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B-Zellen Bursa- bzw. Knochenmark-abhängige Lymphozyten 
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Wi Vdstar Ratten 
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TCA Trichloressigsäure 
TdT Teminal-Deoxynukleotidyl-Transferase 
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GvH Reaktion eines Transplantats gegen den Empfänger 
spf frei von spezifischen pathogenen Keimen 
CFU-S milzkoloniebildende Stammzellen 
FLC fetale Leberzellen 
ADCC Antikörper-abhängige-zellvennittelte Cytotoxizität 
NK natürliche-zellvermittelte Cytotoxizität 





A EINLEITUNG 

1 Die Differenzierung von Lymphozyten 

Lymphozyten sind Zellen, die Imnunität vermitteln, d. h. die Fähigkeit, 

(a) "Selbst" und "Fremd" zu unterscheiden, (b) gegen ein körperfremdes 

Antigen eine antigenspezifische Abwehrreaktion aufzubauen und (c) dies 

bei einem sekundärem Kontakt in verstärktem Maße zu tun. Sie erlauben 

dem Wirbeltierorganismus gegenüber Infektionen, Parasiten und Tumor-

wachstum seine individuelle Integrität zu bewahren. 

Nach Art der Imnunantwort unterscheidet man T-Lymphozyten mit einer 

zellulären Reaktion und B-Lymphozyten mit einer humoralen Reaktion, die 

über die Bildung von Antikörpern abläuft. Diese Dichotomie des Iirenun-

apparates spiegelt sich auch wider in der unterschiedlichen Verteilung 

und Lokalisation dieser Zellen in den lymphatischen Organen, und in 

unterschiedlichen Differenzierungswegen. So läuft die Reifung der T-

Zellen im Thymus ab, die der B-Zellen - bei Vögeln in der bursa de 

Fabricii - bei den Säugetieren zumindest "thymusunabhängig" ab (1). 

Die Vorläuferzellen für beide Differenzierungswege stammen beim er-

wachsenen Tier aus dem Knochenmark. Aus pluripotenten Stanmzellen, die 

in letal bestrahlten Tieren das gesamte hämopoetische System rekonsti-

tuieren können, entstehen hier Zellen, die auf die Lymphopoese festge-

legt sind (2-4). Auch die endgültige Zugehörigkeit von Vorläuferzellen 

zur T- oder B-Zellreihe scheint sich schon im Knochenmark zu entscheiden. 

So wurden kürzlich im Knochenmark der Maus Pro-Thymozyten nachgewiesen, 

bei denen durch Thymusextrakte und andere Aktivatoren Mitogenstimulier-

barkeit und thymusspezifische Oberflächenantigene in vitro induzierbar 

sind (5,6), und die die Fähigkeit besitzen, selektiv zum Thymus zu 



wandern (7). Schon länger ist bekannt, daß die T-Zell Differenzierung 

im Thymus durch einen ständigen Zufluß von Vorläuferzellen aus dem 

Knochenmark aufrechterhalten wird (8). Den Thymus verlassen nach wei-

teren Differenzierungsschritten "post-thymische" T-Vorläuferzellen, die 

in Knochenmark und Milz gefunden werden und in der Peripherie die ab-

schließende Umwandlung zu reifen T-Lymphozyten erfahren (9). 

Noch weitergehend ist die Beteiligung des Knochenmarks der Säuger an 

der B-Zell-Entwicklung. Aus Stammzellen entstehen laufend B-Vorläufer-

zellen, die im Knochenmark oder in der Milz über "Prä-B" Vorstufen zu 

reifen B-Lymphozyten differenzieren, wobei zunehmend Immunglobulin auf 

ihrer Oberfläche nachweisbar wird (10,11). Ein wichtiges Merkmal für 

die Beschreibung gerade von unreifen Lymphozyten und für ihre Ein-

ordnung in die T- oder B-Zellreihe sind die Differenzierungsantigene. 

Dies sind Oberflächenstrukturen, die von Allo- oder Xeno-Antiseren er-

kannt werden, und beschränkt sind auf einen bestimmten Zelltyp. Sie 

stellen Produkte selektiver Genwirkung dar, die an festliegender Stelle 

der Differenzierung auftreten bzw. verschwinden. 

2 Die Komplexität des Knochenmarks 

Mit den verschiedenen Reifungsstufen ist die Vielfalt der Lymphozyten 

noch nicht erschöpft. Nach ihrer Reifung lassen sich sowohl bei T- als 

auch bei B-Lymphozyten Subpopulationen verschiedener Funktion unter-

scheiden (1). Über das Blut siedeln sie in die peripheren lympha-

tischen Organe aus und gelangen durch Rezirkulation zum Teil auch in 

das Knochenmark (12,13). Schließlich ist es die besondere Eigenschaft 

reifer Lymphozyten, nach Antigenkontakt noch weitere Teilungen und Ver-

änderungen im Zuge einer Immunantwort erfahren zu können. So ergibt sich 

insgesamt eine Fülle von Lymphozytenformen und -reifungsstufen, die zum 



großen Teil im Knochenmark anzutreffen sind. 

Doch nur 1/3 bis 1/4 der Knochenmarkszellen sind lymphoiden Charakters. 
Zur Vielfalt der Lymphozyten kommt die Vielfalt der anderen Blutzellen: 
Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten und Makrophagen, sowie Thrombo-
zyten werden fortlaufend im Knochenmark, und fast ausschließlich dort, 
gebildet. 

Zellen verschiedener Funktion und unterschiedlicher Reifungsstufe lie-
gen also nebeneinander vor, was das Knochenmark zu einem äußerst kom-
plexen Organ macht. Die Abb. 1 versucht diese Komplexität und die zen-
trale Rolle des Knochenmarks in der Lymphopoese darzustellen. 

Hämopoetische 
Stammzelle 

Vorläufer-
-zelle Knochenmark 

Erythropoese m 
— — • * Ö - r - * Erythrozyt Myelopoese | 

Monozytopoese y* / | * © Granulozyt 

O T h r < ^ b ö p ö e s e ^ ^ ~ ^ Monozyt6 

( • / • T ^ » Thrombozyt 

Thymus_ 

"Bursaäquivalent" ^ M 

Lymphopoese 
Milz 

B-Lymphozyt 

T-Lymphozyt 

Abb.1 Schematische Darstellung der Hämopoese zusammengestellt nach (1,2) 



Bei der Untersuchung komplexer Zellgemische, insbesonders von Lympho-

zyten, haben sich Zelltrennmethoden als äußerst nützlich erwiesen 

(14-16). Denn die meisten Messungen von Funktionen und Eigenschaften an 

Zellen sind ein Durchschnitt der gesamten untersuchten Zellprobe. Die 

Zuordnung zu einer bestirnten Zellart ist in dem Maße möglich, wie es 

gelingt, das vorliegende Gemisch aufzutrennen. Bei der ungeheueren 

Vielzahl von verschiedenen Zelltypen im Knochenmark ist eine Aufglie-

derung besonders nötigy aber auch vielversprechend. Die Vorteile von 

Trennungen speziell nach physiaklischen Parametern wie Dichte, Volumen 

oder Oberflächenladungsdichte sind, 

daß die Nebenwirkungen auf die Zellen meist gering und abschätzbar sind, 

daß die Gesamtheit der Zellen erfaßt wird und kein selektiver Verlust 

eintritt, 

daß sie differentiell arbeiten, was besonders wichtig ist, weil die mei-

sten Unterschiede zwischen Zellen auch wirklich mehr quantitativer als 

qualitativer Art sind 

und, daß sie analytisch arbeiten, d. h. gleichzeitig mit der Trennung 

eine Meßzahl liefern, die zur Beschreibung der Zelle herangezogen wer-

den kann und die auch geringe Unterschiede zwischen verschiedenen Zel-

len anzeigt. 

3 Lymphozyten unbekannter Natur 

In den bisherigen Untersuchungen an getrenntem Knochenmark wurde be-

sonders auf bestimmte Funktionen, wie Antigenerkennung durch reife T-

oder B-Zellen (17,18) oder Milzkolonienbildung durch Stammzellen (19-21) 

geachtet und ihre Verteilung in der Separation verfolgt. Der Teil der 

lymphoiden Knochenmarkselemente, der durch solche funktionellen Teste er-

faßt werden kann, ist jedoch gering. Neben all den erwähnten Zelltypen 



und Differenzierungsstufen - die auch nur teilweise charakterisiert 

sind - ist die weitaus größte Menge der Knochenmarkslymphozyten ihrer 

Funktion nach unbekannt: Stammzellen und Vorläuferzellen machen höch-

stens H muriner Knochenmarkszellen aus (2,22-24), reife T- und B-

Lymphozyten aus der Rezirkulation finden sich in geringer Zahl, ent-

sprechend einer nur geringen Imnunreaktionsfähigkeit des Knochenmarks 

(25-31), und auch der Anteil der B-Zellvorstufen ist beschränkt (10,18). 

Mehr als S0% muriner und menschlicher Knochenmarkslymphozyten sind 

"Nullzellen", die weder T- noch B-Zell-spezifische Oberflächenantigene 

besitzen (10-13). Sicher ist, daß sie im Knochenmark selbst fortlau-

fend und rasch gebildet werden (12,32) und ijnmuninkompetent sind (33). 

Über ihre Rolle und ihre Zugehörigkeit zur T- oder B-Zellreihe herrscht 

noch große Unklarheit. 

Es ist daher eine sinnvolle Möglichkeit, bei der Anwendung physikalischer 

Trennmethoden nicht Funktionen, sondern die ZellZusammensetzung der 

einzelnen Fraktionen zu untersuchen. Für eine dabei charakterisierte 

und angereicherte Zellpopulation gelingt es dann vielleicht auch, die 

Funktion zu finden. 

