiphasi-
schen Reaktionsablauf, der sich jedoch im Vergleich zu jenem der Lymphknoten
etwas anders verhilt. Nach einmaliger Reizung beginnt die erste Phase in der Milz
erst nach etwa 48 Std mit einem in den folgenden Tagen zunehmenden Schwund
kleiner Lymphocyten in den Follikeln bei gleichzeitiger Vermehrung von grofien
Lymphocyten und kleinen Reticulumzellen. Am 5. Tag setzt eine fast sprunghafte
VergroBerung der Follikelzentren ein. Gleichzeitig ist die im normalen Organ helle
und wenig zellhaltige perifollikulére Zone nicht mehr scharf abgegrenzt, da offen-
bar vom Follikel ausgehend nach allen Richtungen Lymphocyten in die Nachbar-
schaft auszuwandern scheinen. AuBerdem fillt in den Pulpastringen der hohe Ge-
halt an groflen Lymphocyten und verschieden groBen Reticulumzellen auf. Diese
Reaktion ist nach 30 Tagen deutlich, nach 50 Tagen vollig zuriickgebildet. Ledig-
lich zwischen dem 15. bis 30. Tag sind die Ubergangszellen gering vermehrt, im
Ubrigen treten die fiir die zweite Phase in den Lymphknoten charakteristischen
Zellen kaum hervor.

e) Milz nach mehrfacher Antigeninjekiion. Unter diesen Bedingungen sind die
Zellverschiebungen in der Milz wihrend der ersten Phase besonders deutlich. Die
zellige Reaktion der zweiten Phase setzt bereits nach 5 Tagen ein, verliduft aller-
dings langsamer als in den Lymphknoten, erreicht nach 50 Tagen ihr Maximum
und ist offenbar erst am Ende des Versuches riicklaufig.

Die fiir die Mausemilz charakteristischen Riesenzellen beteiligen sich erwar-
tungsgemaf nicht an der Reaktion.

Aus der systematischen Untersuchung ergibt sich ein charakteristisches auf
eine biphasische Reaktion hinweisendes Verhalten des lymphoretikularen Gewebes.
Nach ein- oder mehrmaliger Antigeninjektion erfolgt mit quantitativer Abstufung
in der ersten Phase eine zahlenméBige Verminderung der kleinen Lymphocyten
bei gleichzeitiger Zunahme von grolen Lymphocyten, kleinen Reticulumzellen und
einer VergroBerung und Vermehrung der Follikel. Die zweite Phase ist durch eine
Zunahme von grofBlen Reticulumzellen, Plasmazellvorstufen und reifen Plasmazel-
len gekennzeichnet. Nach einmaliger Antigenzufuhr laufen beide Phasen im wesent-
lichen nacheinander ab, bei fortlaufender Stimulierung iiberschneiden sie sich breit
infolge eines fritheren Einsetzens der zweiten Phase.

2. Immumelektrophoretische Befunde

a ) Antikorperbildung nach mehrfacher Antigeninjektion. Nach fortlaufender Zu-
fuhr von Humanserum lassen sich im Méduseserum am 10. Tag Antikérper gegen
4 Fraktionen des Humanserums aus dem Alpha- Beta- und Gammabereich nach-
weisen. Soweit die semiquantitative Methode diese Aussage erlaubt, nehmen die
Antikorper bis zum 15. Tag zu und fallen nach dem 30. Tag wieder ab. Nach 30
Tagen werden aber weitere Antikérper nachweisbar, so dafl zwischen dem 50. bis
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70. Tag Antikdrper gegen 8 Proteine aller Fraktionsbereiche des Humanserums vor-
liegen (Abb. 1—2). Ein ahnliches Verhalten zeigen auch Milz, regionale und in-
jektionsferne Lymphknoten, wenn auch mit einer gewissen zeitlichen Verschie-
bung. In den Organen ist die Zahl der nachweisbaren Antikérper allerdings ge-
ringer als im Serum. Die Milz weist bereits am 5. Tag einen Antikérper gegen eine
Fraktion, bis zum 30. Tag solche gegen drei, nach 50 Tagen gegen 5 Fraktionen
des Humanserums aus dem Albumin-, Alpha- und Betaglobulinbereich auf. Am
Versuchsende lassen sich jedoch nur noch Antikérper gegen eine Serumfraktion
feststellen.