Ein großes Interesse am Knochenmark ergibt sich also zum einen aus seiner 

wichtigen Rolle bei gerade der frühen Differenzierung des Immunapparates 

und zum anderen aus der unklaren Einordnung eines Großteiles der Lympho-

zyten. Erschwert wird die Untersuchung dieser Lymphozyten durch die Kom-

plexität des Knochenmarks und die Unkenntnis ihrer Funktion. 

4 Die Ratte als Versuchstier 

Bevorzugtes Objekt immunologischer Forschung war lange Zeit die Maus, 

doch liefert die Ratte bedeutend mehr Ausgangsmaterial an Zellen für 



ein präparatives Arbeiten, ist sie für operative Eingriffe zugäng-

licher und erleichtert mengenmäßig die Herstellung von Alloantiseren. 

Die Ergebnisse bei der Ratte fügen sich meist gut in das ausführlicher 

untersuchte Maus-System ein. 

Von besonderem Interesse erwiesen sich gerade die Knochenmarkslympho-

zyten der Ratte, als Zeiller und Dolan (34). nach elektrophoretischer 

Anreicherung auf ihnen thymusspezifisches Antigen nachweisen konnten. 

Dieser für die Ratte eigene Befund wurde bestätigt und das gut be-

schriebene Thy-1 Antigen identifiziert (35). 

5 Ziel der Arbeit 

In der vorliegenden Arbeit sollte versucht werden, Knochenmarkslympho-

zyten der Ratte zu isolieren und zu charakterisieren. Das Augenmerk war 

auf die Erfassung des mengenmäßig überwiegenden Teiles der kleinen Mark-

lymphozyten gerichtet. 

Das Problem der Komplexität des Knochenmarks wurde angegangen durch die 

Anwendung einer zweidimensionalen Separation, bestehend aus aufein-

anderfolgender Zellsedimentation und Zellelektrophorese. Dadurch sollte 

versucht werden, die Heterogenität a) bezüglich der lymphoiden und nicht-

lymphoiden Zellen, und b) innerhalb der Lymphozyten aufzulösen. 

Eine Charakterisierung der isolierten Lymphozyten wurde wegen der zum 

Teil unbekannten Funktion durch physikalische Parameter und durch Dif-

ferenzierungsantigene angestrebt, insbesondere mit dem Ziel einer Zu-

ordnung zur B- oder T-Zellreihe. Der Besitz thymusspezifischer öber-

flächenantigene sollte dabei nicht nur qualitativ, sondern auch quan-

titativ bestimmt werden. 



Um die Thymusabhängigkeit dieser Antigene zu prüfen, wurde das Auf-

treten der entsprechenden Knochenmarkslymphozyten in thymektcmierten, 

letal bestrahlten und mit Stamnzellen rekonstituierten Ratten unter-

sucht. Dabei mußte die Herkunft vom Spender sichergestellt werden. 

Die Arbeit sollte Voraussetzungen schaffen, um an gereinigten und gut 

charakterisierten Zellpopulationen später Versuche über ihre Herkunft 

und Funktion zu ermöglichen. 



B MATERIAL UND METHODEN 

1 Untersuchimgsobjekt 

1.1 Versuchstiere 

Das Knochenmark für die Versuche stammte von 2 Monate alten isogenen 

Wistar-Ratten (Wi) , die von der GESELLSCHAFT FÜR STRAHLEN- UND UMWELT-

FORSCHUNG, Neuherberg bezogen wurden. Isogene Brown-Norway-Ratten (BN) 

für die Herstellung eines H-1 Alloantiserums und die Züchtung von 

BN/Wi F1-Hybriden wurden ursprünglich vom MPI FÜR IMMUNOLOGIE, Freiburg, 

zur Verfügung gestellt und später selbst weitergezüchtet. 

1.2 Zellpräparation 

Zur Präparation von Knochenmark wurden den mit Äther getöteten Tieren 

Tibiae und Femura entnommen und das Mark mit Zellkulturmedium Puck-G 

(DIFCO), supplementiert mit U deionisiertem BSA (ARMOUR PHARMACEUTICAL 

COMPANY) von pH 7,2 und 290 mosmol, herausgespült. Durch gelindes Auf-

und Abziehen in einer Plastikpipette wurde eine Einzelzellsuspension 

hergestellt und durch Gazefiltration von Knochensplittern und Gewebe-

resten befreit. Zelldebris und Aggregate wurden entfernt durch zwei-

maliges Waschen in Puck-G (100 x.g, 10 min) und Filtration durch wenig 

Watte in Pasteurpipetten. 

Wenn nötig, wurden Milz-, Lymphknoten- oder Thymuszellen präpariert 

durch Zerzupfen der Organe mittels Kanüle und Pinzette. Leber, Hirn 

oder größere Mengen von Milzen wurden in einem Mixer verarbeitet. 

Alle Präparationen wurden bei 4°C auf Eis durchgeführt, um bakterielles 

Wachstum und freiwerdende Enzyme zu hemmen und die Vitalität der Zellen 



zu erhalten. 

1.3 Rekonstitution thymektomierter und letal bestrahlter Ratten 

Die Thymusabhängigkeit einer Zellpopulation kann erkannt werden in 

einem Tier, in dem nach Thymusentfemung das lymphatische System aus 

Stammzellen wiederaufgebaut wird. Drei Punkte sind dabei von ent-

scheidender Bedeutung: 

1) Der Thymus muß restlos entfernt sein. Dies ist an erwachsenen Tieren 

sicherer möglich als an neugeborenen. Die Vollständigkeit der Thym-

ektomie wurde vor Verwendung der Zellen nochmals makroskopisch kontrol-

liert. Ein sicheres Zeichen ist der Ausschluß von reifen T-Zellen in 

den peripheren lymphatischen Organen der rekonstituierten Ratten. 

2) Die im Empfänger ursprünglich vorhandenen Lymphozyten müssen elimi-

niert sein. Dies wird gewöhnlich durch letale Bestrahlung erreicht 

(23,36-38). Es ist eine wichtige Kontrolle, für die untersuchten Lympho-

zyten die Herkunft vom Spender nachzuweisen. Chromosomenmarker können 

nur an sich teilenden Zellen und nach Verlust der Zellstruktur beob-

achtet werden. Deshalb wurde ein allogenes System angewandt, in dem Ab-

kömmlinge von Spenderzellen in vitalem Zustand durch ein rassenspezi-

fisches Antigenserum erkannt werden (39,23). Die Spender waren F1-Hybride, 

deren Zellen nicht gegen Elternzellen reagieren; die Empfänger waren 

von einem Elterntyp und durch die Bestrahlung tolerant. 

3) Die Stammzellen sollten frei von reifen Lymphozyten und Vorstufen 

sein. Da dies bei dem oft verwendeten "T-Zell-verarmten Knochenmark" 

nicht der Fall ist (39) wurde fetale Leber als Quelle für Stammzel-

len genommen. Die Feten hatten ein Alter, in dem im Thymus noch keine 

große Zellvermehrung und Lymphozytenausschüttung stattgefunden hat (40). 



1.3.1 Thymektomie 

6 Wochen alte spf Wistar-Ratten wurden über einen Evaporator (Connel 

201, PITMAN-MOORE) mittels Methoxyfluoran (Penthrane , ABBOTT) narkoti-

siert, bei freigelegter Trachea unter Sichtkontrolle mit einem dünnen 

Siliconschlauch intubiert und künstlich beatmet (Beatmungsgerät nach 

Schuler, BRAUN-MELSUNGEN). Der Thorax wurde parasternal eröffnet und 

der Thymus stumpf herauspräpariert, ohne dessen Bindegewebskapsel zu 

verletzen. Anschließend wurde der Thorax wieder dicht zugenäht (Mer-

silene Nr. 3, ETHICON), Restluft durch Druck gegen die Beatmung ausge-

trieben und der Hautschnitt geklammert (BN 507, AESCULAP). 

1.3.2 Letale Bestrahlung 

Nach 2-3 Wochen erhielten die thymektomierten Tiere eine Ganzkörperbe-

strahlung mit 950 rad in einer 137Cs-Doppelbestrahlungsanlage (HWD 2000, 

GESELLSCHAFT FÜR STRAHLEN UND UMWELTFORSCHUNG, Neuherberg) mit besonders 

homogenem Strahlenfeld und einer Ionendosisleistung von 125 R/min. Die 

Energiedosis von 950 rad wurde in Vorversuchen als sicher letal für bis 

zu 300 Gramm schwere Ratten bestimmt, in Übereinstimmung mit der Litera-

tur (23,37,41). Zwei Tage vor bis 20 Tage nach der Bestrahlung wurden 

die Tiere durch Gabe eines Breitbandantibiotikum (Terramycin, PFIZER) 

2 mg/kg x Tag im Trinkwasser geschützt. 

1.3.3 Rekonstitution 

4 bis 5 Stunden nach der Bestrahlung erhielten die Tiere fetale Leber-

zellen als Quelle für Staumzellen. Die dazu benötigten Feten staunten 

aus Kreuzungen von Wistar-Weibchen mit BN-Männchen und wurden am 14.-15. 



Tag der Gestation entnommen. Entnahme und Präparation erfolgten unter 

sterilen Bedingungen auf Eis. Nach Ablösung von Uterus und Eihäuten 

wurde die Leber der ca. 12 mm großen Feten präpariert und die Zellen in 

U BSA/Puck-G durch leichtes Pipettieren suspendiert. 

Nach Waschen mit Puck-G (100 x g, 10 min) und Wattefiltration in Pa-

steurpipetten wurde die Konzentration an vitalen Zellen bestimmt. 

20-30 x 106 fetale Leberzellen in einem Volumen von 0,1-0,5 ml wurden 

jedem bestrahlten Tier unter Äthernarkose nach Venaesektio in die Jugu-

larvene injiziert. Letztere Methode erlaubt eine gegenüber intrakardi-

aler Injektion ungefährliche und gegnüber Schwanzveneninjektion sichere 

und quantitative Applikation der Zellen. Die 30-Tage Oberlebensrate nach 

Rekonstitution betrug nur 60$, was auf die hohe Infektionsanfälligkeit 

und die nicht spf-mäßige Haltung des bestrahlten Tiere zurückzuführen 

ist. 

2 Zelltrennmethoden 

Volumen und Oberflächenladungsdichte sind genetisch fixierte Eigen-

schaften einer Zelle, die sie von Zellen anderer Art oder Enwicklungs-

stufe unterscheidet. Entsprechend wurde 1-g Sedimentation ebenso wie 

Zellelektrophorese erfolgreich in der Untersuchung von Blutzellen ein-

gesetzt (14-16, 42-54). Während die Zellsedimentation gerade bei sehr 

heterogenen Zellzyklusphasen (46,47) einsetzbar ist, ermöglicht es die 

Zellelektrophorese T- und B-Lymphozyten voneinander zu trennen (16,48-51), 

aber auch, verschiedene Differenzierungsstufen innerhalb einer Zell-

reihe zu unterscheiden (52-54). 

2.1 1-g Sedimentation 

In einer Flüssigkeit der Dichte p'und der Viskosität r\ sedimentieren 



Partikel vom Radius r und der Dichte § infolge der Erdbeschleunigung g 

mit konstanter Geschwindigkeit: 7 
s - 2 ( p V ) g 

9 n 

Nach einer Methode von Peterson et al. (44) und Miller et al. (55,56) 

lassen sich demgemäß Zellgemische, die als Suspension in dünner Schicht 

auf eine physiologische Lösung aufgetragen werden, innerhalb von einigen 

Stunden in verschiedenen Populationen auftrennen. Wenn die Dichte des 

Mediums weit unter der der Zellen liegt, erfolgt die Trennung im wesent-

liehen entsprechend A r , und Dichteunterschiede der Zellen spielen nur 

eine geringe Rolle. Ein flacher Gradient im Sedimentationsmedium stabi-

lisiert dieses gegen Konvektion und Erschütterung. Eine stärkere Anfangs-

steigung (buffered step) wirkt dabei einem Einbrechen der aufgetragenen 

Zellbande (Streaming) entgegen. Die Zellkonzentration ist dennoch auf 

1 x 107 Zellen/ml limitiert (55). 

In eigenen, vorangegangenen Arbeiten (57,58) war die Methode der 1-g 

Sedimentation in Hinblick auf Trennleistung und Auflösungsvermögen un-

tersucht worden. Dabei zeigt sich unter anderem, daß die mit Latex-

Partikeln ermittelte apparativ bedingte Dispersion deutlich unter der 

bei Zellen beobachteten biologischen Streuung liegt. Der kleinste Unter-

schied im Partikeldurchmesser, der zur vollständigen Trennung notwendig 

ist, beträgt 0,68 - 0,01 pn. Dies erfordert allerdings einen Sedimen-

tationsweg von mindestens 30 mm, unabhängig von der Teilchengröße. 

2.1.1 Trennapparatur 

Nach Miller (55,56) besteht die Trennapparatur aus einem zylindrischem 

Gefäß mit konisch zulaufendem Boden, durch dessen Öffnung die Zellsus-

pension und das Trennmedium eingefüllt werden und später fraktioniert 



wird. In den eigenen Vorstudien (57,58) wurden Modifikationen der ur-

sprünglichen Methode erarbeitet: Durch ein Schichten der Zellsuspension 

auf den vorhandenen Gradienten wird eine scharfe Anfangsbande erreicht 

und Trennung und Mediumeinfüllung voneinander unabhängig. Durch multiple 

Auslaßöffnungen im Boden kann das Sedimentationsgefäß vergrößert und 

der Zelldurchsatz dadurch erhöht werden; bei nur einer Öffnung ist näm-

lich der Gefäßquerschnitt durch Strudelbildung beim Ein- und Ablassen 
2 des Mediums auf ca. 300 cm limitiert. 

Es wurden zwei verschiedene Trennapparaturen eingesetzt. Der Versuchs-

aufbau mit Trennkamner A ist in Abb. 2 schematisch dargestellt. 

Gr 

Abb.2 Versuchsaufbau der 1-g Sedimentation mit Trennkammer A 

Sie besteht aus einem Glaszylinder von 150 mm Höhe und 186 mm Innendurch-

BSA/ Puck G Füllen Fraktionieren 



messer, der auf einem teflonbeschichteten, konisch zulaufenden (30°) 

Metallboden steht. Ein Metallknopf über der zentralen Öffnung soll die 

Turbulenzen beim Füllen und Entleeren verringern (56). Das Auftragen 

der Zellsuspension erfolgt mittels einer peristaltischen Vielfach-

schlauchpumpe (DESAGA) über 26 gleichmäßig in der Deckelplatte verteilte 

Kanülen. Die Enden der Einfüllkanülen sind nach oben gebogen, um ein 

Einströmen der Zellen in das Sedimentationsmedium beim Auftragen der 

Suspension zu verhindern. Die Höhe der Deckplatte ist je nach Trennzeit 

und Partikelgröße verstellbar und wurde auf ein Fassungsvermögen des 

Sedimentationsgefäßes von 2,2 1 eingestellt. Die Kammer A war gerade für 

die Trennung des Knochenmarks von einem Tier ausreichend. Vier derartige 

Trennapparaturen standen zum parallelen Betrieb zur Verfügung. 

Für Arbeiten mit hohem Materialbedarf wurde eine Trennkammer B ent-

wickelt. Sie hat einen quadratischen Querschnitt mit 400 iim Seitenlänge 

und einer Höhe von 110 mm. In der beschichteten Aluminium-Bodenplatte 

sind 64 pyramidenförmige Einsenkungen von 15mm Tiefe, über deren zen-

trale Öffnung je eine Glaskugel von 14 mm Durchmesser liegt. Angeschlos-

sen sind Schläuche, die über eine peristaltische Vielfachschlauchpumpe 

Ab- und Zulauf emöglichen. Das Auftragen der Zellprobe erfolgt über 

64 Kanülen in der verstellbaren Deckplatte. Das Fassungsvermögen dieser 

Trennkammer war auf 9,2 1 eingestellt. 

2.1.2 Trennbedingungen 

Die Trennungen wurden bei 4°C durchgeführt, um Theimokonvektion, bakte-

rielles Wachstum, Volumenänderungen der Zellen durch Teilung oder Wachs-

tum und Vitalitätsverlust zu vermeiden. 

Als Sedimentationsmedium diente ein Gemisch aus Kultuimedium Puck-G und 



1,4* BSA in Puck-G. Beide Lösungen wurden auf pH 7,1 und eine Osmo-

larität von 290 mosmol, isoton zu Rattenserum, eingestellt und durch 

Membranfilter (SARTORIUS) der Porenweite 0,2 }m filtriert. Ein elektron-

isches Gradientenmischgerät (Ultrograd 11300, LKB) mischte entsprechend 

einer vorgelegten Schablone aus den beiden Stammlösungen einen Gra-

dienten mit rascher Anfangssteigung (buffered Step) von 0,3-0,4* und 

anschließendem linearen Anstieg bis 1,2* BSA. Mittels einer pulsfreien 

Schlauchpumpe (ISMATEC) wurde das Gemisch durch eine Mischkamner von 

100 ml (bzw. 250 ml bei Trennkaimter B) in das Sedimentationsgefäß ge-

pumpt. Die Füllraten betrugen 45 ml/min (bzw. 90 ml/min). 

2.1.3 Probenapplikation und Fraktionierung 

Die nach 1.2 präparierten Zellen wurden auf eine Konzentration von 

5 x 106 Zellen/ml eingestellt und 80 ml innerhalb von 15 min auf den 

Gradienten aufgetragen, (bzw. 500 ml in 30 min bei Sedimentationsge-

fäß B), entsprechend einer Bandendichte von 3 mm. Nach 7 Stunden Sedi-

mentationszeit, nach der die optimale Auflösung erreicht war (58) und 

im Falle von Knochenmark deutlich zwei Banden zu erkennen waren, wurde 

fraktioniert. Die Fraktionierungszeit betrug 15 min, (bzw. 30 min). Es 

wurden nach einem Vorlauf 50 ml-(bzw. 200 ml^ Fraktionen gesanmelt. Aus 

der Geometrie der Sedimentationsgefäße, der Sedimentationszeit und der 

Auftrags- und Fraktionierungsdauer läßt sich für jede Fraktion eine 

entsprechende Sedimentationsgeschwindigkeit der Partikel in mm/h er-

rechnen . 

2.2 Zellelektrophorese 

Nach einer Methode von Hannig (59-61) können Zellen entsprechend ihrer 

unterschiedlichen Oberflächenladungsdichte getrennt werden. In einen 



vertikal zwischen zwei Glasplatten laminar fließenden Pufferfilm wird 

an bestimmter Stelle kontinuierlich die Zellsuspension zugeführt. Durch 

ein horizontal angelegtes elektrisches Feld werden die Zellen wegen ihrer 

negativen Oberschußladung aus der Fließrichtung mehr oder weniger stark 

zur Anode hin abgelenkt und können in verschiedenen Fraktionsgefäßen ge-

sammelt werden. In Abb.3 ist die präparative trägerfreie Ablenkungs-

Elektrophorese schematisch dargestellt. 