In den regionalen Lymphknoten befinden sich am 10. Tag Antikérper gegen 3,
am 15. Tag gegen 2 Proteine des Humanserums und am 30. Tag nur noch. gegen
ein einziges. Vier Antikdrper verschiedener Spezifitat treten jedoch nach 50 Tagen
auf. Insgesamt sind nie mehr als vier verschiedene Antikdrper gegen Fraktionen
aus dem Alpha-, Beta- und Gammabereich des applizierten Humanserums zu er-
mitteln. Nach 70 Tagen ist nur noch ein Antikdrper gegen ein Alpha-Globulin fest-
stellbar.

In den injektionsfernen Lymphknoten sind die Verhaltnisse gleichartig. Auch
hier sind insgesamt vier verschiedene Antikérper gegen Fraktionen des Human-
serums nachweisbar. Im Gegensatz zu den regionalen Lymphknoten lassen sich am
Versuchsende jedoch noch drei verschiedene Antikérper feststellen.

b) Antikirperbildung nach einmaliger Antigeninjektion. Nach einmaliger Injek-
tion von Humanserum ist der Antikérpergehalt in Serum und Organen der Tiere
viel geringer als bei der vorgenannten Versuchsgruppe. Beieinem Vergleich tritt
der Ablauf der Antikérperproduktion viel weniger deutlich zutage.

So ist am 5. Tag im Serum ein Antikérper gegen eine Alphafraktion des Hu-
manserums aufgetreten. Im weiteren Verlauf sind bis zum 70. Tag Antikérper
gegen drei weitere Serumfraktionen entstanden, und zwar in den ersten 2 Wochen
gegen ein Protein im Albuminbereich und ein Alphaglobulin, spiter gegen jeweils
ein Protein des Beta- und Gammabereiches (Abb. 1-—2).

Die regionalen Lymphknoten enthalten einzelne Antikdrper zwischen dem
10. und 30. Tag, die injektionsfernen und die Milz zwischen dem 15.und 70. Tag.

¢) Nachweis des applizierten Humanserum. Von dem injizierten Humanserum
sind bei beiden Tiergruppen nur 5 Fraktionen aus allen Bereichen in Serum,
Lymphknoten und Milz zu identifizieren. Bis zum 15. Tag hat die Menge der in-
jizierten Proteine stark abgenommen, wihrend danach der Abbau offenbar lang-
samer verlduft. Nach 70 Tagen lassen sich bei den Tieren beider Versuchsgruppen
noch Humanalbumin und Gammaglobulin in Serum und Milz nachweisen
(Abb. 1—2).

Im Serum beider Versuchsgruppen treten zum Zeitpunkt der stirksten
Antikorperproduktion in dem Beta- und Gammabereich einzelne Proteinfraktio-
nen zuséatzlich oder verstirkt in Erscheinung.

Besprechung

Wenn man die Verdnderungen des lymphatischen Systems nach einmaliger
Antigenzufuhr als einfache und die nach wiederholter Antigenstimulierung als ge-
steigerte immunologische Reaktion auffal3t, so kann nach unseren Befunden durch-
aus ein gesetzméBig erscheinendes Verhalten des lymphoretikuldren Gewebes an-
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genommen werden. Der Reaktionsablauf 148t hierbei zwei Phasen erkennen. Die
erste Phase ist durch Abnahme der kleinen Lymphocyten, Vermehrung von groen
Lymphocyten und kleinen Reticulumzellen sowie durch Vergroferung und Ver-
mehrung von Follikeln, die zweite Phase durch eine Zunahme von groBen Reti-
culumzellen, Plasmazellvorstufen und typischen Plasmazellen gekennzeichnet.
Nach einmaliger Antigeninjektion steht die Zellverschiebung der ersten Phase im
Vordergrund, wahrend die etwa am 15. Tag nach Versuchsbeginn einsetzende 2.
Phase nur gering hervortritt. Dagegen wird das Bild bei fortlaufender Antigen-
injektion durch eine besonders starke und bereits frithzeitig einsetzende Plasma-
zellneubildung der zweiten Phase bestimmt.