Kammerpuffer ̂  

Die elektrophoretische Beweglichkeit (EB) der Zellen hängt wesentlich 
von dem Besatz ihrer Oberfläche mit Sialylsäureresten ab (62). Außer-
dem wird sie von einer Vielzahl methodischer Faktoren beeinflußt (63), 

Abb.3 Versuchsaufbau der Zellelektrophorese 



insbesonders von der Wahl des Trennmediums. Die Bedinungen können so 

gewählt werden, daß die Auftrennung unabhängig van Volumen der Zellen 

nach ihrem Zetapotenial (Ladungsdichte) erfolgt (64). 

2.2.1 Trennapparatur 

Für die Trennungen wurde ein Elektrophoresegerät vom Typ Elpho VAP FF5 

(BENDER UND HOBEIN) verwendet. Um apparativ bedingte Schiefen der Histo-

gramme zu vermeiden und um optimale Auflösung zu erreichen, wurde das 

Zetapotential der Glaswände in der Trennkammer durch Beschichtung mit 

Polylysin dem der Zellen angeglichen (65). 

2.2.2 Trennbedingungen 

Die Trennungen wurden unter folgenden Standardbedingungen durchgeführt: 
Kanmerpuffer: 

Elektrodenpuffer: 

4-5°C 
Pufferflußrate: 
Temperatur: 

elektr. Feldstärke: 80-90 mV/cm 
Stromstärke: 250 mA 

0,015 mol/1 Triäthanolamin 
0,01 mol/1 Glukose 
0,24 mol/1 Glyzin 
0,004 mol/1 Kaliunazetat 
pH 7,2 eingestellt mit Eisessig 
Osmolarität 290 mosmol 

-4 -1 -1 Leitfähigkeit 9 x 10 fi cm 
0,75 mol/1 Triäthanolamin 

0,04 mol/1 Kaliumazetat 

pH 7,2 eingestellt mit Eisessig 

550 ml/h 



Testläufe mit Glutardialdehyd-fixierten Rattenerythrozyten vor und nach 

jeder Trennung ermöglichten die Abschätzung der apparativ bedingten Ver-

teilungsschiefen und der Konstanz der Trennbedingungen. Sie erlaubten 

ferner die Standardisierung der Trennungen. Da die EB so sehr von den 

Versuchsbedingungen abhängig ist, ist es nämlich wenig sinnvoll Absolut-

werte der Oberflächenladungsdichte anzugeben. Mit der Messung der Ver-

teilung von fixierten Erythrozyten mit und ohne elektrischem Feld er-

gibt sich aber ein relativer Maßstab, der die verschiedenen Trennungen 

vergleichbar macht (63). 

2.2.3 Probenapplikation und Fraktionierung 

Zur Trennung wurden die nach 1.2 präparierten Zellen, bzw. nach 1-g 

Sedimentation vereinigte Fraktionen, über zwei Waschschritte (100 x g, 

10 min) in Trennkammerpuffer übergeführt, dem Ca2+ und NJg2+ Ionen 

(0,3 irmol/1) zugesetzt waren (63). Die Zellsuspension wurde auf eine 

Konzentration von 5-6 x 107 Zellen/ml eingestellt und mit einer Dosier-

rate von 5 ml/h in die Trennkammer eingespritzt. 

Um Zellschädigung durch die niedrige Ionenstärke des Trennmediums gering 

zu halten, wurde in den Fraktionsgefäßen je 1 ml BSA/Puck-G vorgelegt 

und die Zellen spätestens nach 1 Stunde in BSA/Puck-G überführt. 

2.3 Die Kombination von Zellsedimentation und Zellelektrophorese 

In der vorliegenden Arbeit wurde durch die Kombination der beiden Metho-

den eine zweidimensionale Trennung erreicht. 

Eigene vorangegangene Versuche (57) hatten die Möglichkeit und die Aus-
beute einer solchen subsequenten Trennung untersucht. Dabei hatte sich 
gezeigt, daß Oberflächenladungsdichte und Volumen zwei voneinander un-



abhängig verteilte Eigenschaften von Zellen sind. Jede von ihnen wird 

durch die vorangegangene Trennung nur geringfügig, wenn überhaupt, ver-

ändert. Die Vitalität in den untersuchten Fraktionen lag auch bei auf-

einanderfolgender Trennung iirnner über 90*. Der Zellverlust betrug für 

jede Methode ca. 30* und schien nicht-selektiv zu sein. 

Es wurde die Reihenfolge Sedimentation-Elektrophorese gewählt, weil 

durch die vorangegangene Anreicherung von Zellklassen die Trenndauer 

der Elektrophorese abgekürzt werden kann, was sich günstig auf die Vi-

talität der Zellen auswirkt. 

3 Zellzahl, -Vitalität, -morpholoflie und -volunen 

3.1 Zellzahl 

Zellkonzentrationen wurden mittels eines elektronischen Partikelzähl-

gerätes (Coulter Counter Typ DN) in PBS bestimmt. Die Signalschwelle 

konnte so gewählt werden, daß nur kernhaltige Zellen und nicht auch Ery-

throzyten erfaßt wurden. 

3.2 Zellvitalität 

Membrangeschädigte Zellen nehmen den Farbstoff Trypanblau auf und lassen 

sich bei 400facher Vergrößerung im Phasenkontrast gut von vitalen Zellen 

unterscheiden. 

Im Test wurden 5 jjl der Zellprobe mit 5 pl einer 1tigen physiologischen 

Trypanblaulösung gemischt und unter dem Mikroskop der Prozentsatz an 

blaugefärbten Zellen ausgezählt. 



3.3 Zellmorphologie 

Lymphozyten können von nichtlymphoiden Zellen lichtmikroskopisch 

unterschieden werden. Die Differenzierung wurde an Giemsa gefärbten 

Zellausstrichen durchgeführt. Zur deutlicheren Identifizierung von 

Erythroblasten wurden die Zellen zuvor mit der Benzidinreaktion auf 

Hämoglobin gefärbt. Dazu wurden die Ausstriche nach 20 min Einwirken 

von 2% Benzidin in Methanol für 1 min mit frischer Higer Wasserstoff-

peroxydlösung überschichtet und anschließend gründlich mit Wasser ge-

waschen. Hämoglobinhaitige Zellen zeigen dann eine grüne Farbe. 

3.4 Elektronische Zellvolumenmessung 

Die Widerstandsänderung, die ein durch eine Kapillare tretendes Partikel 

in einem elektrischen Feld hervornaft, ist direkt proportional zu seinem 

Volumen. Durch einen Pulshöhenanalysator, gekoppelt an ein Coulter-Gerät, 

lassen sich von einer Zellsuspension Impulse verschiedener Amplitude 

messen, die elektronisch in getrennten Kanälen gespeichert werden können. 

Ober eine Eichung mit Partikeln bekannter Größe kann man jedem Kanal 

ein bestimmtes Volunen zuordnen. 

3.4.1 Messung 

Die Messungen fanden nach der hydrodynamischen Fokussierungsmethode (66) 

in einem "Metricell" Volumenanalysator (67) bei Raumtemperatur statt. 

Gemessen mirde mit einer Meßöffnung von 70 pi Durchmesser und einem 

Strom von 1,2 mA. Die Zellen befanden sich während der Messung in iso-

tonem Kulturmedium Puck-G von pH 7,2. 

An den Detektor (MS KV 1-1105/1, AEG-TELEFUNKEN) war ein 256-Vielkanal-

analysator (MS VAS 1105, AEG-TELEFUNKEN) und ein XY-Schreiber (HEWLETT) 



angeschlossen. Zur Bestimnung der absoluten Zellvolumina wurde das 

System mit Polystyren-Partikel von 5 und 7,9 ym Durchmesser geeicht 

(PARTICLE TECHNOLOGY INC.). 

3.4.2 Auswertung der Histogranme 

Die im Analysator erhaltenen Volumenhistograirane stellen die Sumne 

der in der Probe enthaltenen Zellpopulationen definierten Volumens dar. 

Durch den Vergleich der Volumenverteilungen in den verschiedenen Frak-

tionen der Zelltrennung ergibt sich die unveränderte Position dieser 

einzelnen Populationen bei verändertem Anteil an der Gesamtzellzahl. 

Die Auswertung erfolgte mit einem Rechner (982QA HEWLETT-PACKARD CO.), 

verbunden mit einem Schreiber und einem Computer (4004-150, SIEMENS 

CORP.). Die experimentellen Histogramme wurden auf gleiche Fläche oder 

gleiche Peakhöhe gebracht und ihnen Normalverteilungen angenähert, durch 

eine Methode von wiederholtem "Versuch und Irrtum*' (68). Die einzelnen 

Normalkurven, ihre Sunme und ihr Parameter wurden ausgedruckt und so 

lange verändert, bis errechnete und experimentelle Kurve weitgehend 

übereins timmten. 

3.4.3 Fehlerquellen 

Fehler bei der Volunenmessung können entstehen durch Koinzidenzen, 

Aggregate, tote Zellen und Veränderungen von pyhsiologischem Volumen 

und Membranleitfähigkeit der Zellen. 

Koinzidenzen, d.h. gleichzeitiger Durchtritt mehrerer Partikel durch 

die Meßöffnung, wurden durch eine niedere Durchflußrate von 500 -

1000 Zellen/sec klein gehalten (67). In Fraktionen mit hohem Anteil an 

Erythrozyten verursachen deren Aggregate die Verschiebung der Leukozyten-



Volumenverteilungen. Nach Bestimmung der Volumina von Zweier-, 

Dreier-, Vierer- und Fünfer-Aggregaten an inkubierten Blut-Erythro-

zyten und ihrer Auszählung in den gemessenen Fraktionen, konnten sie 

rechnerisch von der experimentellen Kurve abgezogen werden. Diese 

Korrektur erschien vorteilhafter als die chemische oder physikalische 

Eliminierung der roten Blutkörperchen. 