In den injektionsfernen Lymphknoten setzt die celluldre Reaktion spéter ein
als in den regionalen Lymphknoten. Die Zellverschiebung beginnt in den injek-
tionsfernen Lymphknoten im Mark, im Gegensatz dazu in den regionalen frith-
zeitig in der randsinusnahen Rinde. Dieser Unterschied kénnte durch die unter-
schiedliche Anflutung des Antigens bedingt sein, das in dem einen Fall auf dem
Blutweg, in dem anderen auf dem Lymphweg herangefithrt wird. Bemerkenswert
ist das deutlich stérkere Hervortreten der zweiten Phase. Alle Reifungsstadien der
Plasmazellen sind besonders bei fortlaufender Antigenzufuhr bis iiber den 70. Tag
hinaus zahlreicher vertreten als in den regionalen Lymphknoten. Ahnliches hat
auch Cottier (1963) beobachtet.

Auch in der Milz setzt die Reaktion verlangsamt ein. Die Follikel verhalten
sich analog den Lymphknoten, gleichzeitig proliferieren die Reticulumzellen in der
roten Pulpa ziemlich stark. Nach ein- und mehrmaliger Antigengabe ist die zweite
plasmacelluldre Phase in der Milz geringer als in den Lymphknoten, was auch den
Befunden von Gusman (1965) entspricht.

Diese Reaktionsweise des lymphatischen Systems ist nun keineswegs fir eine
Stimulierung durch Serumeiweill charakteristisch, vielmehr kénnen ganz verschie-
dene Substanzen, z. B. reine Proteine und Zellen, gleichartige Verénderungen aus-
16sen.

So hat Congdon (1962 und 1964) bereits 6 Std nach Injektion von Schaferythrocyten in
den Milzfollikeln einen Lymphocytenschwund mit nachfolgender Proliferation von Reticulum-
zellen und eine VergréBerung der Reaktionszentren beobachtet. Die in den folgenden Tagen
zunichst zunehmende Zellverschiebung hat sich einige Wochen spéter zuriickgebildet. Weit-
gehend entsprechende Ergebnisse sind nach Applikation von Milzzellen (Howard, 1961), von
Diphtherie-, Keuchhusten-, Polio- oder Milzbrandvaccinen bzw. verschiedenen Bakterien
(Nossal, 1959; Sprinz, 1961; Gusman, 1965), von Typhusvaccinen (Mahnke und Krug, 1966),
Serum (Masshoff u. Mitarb., 1954—1967), Gammaglobulin (Johnson, 1967) aber auch Corti-
cotropin (Congdon, 1964) oder von Paraffin6l in Form des kompletten und inkompletten
Freundschen Adjuvans (Schenk und Manskopf 1968) erzielt worden.

Da die Beobachtungszeit bei den vorgenannten Kxperimenten gewdhnlich nur
wenige Tage bis Wochen betragen hat, ist in erster Linie der Ablauf der ersten
Phase mit dem Schwund kleiner Lymphocyten und der Proliferation von Reti-
culumzellen erfafit worden. Jedoch weisen die unter verschiedenen Bedingungen
gewonnenen Ergebnisse bereits darauf hin, daB sich im lymphatischen Gewebe im
Prinzip ein einheitlicher Reaktionsmechanismus vollzieht.

Von besonderer Bedeutung erscheint die Verminderung der kleinen Liympho-
cyten in Lymphknoten und Milz zu Beginn der ersten Phase, die Congdon (1964)
bereits 6 Std, wir 24 Std nach Antigenapplikation beobachtet haben.
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Als Ursache fiir diesen Lymphocytenverlust kommen ein Untergang, eine Um-
wandlung oder das Auswandern von Zellen aus dem lymphatischen Gewebe in
Betracht. Hinweise fiir einen auffilligen Zellzerfall haben wir wihrend der Beob-
achtungszeit nicht gefunden.