Der Anteil toter Zellen ist in den Separationen mit höchstens 10% rela-

tiv gering. Sie lassen eine leichte Rechtsschiefe der Volumenverteilungen 

erwarten, lln die Veränderung des physiologischen Volumens und der Mem-

branleitfähigkeit abzuschätzen, wurden in Vorversuchen ungetrennte 

Knochenmarks- und Lymphknotenzellen in den Separationsmedien entsprech-

ende Zeiten inkubiert. Die dabei beobachtete geringe Meßimpulsver-

ringerung um etwa 8% schien für alle Zellen gleichmäßig zu gelten, wie 

auch von anderen Autoren beschrieben (69). 

4 Biochemische und biologische Eigenschaften 

4.1 DNS-Stoffwechsel 

Die Teilungsaktivität von Zellen kann durch Messung des Einbaues von 

radioaktivmarkiertem Thymidin in deren DNS abgeschätzt werden. 

Die Zellen wurden in Kultuimedium RFMI 1640, welches 10* fetales 

Kälberserum enthielt, suspendiert. Zu 5 x 106 kernhaltigen Zellen in 

1 ml wurden 0,285 jjCi 14C-Thymidin (60 mCi/mMol, RADIOCHEMICAL CENTRE 

AMERSHAM) in 100^1 gegeben. Nach 2 Stunden Inkubation bei 37°C in 

einem C02~Inkubator (FORMA SCIENTIFIC) wurden die Proben mit eiskaltem 

SUgem TCA gefällt, filtriert (0,45 /jm Porengröße, SARTORIUS) und in 

einem Scintillationszähler (PACKARD) die eingebaute Radioaktivität bestimmt. 



4.2 Fc-Rezeptoren 

Einige Zellen können Imnunglobulin über dessen Fc-Teil binden, wenn es 

als Antigen-Antikörper-Komplex vorliegt (1). Verwendet man Erythrozyten 

als Antigen, so lassen sich Zellen mit Fc-Rezeptoren durch "Rosetten-

bildung" nachweisen. 

Ein Erythrozyten-Ambozeptor Komplex (EA) wurde aus Hanmelerythrozyten 

(SRBC, BEHRINGWERKE) und anti-SRBC Imnunglobulin aus Kaninchen (6 Wochen 

je 1 Injektion von 1 x 109 SRBC in 2 ml i.v., inakt., DEAE-Fraktionie-

rung) hergestellt (70). Hierzu wurde das anti-SRBC Imnunglobulin ent-

sprechend eines Hämagglutinationstestes subagglutinierend verdünnt 

(1:32) und 1 ml davon mit 1 ml frischen, gewaschenen SUgen (v/v) SRBC 

inkubiert. Nach 1 Stunde bei 37°C wurde der EA zweimal mit Puck-G ge-

waschen und auf eine Konzentration von 5* (v/v) gebracht. 

0,3 ml dieser EA-Präparation wurde mit 1 x 106 Zellen aus der Se-

paration in 0,2 ml Volumen vereinigt, zentrifugiert und das Sediment für 

30 min bei 4°C inkubiert. Nach vorsichtigem Resuspendieren in Puck-G Lö-

sung wurden die gebildeten Rosetten, d.h. Zellen mit mehr als 2 angela-

gerten Erythrozyten, im Phasenkontrastmikroskop ausgezählt. Als Kontrolle 

dienten Ansätze mit Erythrozyten, die statt mit Antiserum mit physiolo-

gischer Kochsalzlösung (PBS) behandelt worden waren. Im Gegensatz zu Hu-

manlymphozyten bilden Rattenlymphozyten mit SRBC spontan keine Rosetten. 

4.3 Intrazelluläres Imnunglobulin 

In unreifen B-Zellen läßt sich im Gegensatz zu reifen B-Zellen Imnun-

globulin im Cytoplasma nachweisen (71,72). Dazu muß die Zellmembran 

durch Fixierung für fluoreszenzmarkierte Antikörper durchlässig ge-

macht werden. 

Luftgetrocknete Zellausstriche verschiedener Fraktionen der 1-g Sedimen-



tation wurden 15 min mit einer SUgen Lösung von Eisessig in 96Ugem 

Äthanol fixiert. Anti-Ratten-Ig Antiserum wurde in Kaninchen durch wie-

derholte Injektion s.c. von 5 mg durch Sephadex G-150 Gelchromatographie 

gereinigtes Ratten-IgG gewonnen. Das Antiserum wurde ausgiebig mit Ery-

throzyten, Leberhomogenat und Thymozyten aus Ratten absorbiert. Es wurden 

F(ab1)2_Fragmente der IgG-Fraktion hergestellt (siehe 5.1.3) und mit 

FITC gekoppelt (siehe 5.1.4). 

Als Kontrolle für unspezifische Färbung des Cytoplasmas wurde rho-

damiranarkiertes Rinder-IgG (TRITC-BGG, NORD IC) zur Gegenfärbung zuge-

mischt. Ein Tropfen dieses Ansatzes (1mg/ml FITC-anti-Ig, 0,5 mg/ml 

TRITC-BGG) wurde auf den Zellausstrich gebracht, mit einem Deckgläschen 

bedeckt und 30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Waschen für 15 min 

mit Puck-G Lösung wurde das gekennzeichnete Feld des Objektträgers im 

Fluoreszenzmikroskop ausgewertet. 

4.4 Nachweis von Stairmzellen (CFU-S) 
Nach Injektion einer begrenzten Zellzahl von syngeneischem Knochenmark 

in letal bestrahlte Mäuse entwickeln sich in der Milz des Empfängers 

abgegrenzte Zellkolonien, die von je einer einzelnen pluripotenten 

Stamnzelle ihren Ursprung nehmen (73). Dieser für die Maus entwickelte 

Test ist auch auf die Ratte anwendbar (23,41), wenn auch mit geringerer 

Deutlichkeit. 

8 Wochen alte, männliche Wistar-Ratten wurden letal bestrahlt (siehe 

1.3.3). Es wurden ihnen zwischen 0,25 und 10 x 106 Zellen von ungetrenn-

tem bzw. getrenntem Wistar-Knochenmark in 0,5 ml i.v. (siehe 1.3.4) in-

jiziert. Gruppen von je 3 Tieren wurden mit gleicher Zellpräparation und 
-konzentration behandelt. 

Nach 12 Tagen wurden die Milzen entnomnen und sogleich auf Kolonien 

untersucht. Auch Milzgewicht, Thymusgewicht und rote und weiße Blutzell-



zahlen wurden ermittelt (23), doch nur die Milzkolonienzahl zeigte eine 

strenge Dosisabhängigkeit. Für diese Versuche fanden Zellpräparation und 

-trennungen unter sterilen Bedingungen statt. 

5 Oberflächenantigene 

5.1 Antiseren 

Werden einem Tier artfremde Zellen injiziert, so bildet es Antikörper ge-

gen die als fremd erkannten Oberflächenstrukturen. Verschiedene Zellen 

eines Organismus unterscheiden sich als Folge selektiver Genwirkung, ent-

sprechend verschiedener Funktion, Reifungs- und Aktivierungsgrades in sol-

chen Oberflächendeterminanten. Dies ergibt sich wohl daraus, daß zu einem 

großen Teil Zellfunktion, -kommunikation, -regulation und Organverteilung 

über die Plasmamembran vermittelt werden. Anderseits ist für keines der 

durch Antiseren beschriebenen Differenzierungsantigene, die aus Glyko-

und Lipoproteinkomp1exen bestehen, bisher eine Funktion bekannt. Mit ihrer 

Hilfe lassen sich aber morphologisch einheitliche Zellen wie Lymphozyten 

in funktionelle Untergruppen klassifizieren (1,74-76). 

Ein für eine bestimmte Zellart spezifisches Antiserum erhält man, 

wenn man aus dem durch Iitmunisierung gewonnenen Gemisch an Spezifitäten 

durch Inkubation mit geeigneten Zellen Antikörper unerwünschter Spezifi-

tät herausabsorbiert. 

Zur Charakterisierung von Rattenlymphozyten finden vorwiegend Xeno-

antiseren, d.h. in einer anderen Tierart induzierte Antikörper, Anwen-

dung (40). Alloantiseren, die durch Iimunisierung zwischen verschiedenen 

Rattenstänmen gewonnen werden, spielen dagegen nur eine geringe Rolle, 

im Gegensatz zur Maus, bei der eine Reihe von lymphozytenuntergruppen-

spezifischen Alloantigenen beschrieben ist (77). 



5.1.1 Xenoantiseren 

Es standen nach Zeiller und Pascher (78) bereitete Antiseren (IgG) zur 

Verfügung. Dabei werden für Immunisierung, Absorption und Spezifitäts-

testung elektrophoretisch getrennte Lymphozyten verwendet, wie Tabelle 1 

zeigt. 

MH" steht hier für hohe elektrophoretische Beweglichkeit (hohe EB) und 

entspricht in Milz und Lymphknoten (Lk) reifen T-Zellen. Der L-Bereich 

(niedere EB) enthält in den peripheren lymphatischen Organen die B-Zellen, 

im Thymus die kleinen, cortisonempfindlichen, kortikalen Thymozyten. 

Entsprechend der guten Trennbarkeit von T- und B-Lyrnphozyten in der 

Zellelektrophorese sind die damit hergestellten Antiseren sehr spezifisch. 

RBLA ist ein Ratten B-Zell-spezifisches Antigen, das auf reifen und 

unreifen B-Zellen gefunden wird. Ein vergleichbares Antiserum kann 

auch durch Immunisierung mit Ductus-Thoracicus-Lymphe (TDL) (79) oder 

Lymphozyten aus T-Zell-verarmten Ratten (80) und Absorption mit T-Zellen 

gewonnen werden. Das Antigen ist unabhängig von Oberflächenimmunglobulin, 

da Zusatz von Ratten-Ig keine Titersenkung des Antiserums zur Folge hat. 

RTLA und RHLA sind T-Zell-spezifische Antigene. RTLA wird auf peripheren 

T-Lymphozyten, aber auch auf den T-Reifungsstufen im Thymus gefunden. 

Eine vergleichbare Spezifität wurde von anderen Autoren (25,79-81) nach 

Immunisierung mit TDL und Absorption mit B-Zell-Präparationen, oder 

Immunisierung mit Thymus und Absorption mit Knochenmark erhalten. Die 

RHLA-Spezifitat verbleibt nach Absorption mit elektrophoretisch lang-

samen, kortikalen Thymozyten und ist gegen reife T-Zellen und eine 

elektrophoretisch schnelle Thymozytenpopulation gerichtet (78). Am 

ehesten entspricht diese Spezifität dem auf T-Zellen und medullären 

Thymozyten, allerdings erst nach Manipulationen nachweisbaren "rat masked 



SPEZIFITÄT DER MISEREN 

ANTISERUM REAGIERT MIT ZFLLEN AUS fous THYHJS 

THYMUS-H THYMUS-L HII_Z/LK-H MILZ/LK-L HIRN AKR C3H 

ANTI- THY-1 (+) + - - + + + 

ANTI- THY-1,1 (+) + - - + + -

ANTI- RJHY-1 (+) + - - ' + — 
— 

ANTI- RTHYA + + - - - - -

ANTI- RTLA + + + - - -
i 

ANTI- RHLA + - + - - - i 

ANTI- RBLA - - - + - -

HERSTELLUNG DER ANTISEREN 

ANTISERUM IHTWJISIERUNG MIT AP.SORPTION MIT 

ANTI- THY-1 THYMUS ERY, LEBER, HILZ/LK 

ANTI- THY-1.1 THYMUS ERY, LEBER, MILZ/U, C3H faus THYHJS 

ANTI- R^HY-I THYMUS ERY, LEBER, MILZ/LK, AKR MAUS THYMJS 

ANTI- RTHYA THYMUS ERY, LEBER, MILZ/U<, HIRN 

ANTI- RTLA MILZ/LK-H ERY, LEBER, MILZ/LK-L 

ANTI- RHLA MILZ/LX-H ERY, LEBER, MILZ/LK-L, THYMUS-L 

ANTI- RBLA MILZ/LK-L ERY, LEBER, MILZ/LK-H 

Tab. 1 Schema über Spezifität und Herstellung der verendeten Antiseren 

Thymus-H = Thymozyten hoher EB ® medulläre Thymozyten 
Thymus-L = M niederer EB ^ kortikale Thymozyten 
Milz/Lk-H= Milz+Lymphknotenzellen hoher EB ^ T-Zellen 
Milz/Lk-B= Milz+ " " M niederer EB s B-Zellen 



thymocyte antigen" (82). 

Thy-1 bezeichnet einen Antigenkomplex, der in Thymus und Hirn von Ratte 

und Maus angetroffen wird (83-91). Ursprünglich wurde er mit den allo-

genen Determinanten Thy-1.1 (6-AKR) und Thy-1.2 (6-C3H) bei der Maus 

beschrieben (83), wo er als T-Zell-Marker verwendet wird. Im Gegensatz 

zur Maus findet sich das Thy-1 Antigen bei der Ratte nicht auf reifen 

T-Lymphozyten (84-86). Außerdem wird bei der Ratte nur die eine der 

beiden Allo-Spezifitäten angetroffen, nämlich Thy-1.1, weswegen Xenoanti-

seren Verwendung finden. Dabei zeigen sich Kreuzreaktionen zwischen Ratte 

und Maus, also artunabhängige Determinanten, Thy-1. Es lassen sich aber 

auch rattenspezifische Thy-1 Spezifitäten nachweisen, RsThy-1. Diese 

artspezifischen, nicht-artspezifischen und rassenspezifischen Deter-

minanten sitzen auf ein und demselben Molekül (85-86). Das Thy-1 Antigen 

ist aus Thymozyten und Hirn isoliert und biochemisch charakterisiert 

worden (88-90). 

Neben diesem aus anti-Thymozyten Antiserum gewonnenen anti-Thy-1 mit 

den UnterSpezifitäten wurde besonders für die Ininunfluoreszenz ein 

anti-Hirn Antiserum gleicher Spezifität hergestellt. Dazu wurde 10 mal 

in wöchentlichem Abstand das Hirn einer Ratte nach Quirlen, Wattefil-

tration und Waschen (zweimal, 100 x g, 10 min. in Puck-G) in 2 Kanin-

chen (weibl., Weisse Wiener, ca. 3kg) i.p. injiziert. Eine Woche nach 

der letzten Immunisierung wurden die Kaninchen durch die Ohrvene per 

Vakuum entblutet, das Serum bei 56°C 30 min inaktiviert und die IgG-

Fraktion gewonnen (91). Die Präparation zeigt in Ininunelektrophorese 

und Disk-Gelektrophorese eine einzelne Bande von Ig. Das anti-Hirn 

Immunglobulin wurde 1/10 verdünnt (2 Stufen vor dem Titerabfall gegen 

Thymozyten), und mit 1/10 Volumen gepackter Rattenerythrozyten, 1/10 

Volumen Rattenleberhomogenat und 1/10 Volumen Rattenlymphknotenzellen 



absorbiert. 

RThyA ist ein weiteres thmozytenspezifisches Antigen. Wenn man anti-

Thymozyten Antiserum, das nach Lk-Absorption im wesentliche gegen Thy-1 

gerichtet ist, mit Hirn absorbiert, so bleibt eine Restaktivität gegen 

Thymozyten übrig; allerdings nur, wenn nicht mit verdünnten, sondern 

mit dem konzentrierten Serum gearbeitet wird (76). Dieses als RThyA be-

zeichnete Spezifität unterscheidet sich deutlich vom Thy-1 Komplex: 

1) Es gibt keine Kreuzreaktion mit Hirn 

2) Es gibt keine Kreuzreaktion mit Maus-Thymozyten, ist also art-

spezifisch. 

3) Elektrophoretisch schnelle und langsame Thymozyten zeigen gleiche 

Absorptionskapazität für anti-RThyA Antiseren, wogegen ihr Ge-

halt an Thy-1 Antigen verschieden ist (78,92). 

In eigenen unveröffentlichten Arbeiten konnte ferner ihre mole-

kulare Unabhängigkeit gezeigt werden: 

4) Mit anti-Thy-1 Antikörpern beladene Zellen (Thymus, Knochen-

mark) haben die gleiche Absorptionskapazität für anti RThyA 

wie unbehandelte Zellen. Umgekehrt binden anti-RThyA Antikörper 

beladene Zellen ebensoviel anti-Thy-1 Antiserum wie nicht-inku-

bierte (negativer "blocking test" nach Boyse (93)). 

5) Thy-1 Antigen und RThyA zeigen nach Reaktion mit den betreffenden 

fluoreszenzmarkierten Antikörpern unabhängige Verteilungsmuster 

auf der Zelloberfläche (negatives "co-capping" Phänomen (85,94)). 

5.1.2 Alloantiseren 

Für den Nachweis von Spenderzellen in den rekonstituierten Ratten mußte 

ein rassenspezifisches Antiserum hergestellt werden. Hierzu wurden weib-

liche Wistar-Ratten (H-1w) in wöchentlichem Abstand 10-20 mal mit Milz-



Zeilen aus BN-Ratten (H-1n) immunisiert. Die Milzen wurden gequirlt, 

durch Gaze filtriert und zweimal in Puck-G gewaschen (100 x g, 10 min). 

Die Zellsuspension wurde mit gleichem Volumen an kompletten Freundschen 

Adjuvans (DIFCO) gemischt und durch 50 maliges Aufziehen in zwei Plastik-

spritzen, die durch einen dünnen Schlauch verbunden wurden, luftblasen-

frei eine Emulsion hergestellt. Jedem Tier wurde eine Menge s. c. in-
... 7 
jiziert, die etwa 2 x 10 Zellen entsprach. Den immunisierten Tieren 

wurde via V. jugularis (siehe 1.3.3) Probeblut entnommen und der cyto-

toxische Titer gegen Wi/BN Lk-Zellen bestimmt. War das Serum noch in 

einer Verdünnung von 1/128 aktiv, wurde das Tier entblutet. Um eine 

hohe Serumausbeute zu erreichen und um Hämolyse gering zu halten wurde 

in Äthernarkose die Aorta abdominalis freigelegt, mit einem dünnen 

Teflonschlauch punktiert und das Blut in einem Zentrifugenglas aufge-

fangen. 6-7 ml Serum konnten so pro Tier gewonnen werden. IgG wurde über 

eine Sephadex G-150 Säule daraus isoliert. Mit Immunelektrophorese und 

Disk-Gelelektrophorese wurde die Reinheit der Präparationen überprüft. 

Ein solches Antiserum ist im wesentlichen gegen die Antigene des Haupt-

Histokompatibilitäts-Komplex (H-1) gerichtet (95). 

5.1.3 Präparation von FCab'^ 

Zellaggregation und unspezifische Bindung über den Fe-Teil der 

Immunglobuline lassen sich vermeiden, wenn man in die Antigen-Anti-

körperreaktionen Ig-Fragmente einsetzt. Dazu wurde aus den für Intnun-

fluoreszenz verwendeten Antiseren F(ab')2 Präparationen hergestellt 

(96). Die IgG-Präparationen wurden auf eine Proteinkonzentration von 

10 mg/ml in 0,1 M Natriumazetat Puffer eingestellt und durch Zugabe 

von 2% Pepsin (BOEHRINGER) bei pH 4,3 verdaut (8 h, 37°C). Die F(ab*)2-

Fragmente wurden durch Gelfiltration über eine Sephadex G-150 Säule 



gewonnen. 