Die Moglichkeit der Umwandlung von kleinen Lymphocyten in groBe Lympho-
cyten und auch in retikulire Elemente mufl auf Grund zahlreicher neuerer Beob-
achtungen vor allem in Lymphocytenkulturen unter Zusatz von Phytohdmagglu-
tinin oder von verschiedenen Antigenen durchaus fiir méglich gehalten werden
(Bach, 1963; Elves, 1963; Elrod, 1965; Gough, 1965; Sell et al., 1965; Fischer
und Gropp, 1966; Gropp und Fischer, 1966; Boll, 1968; Ling, 1968).

Aus unseren Versuchen geht eindeutig hervor, dafi dem Schwund kleiner Liym-
phocyten in Lymphknoten und Milz regelmiBig eine Vermehrung von groflen
Lymphocyten und kleinen Reticulumzellen parallel geht. Diese Zellen kénnen
durch Neubildung aus den Stammzellen oder aber auch durch Umwandlung aus
kleinen Lymphocyten entstanden sein.

Die beachtliche Fillung der Intermedidr- und Marksinus in den Lymphknoten
mit Lymphocyten zur Zeit der stirksten Lymphocytenverarmung und der ver-
mehrte Lymphocytengehalt in den postcapilliren Venen wahrend der Repopula-
tion des lymphatischen Gewebes mit kleinen Lymphocyten erscheint bemerkens-
wert. Da sich im Blut eine Vermehrung von Lymphocyten einige Tage nach Anti-
genapplikation feststellen la6t (Han, 1967; Schirop, 1968), ist wohl der Schluf3
berechtigt, dalBl im Verlauf der Reaktion Lymphocyten aus dem lymphoretikuliren
Gewebe in das Blut ausgeschwemmt werden, ferner dall die Rezirkulation fiir die
Wiederbesiedlung der Lymphknoten mit Lymphocyten eine Rolle spielen kann.

Von diesen Beobachtungen ausgehend, ist die Frage zu erortern, ob die aus
Lymphknoten und Milz auswandernden Zellen etwa fiir die Entwicklung der von
lymphoiden und monocytéiren Zellen getragenen Immunreaktion vom Spéttyp von
Bedeutung sind.

Bekanntlich kann die verzégerte Immunantwort durch kleine Dosen der Mehr-
zahl der antigen wirkenden Stoffe ausgelost werden. Man darf hierbei davon aus-
gehen, dafl unterschiedlich groe Mengen eines stimulierenden Stoffes in Lymph-
knoten und Milz grundsétzlich gleiche, nur quantitativ abgestufte cellulire Ver-
anderungen hervorrufen (Schenk und Manskopf, 1968). Kleinste Antigenmengen
bewirken bereits deutliche morphologische Verdnderungen im lymphoreticularen
Gewebe, ohne daf} ein meBbarer Antikorpertiter im Serum auftritt (Rowley, 1964
und 1963). Jedoch ermoglicht die Injektion solcher minimaler Dosen (z.B. 0,5 ug
Ovalbumin) nach einigen Tagen die Auslésung der Spétreaktion. Nach Dosiser-
hohung (auf 1—3 pg) wird zusétzlich ein Antikérpertiter im Blut mefBbar. Bei
weiterer Dosissteigerung wird die Spétreaktion iibersprungen, es treten sofort zir-
kulierende Antikérper auf, d.h. Phanomene vom Typ der Sofortreaktion werden
auslosbar (Salvin, 1960; Steffen, 1968). Offensichtlich gibt es flieBende Uberginge
zwischen beiden immunologischen Typen.

Ein subcutan appliziertes Antigen 148t sich bereits wenige Stunden spéter in
Macrophagen und auch in Lymphocyten der regionalen Lymphknoten nachweisen
(Miller und Nossal, 1964 ; Han, 1967). Es ist daher die Annahme berechtigt, daf3
die nach einer antigenen Stimulierung in den ersten Stunden und Tagen aus den
Lymphknoten ausgeschwemmten Lymphocyten bereits mit dem Antigen Kontakt
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und somit eine Prigung zu Immun- bzw. antikérperbildenden Zellen erfahren
haben kénnten. Da die Zellmarkierung mit radioaktiven Substanzen gezeigt hat,
daB der tiberwiegende Teil der an der Spétreaktion beteiligten lymphocytéiren
Zellen aus dem Blut stammt (Steffen, 1968), .st anzunehmen, daf die nach einer
zum Spittyp filhrenden Antigeninjektion aus Lymphknoten und Milz ausge-
schwemmten Zellen wenigstens teilweise die Triger dieser Reaktion sind.

Geht man von einem diphasischen Reaktionsablauf des lymphatischen Systems
als Antwort auf die Zufuhr antigener Stoffe aus, so lieBe sich damit eine Be-
ziehung der Immunreaktion vom verzogerten Typ zu der ersten mit einer Lympho-
cytenausschwemmung einhergehenden Phase herstellen.

Es sei hervorgehoben, daB trotz fortlaufender Antigenzufuhr (zweite Versuchs-
gruppe) in Lymphknoten und Milz die morphologischen Verdnderungen der ersten
Phase nach 4—5 Wochen riickldufig sind. Da verhiltnismifiig geringe Hiweil3-
mengen injiziert wurden, kénnen die nach sehr groBen Antigenmengen auftretende
Insuffizienz des RES (Benacerraf, 1959) oder ein hypothetischer feed-back Mecha-
nismus bei hohem Antikérpertiter (Neiders, 1962; Rowley, 1965; Dubiski, 1966 ;
Steffen, 1968) nicht als alleinige Ursache angesehen werden. Vielmehr kann es
sich hierbei um einen fiir das lymphatische Gewebe typischen Reaktionsablauf
handeln, zumal mit dem Riickgang der ersten Phase ein besonders starkes Her-
vortreten der zweiten Phase und eine gleichzeitig vermehrte Antikérperbildung zu
beobachten sind ; eine Limitierung der Zellproliferation bzw. der Antik6rperbildun-
gen liegt also keineswegs vor.

Betrachtet man die Antikérperbildung wihrend des diphasischen Reaktions-
ablaufes im lymphatischen System, so werden in unseren Versuchen bei fort-
laufender Antigenzufuhr bis zum 15. Tag Antikorper gegen vier verschiedene Frak-
tionen des injizierten Humanserums gebildet, die quantitativ vom 30. Tag an zu-
riickgehen. Zu diesem Zeitpunkt treten andere Antikérper gegen weitere Serum-
proteine auf, so dafl nach 70 Tagen Antikérper gegen acht Fraktionen aus dem
Albumin-, Alpha-, Beta- und Gammaglobulinbereich nachzuweisen sind. Zu den
wihrend der ersten Reaktionsphase aufgetretenen Antikérpern gegen vier Eiweil3-
fraktionen sind somit wahrend der zweiten Phase mit zunehmender Ausbildung von
Plasmazellen weitere in ihrer Spezifitit anders geartete Antikérper hinzugekom-
men. Eine gleichartige schubweise erfolgende Produktion von Antikérpern ist von
Benedict, 1963 ; Graves, 1964 ; Thorbecke, 1967 u. a. beschrieben worden. Wahr-
scheinlich gehoren die frithzeitig auftretenden Antikorper der IgM-Klasse an,
wahrend die spater erscheinenden vornehmlich der IgG- oder anderen Klassen zu-
zuordnen sein diirften (Uhr, 1963; Svehay, 1964; Steffen, 1968). Somit werden
wahrscheinlich die Antikorper der ersten Phase (IgM-Antikérper) in Lymphocyten
oder Reticulumzellen, die der zweiten Phase vornehmlich in Plasmazellen oder
ihren Vorstufen gebildet. Diese Annahme deckt sich mit jener von Schoenberg
(1965). Zeitlich gesehen geht die Antikérperbildung den celluliren Verénderungen
im lymphatischen System parallel, d.h., einem Gipfel der Antikérperbildung ent-
spricht jeweils ein Maximum der Zellreaktion der entsprechenden Phase.