5.1.4 FITC- und TRITC-Kopplung 

Für qualitative und quantitative Ininunfluoreszenz wurden die F(ab,)2-

Präparationen der verwendeten Antiseren mit Fluoreszein-Isothiocyanat 

(FITC), ein anti-Thy-1 -Antiserum auch mit Tetramethyl-Rhodamin-Isothio-

cyanat (TRITC) gekoppelt (97). Je 10 mg Protein wurden mit 200 \ig FITC 

(Isomer 1, NORDIC), bzw. TRITC (Isomer R, NORD IC) in 0,15 M Na2HP04 
Puffer von pH 9,5 für 1 Stunde bei 25°C inkubiert. Überschüssiger 

Farbstoff wurde über Sephadex G-25 entfernt. Es ergab sich ein Ver-

hältnis von 3-4 Farbstoffmolekülen pro Antikörpeimolekül (F/P Quotient). 

5.3 Qualitativer Nachweis von antigentragenden Zellen 

Die Reaktion der Antiseren mit den komplementären Oberf 1 ächenantigenen 

kann auf verschiedene Weise sichtbar gemacht werden. So führt sie in Ge-

genwart von Komplement zur Zerstörung der Zellmembran, was sich in einer 

Durchlässigkeit für den Farbstoff Trypanblau ausdrückt. Die an die Zelle 

gebundenen Antikörper können aber auch unter UV-Licht im Mikroskop nach-

gewiesen werden, wenn sie mit einem Fluoreszenzfarbstoff markiert sind. 

5.3.1 Direkte Immunfluoreszenz 

Bei der direkten Inmmfluoreszenz die hier angewandt wurde, ist der Farb-

stoff chemisch an den Antikörper gekoppelt. Diese Methode liefert zwar 

geringere Fluoreszenzintensitäten, besitzt aber höhere Spezifität als die 

indirekte "Sandwich'-Methode, bei der die an die Zelle gebundenen Anti-

körper durch Reaktion mit einem zweiten, fluoreszenzmarkierten Anti-



serum nachgewiesen werden, das gegen den ersten Antikörper gerichtet 
ist. 

Die Spezifität der FITC- bzw. TRITC-markierten Antiseren (F(abf)2-

Präparationen) wurde mit elektrophoretisch getrennten Zellen überprüft 

und der noch gut auswertbare Grenztiter bestimmt. 0,25 x 10^ kernhaltige 

Zellen wurden mit 20 jul der jeweiligen Antikörperverdünnung in 0,5 ml-

Eppendorf-Reaktionsgefäßen inkubiert (30 min, 4°C), zweimal mit 400 pl 

Puck-G gewaschen (100 x g, 5 min) und schließlich in 20 /al suspendiert. 

Der Prozentsatz an markierten Zellen wurde in einem Fluoreszenzmikro-

skop (ZEISS) im Auflicht bestimmt. 

Durch Immunfluoreszenz-Doppelmarkierung können zwei verschiedene Anti-

gene auf einer Zelle gleichzeitig nachgewiesen werden. Hierfür werden 

die Zellen zuerst mit einem FITC-markierten Antiserum inkubiert und 

anschließend mit dem TRITC-gekoppelten anti-Thy-1 (Hirn) Antiserum. 

Im Mikroskop konnte durch verschiebbare Filter schnell und eindeutig 

zwischen Rhodamin- und Fluoreszein-Fluoreszenz unterschieden werden, 

5.3.2 Cytotoxizitätstest 

Die Komplement-abhängige Cytolyse wurde mit den IgG-Präparationen der 

Antiseren durchgeführt. Die zu untersuchende Zellprobe wurde auf eine 

Konzentration von 15 x 10^ kernhaltigen Zellen/ml eingestellt. 5 pl 

davon wurden auf Mikrotiterplatten mit 5 pl des jeweiligen Antiserums, 

bzw. Kaninchennormalserums als Kontrolle, gemischt und 30 min bei Raum-

temperatur inkubiert. Anschließend wurden 5 ̂il frisches, Rattenmilz-

absorbiertes und verdünntes Meerschweinchenkomplement (BEHRINGWERKE) 

zugesetzt, gemischt und weitere 30 min bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe 

von 5 pl physiologischer, Uiger Trypanblaulösung wurde der Prozentsatz 



an farbstoffhaltigen Zellen im Antiserumansatz A und im Kontrollansatz 

K im Phasenkontrastmikroskop bestimmt. Durch Korrektur mit dem Leer-

wert erhält man den Cytotoxischen Index 

r T - 100 (A-K) , der angibt, wieviel Prozent der untersuchten 
100 - K 

Zellen durch das betreffende Antiserum lysiert wurden. 

5.4 Quantitativer Vergleich der Antigenmengen auf der Zelloberfläche 

Bei der Untersuchung der Zelloberfläche stellt sich nicht nur die Frage, 

ob eine Zellart ein bestirntes Antigen besitzt, sondern auch in welchem 

Ausmaße. Quantitative Unterschiede in der Aufnahme von Antikörpern 

können durch unterschiedliche Größe der Zelloberfläche, Antigen-Anti-

kÖrper-Bindungsstärke oder Antigendichte bedingt sein. 

Es wurden zwei verschiedene Methoden angewendet, um die Antigenmengen auf 

verschiedenen Zellen zu vergleichen. 

5.4.1 Durchfluß-Cytofluorometrie 

Die Durchfluß-Cytofluorometrie bietet die Möglichkeit der Messung von 

Fluoreszenzintensitäten an Einzelzellen (98). Die markierten Zellen 

werden dabei in einem feinen Flüssigkeitsstrahl an einer eng fokussierten 

Lichtquelle vorbeigeleitet und die angeregte Fluoreszenz als Einzelsignal 

jeder Zelle durch einen Photomultiplier gemessen. Gleichzeitig kann 

durch einen zweiten Detektor das durch die Zelle verursachte, u.a. 

zellvolumenabhängige Streulicht erfaßt werden (das die gleiche Frequenz 

wie das Anregungslicht besitzt). Die gemessenen Fluoreszenzsignale wer-

den über einen Pulshöhenanalysator in einen Vielkanalspeicher gegeben 

und ausgedruckt. Es ergibt sich die Verteilung der Fluoreszenzintensi-

täten für die jeweilige Zellprobe. Die Form dieser Histogramme ist ein 



charakteristisches Merkmal der untersuchten Zellen, aber auch des 

verwendeten Antiserums. Ist der Intensitätsgipfel deutlich außerhalb 

des exponentiell abfallenden Rauschens (unspezifische Färbung) und ist 

die Verteilung einigermaßen symmetrisch, so läßt sich eine mittlere 

Fluoreszenzintensität für die jeweilige Zellpopulation angeben. 

Die Messungen wurden an einem in der Abteilung (unter der Leitung von 

Herrn Dipl.Phys. L.Voet) gebauten Cytofluorometer durchgeführt. Die 

Anregung erfolgte durch einen 5 Watt Argon Laser (Typ 16 405, SPECTRA 

PHYSICS) mit 0,8-1 Watt bei 488 nm. Vor den Photomultiplier (Typ C 

31034, RCA) waren für die FITC-Messung zwei Interferenzfilter (LP 520 

und KP 560, ZEISS) geschaltet. Zur Vermeidung von Koinzidenzen und 

Verstopfung der Düse (80 jjm tf) wurde die Durchflußrate unter 1000 Zel-

len/sec gehalten. Für jede Meßreihe wurde das Gerät mit FITC-markierten 

Latex-Partikeln(0,8 pai Durchmesser, DUKE SCIENTIFIC CORP.) geeicht, um 

die Versuchsbedingungen zu standardisieren. Dabei wurde als Maß für das 

apparative Auflösungsvermögen in den gemessenen Intensitätsbereichen ein 

Variationskoeffizient von 12% gefunden. 

Die Bindungsverhältnisse zwischen fluoreszierenden Antikörpern und Zell-

oberflächenantigenen sind abhängig von ihrem Verhältnis im Reaktionsansatz. 

Deshalb reicht eine Messung bei willkürlichem Verhältnis von Antiserum zu 

Zellen nicht aus. Nach dem Massenwirkungsgestz ergibt sich für die Reaktion 

zwischen Antikörper und Antigen theoretisch eine sigmoidale Sättigungs-

kurve, wenn man die Konzentration des gebildeten Komplexes (Fluoreszenz-

intensität) gegen den Logarithmus der eingesetzten Antikörpermenge aufträgt. 

Die Messung der gesamten Kurve stößt auf erhebliche Schwierigkeiten. Der 

mittlere, annähernd lineare Anteil ist jedoch gut meßbar. Die Steigung 



und Lage dieser Regressionsgeraden erlaubt den Vergleich des Antigen-

besitzes verschiedener 2ellarten. Unspezifische Bindung von Anti-

körpern, z.B. durch tote Zellen, ist gekennzeichnet durch sehr geringe 

Steigung der Geraden. 

Für die Messung bei verschiedenem Verhältnis von Antiserum zu Zellen 

erwies es sich als unerheblich, welche der beiden Größen man variierte. 

So wurden 20 pl des FITC-markierten anti-Thy-1 (Hirn) bzw. anti-H-1n 

Antiserums mit 0,25, 0,5, 1,2 und 4 x 106 Zellen für 30 min bei 4°C 

inkubiert oder 1 x 106 Zellen mit 5, 10, 20, 40 und 80 pl Antiserum 

inkubiert. Nach zwei Waschungen mit 0,5 ml PBS für je 5 min bei 100*g 

wurden die Zellen in 0,5 ml PBS suspendiert und durch wenig Watte 

filtriert. Auch die Hüllflüssigkeit für den Zellsuspensionstrahl im 

Cytofluorometer war PBS. 