Die biphasische Antikérperproduktion bei fortlaufender Antigenzufuhr ist nach
einmaliger Antigengabe nicht ganz so deutlich. Es ist jedoch wichtig, daB auch
nach einmaliger Antigeninjektion mehrere Antikérper aber auch noch EiweiS3-
fraktionen des injizierten Humanserums aus dem Albumin- und Gammaglobulin-
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bereich nach 70 Tagen in Serum und Milz der Miuse nachweisbar sind. Die Lymph-
knoten dieser Tiere sind zu dieser Zeit noch deutlich aktiviert. Uber dhnliche Be-
funde haben McMasters (1954), Garvey und Campbell (1957), Gilden (1963) und
Richter (1965) berichtet. Diesen Autoren ist der Antikérper- bzw. Antigennach-
weis nach Applikation verschiedener Eiweil- und Bakterienantigene noch nach
vielen Monaten gelungen. Die langfristig im Organismus verbleibenden Antigene
kénnen also offenbar kontinuierlich eine Antikérperproduktion bzw. spezifische
Prigung immunkompetenter Zellen induzieren.

AbschlieBend ist festzuhalten, daB3 das lymphoretikuldre Gewebe auf antigene
aber auch auf nicht antigene Stoffe wie z. B Tusche, Trypanblau, Wasser (Mass-
hoff, 1954) oder Paraffinol (Schenk und Manskopf, 1968) weitgehend gleichartig
biphasisch reagiert. Dabei ist die erste Phase durch einen Verlust kleiner Lympho-
cyten, eine Zunahme groBer Lymphocyten und kleiner Reticulumzellen und die
Vermehrung und VergroBerung von Sekundérfollikeln gekennzeichnet, wihrend in
der zweiten Phase grofle Reticulumzellen, Plasmazellvorstufen und reife Plasma-
zellen gebildet werden. Das AusmaB dieser celluliren Reaktion ist von Art und
Dosis der zugefiihrten Substanz abhéngig, der zeitliche Ablauf der beiden Phasen
jedoch von der Applikationsweise.

Bei parenteraler Zufuhr wahrscheinlich nicht antigener Stoffe (z. B. Paraffinol)
bestimmen Zellverdnderungen der ersten Phase das Bild, Plasmazellen treten nicht
besonders hervor. Nach einmaliger Antigengabe fithrt die mit einem meGBbaren
Antikérpertiter einhergehende Immunreaktion zu einem starken Hervortreten der
ersten Phase, wihrend die zweite Phase geringer ausgebildet ist. Beide Phasen
{iberschneiden sich nur wenig, laufen also vornehmlich nacheinander ab. Im Gegen-
satz hierzu ist bei mehrmaliger Antigenstimulierung die zweite Phase besonders
stark ausgebildet und iberlappt sich breit mit der ersten. Es wurde bereits an-
gedeutet, dal sich zwischen der ersten Phase der Zellreaktion in Lymphknoten
und Milz und dem Auftreten der Immunantwort vom verzogerten Reaktionstyp
eine Beziehung herstellen 1a6t. Dieser Reaktionstyp stellt also wahrscheinlich nur
eine bestimmte Form der Auseinandersetzung des Ilymphoretikuléren Gewebes mit
einem Antigen dar.

In ihrem Erscheinungsbild unterschiedlichen Immunantworten liegt also ein
einheitlicher Reaktionstyp des lymphatischen Systems zugrunde, wobei dem bi-
phasischen Reaktionsmechanismus bei ein- und mehrmaliger Antigengabe, also
unter den Bedingungen der Primér- und Hyperimmunantwort, eine gleichfalls in
zwei Phasen ablaufende Bewegung der Antikorperproduktion entspricht.
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