Um die Zahl der registrierten Pulse einzuschränken, wurden Fluoreszenz 

und Streulicht koinzident gemessen und für Streulicht eine Schwelle ge-

setzt, sodaß nur die Fluoreszenz von Partikeln mit mindestens Zellgröße 

gemessen wurden. 

5.4.2 Absorptionsstudien 

Ein weiteres Maß für den Besitz bestimmter Oberflächenantigene ist der 

Verlust an cytotoxischer Aktivität eines Antiserums durch Absorption 

mit den zu untersuchenden Zellen. Die Spezifität des Antiserums ist 

dabei durch die verwendeten Zielzellen gegeben, gegen die die verblei-

bende Aktivität getestet wird. 

Die Antikörperbindungskapazität wurde nach einer Methode nach Colley 

(99) bestimmt. Dazu wurden die Zellen bei 150*g für 7 min zentrifugiert, 

das gepackte Zellvolumen gemessen und nach Resuspension in Puck-G mittels 



Hamilton-Pipetten Proben abgefüllt, die 5 jul, 2,5 pl USW. Zellsediment 

entsprachen. Diese Proben wurden in 1 ml-Eppendorf-Gefäßen abzentri-

fugiert und dem Sediment je 50 ̂il des bis zum Grenztiter verdünnten 

Antiserums zugefügt. Nach Inkubation für 30 min bei 4°C wurde der Über-

stand von den Zellen wieder getrennt (150 x g, 7 min) und darin der 

cytotoxische Index gegenüber den antiserumspezifischen Zielzellen ent-

sprechend 5.3.2 bestimmt. 



C ERGEBNISSE 

1 Trennprofile, Zellvolunen und Morphologie 

1.1 Zellsedimentation 

Knochenmark trennte sich in der 1-g Sedimentation in zwei deutlich sicht-

bare Banden auf. Die entsprechende bimodale Trennkurve in Abb.3 zeigt 

einen Gipfel bei einer Sedimentationsgeschwindigkeit von 3,1 mm/h und 

Abb.3 Verteilung von Knochenmarkszellen verschiedener Morphologie 

in der Zellsedimentation 

Die Morphologie wurde in Zellausstrichen nach Benzidin- und 
Giemsa-Färbung beurteilt. 



einen bei 5,7 mm/h. Die Lage dieser Peaks war in über 100 Versuchen 

konstant, nur ihre relative Höhe schwankte, wahrscheinlich in Abhän-

gigkeit vom Gesundheitszustand der Tiere. In Versuchen mit Ratten im 

Alter von 2 Tagen, 2 Wochen, 2 Monaten und 1 Jahr erwies sich das Se-

dimentationsprofil von Knochenmark als altersunabhängig. 

Bei 2,2 mm/h zeigt die Kurve eine Schulter, verursacht durch die Ver-

teilung der Erythrozyten und toter Zellen. In allen Fraktionen über 

2,4 mm/h war die Zellvitalität größer als 80%. 

Da das Knochenmark morphologisch unterscheidbare Zellen enthält, konnte 

in jeder Fraktion deren Anteil lichtmikroskopisch bestirnt werden. Wie 

in Abb.3 zu sehen, zeigten sich die einzelnen Zellpopulationen im Se-

dimentationsprofil an bestimmter Stelle als angenäherte Normalvertei-

lungen, mit einem Variationskoeffizienten V von 30%, bzw. 40% für die 

Normoblasten. Der Gipfel bei hoher Sedimentationsgeschwindigkeit wird 

demnach im wesentlichen durch Zellen der Myelopoese (Myeloblasten, Myelo-

zyten, Segmentkemige) gebildet. Hämoglobinhaltige Erythro zytenvor-

stufen (Erythroblasten, Normoblasten) zeigten eine breite Verteilung 

um 4,1 mm/h. Der Peak langsam sedimentierender Zellen besteht vor-

wiegend aus Lymphozyten. 

Im Bereich zwischen 2,7 und 3,6 mm/h sind 80-90% der Lymphozyten des 

Knochenmarks enthalten und zu 90% angereichert. Schon lichtmikro-

skopisch ließen sich kleine und mittelgroße Lymphozyten unterscheiden. 

Um die Volumina der Knochenmarkszellen zu bestimmen, wurden in den 

Fraktionen die Partikelgrößen elektronisch gemessen. Im Bereich niede-

rer Sedimentationsgeschwindigkeit wurde der Anteil von Erythrozyten 

und Erythrozytenaggregaten an der Meßkurve abgezogen. Abb.4 zeigt die 

Volumeniiistogramme der einzelnen Fraktionen (punktierte Linie). 



a 

Abb.4a und b Volumensverteilungen von Knochenmarkszellen ver-

schiedener Sedimentationsgeschwindigkeit 
a) experimentelle Volumenhistogramme der Fraktionen (punk-

tierte Linie) und Summe der angpaßten Kurven (durchge-
zogene Linie) 

b) die einzelnen Normalverteilungen, die den Volumenhisto-
grannen angepaßt wurden 



Im Gegensatz zu den relativ einheitlichen Plastikpartikeln (58) zeigten 

die Knochenmarkszellen nicht eine gleichmäßige Abnahme des Volumens mit 

steigender Fraktionsnummer, sondern eine Veränderung in diskreten 

Schritten. Das Volumenprofil einer Fraktion war gegenüber der vorher-

igen Fraktion nicht nur verschoben, sondern in seiner Form verändert. 

Es zeigten sich Gipfel und Schultern in konstanter Position. Das ein-

zelne Volumenhistogramm erschien zusammengesetzt aus Volumenpopulationen, 

deren Lage jeweils identisch war, deren prozentualer Anteil aber von 

Fraktion zu Fraktion sich änderte. 

Es wurden daher den Histogrammen Normal Verteilungen angepaßt (Abb. 4b), 

deren Summe die experimentelle Kurve ergab (Abb.4a, durchgezogene Linie). 

Im Bereich über 4,5 mm/h verschoben sich die Volumenhistogramme mit 

steigender Sedimentationsgeschwindigkeit kontinuierlich zu höheren Ka-

nälen, zeigten zunehmend eine Rechtsschiefe und wurden deshalb nicht 

weiter analysiert. In den anderen Fraktionen jedoch konnte das Volumen-

histograjim durch Kombination von 5 verschiedenen Normalverteilungen 

erklärt werden. 

Die Fläche unter den einzelnen angepaßten Kurven ist ein direktes Maß für 

den Anteil dieser Volumenpopulation in der jeweiligen Fraktion. Durch 

Multiplikation mit der Zellzahl ergab sich daraus die Verteilung von 

Zellen definierten Volumens in der 1-g Sedimentation (Abb.5). 

Zellen mit mittlerem Volumen von 93, 121, 144, 157 und 194 ;um3 sedi-

mentierten als diskrete Banden mit Sedimentationsgeschwindigkeiten von 

3,1, 3,5, 3,7 und 5,5 mm/h. Dabei betrug der Variationskoeffizient V 

etwa 20%; nur die Streubreite der 157 ;um3-Zellen war mit 1U geringer. 

Zum Teil ließen sich die Volumenpopulationen von Abb.5 und die morpho-

logisch definierten Zellarten von Abb.3 korrelieren. So kann es sich bei 



Abb.5 Verteilung von Knochenmarkszellen verschiedenen Volumens 

in der Zellsedimentation 
Der Anteil jeder einzelnen Volumenspopulation wurde in 
den Fraktionen aus den angepaßten Kurven der Volumen-
histogramme errechnet. Die Zeichensymbole stimmen mit 
denen in Abb.4 überein. 

den Zellen mit 194 jum3 nur um reife Granulozyten handeln. Die Zellen 

mit 93 pm3 sind sicher kleine Lymphozyten. Dagegen können die Noimo-

blasten (V=40$) nicht allein aus der 157 ̂ -Population (V=1U) erklärt 

werden, sondern einem Teil der erythropoetischen Zellen muß auch klei-

neres Volumen zugeordnet werden. 

Verglichen mit der schmalen Streuung im Volumen (V-1CH) zeigten die 



einzelnen Populationen eine relativ breite Verteilung in der 1-g 

Sedimentation (V=-20%), die auch doppelt so groß ist wie von Latex-

partikeln vergleichbarer Größe (58). Diese Bandenverbreiterung ist nicht 

apparativ bedingt, sondern kann nur durch Dichteunterschiede innerhalb 

einer Zellpopulation erklärt werden. 

Bezogen auf ihr Volumen sedimentierten Nonnoblasten und reife Granulo-

zyten vergleichsweise schneller als Lymphozyten. Bekannt ist, daß diese 

Zellen eine höhere Dichte besitzen (100). Dies bedeutet, daß der Beitrag 

der Dichte zur Sedimentationsgeschwindigkeit nicht zu vernachlässigen 

ist. 

1.2 Zellelektrophorese 

Im Bereich der Lymphozyten waren in der 1-g Sedimentation von Knochen-

mark mindestens 3 verschiedene Zellgrößen zu unterscheiden. Um die 

Knochenmarkslymphozyten genauer zu charkterisieren, wurden die Zellen 

mit einer Sedimentationsgeschwindigkeit von 2,7 bis 3,6 mm/h zusätzlich 

elektrophoretisch getrennt (Abb.6) 

In der Zellelektrophorese wanderten die meisten dieser Zellen mit niederer 

elektrophoretischer Beweglichkeit (EB), mit einer Schulter bei mittlerer 

EB und einer geringen Anzahl von elektrophoretisch schnell wandernden 

Zellen. Um auch kleine Zellpopulationen zu erfassen, ist in Abb.6 für 

die Ordinate ein logarithmischer Maßstab gewählt. Die Vitalität der 

Zellen betrug zwischen 80 und 90%, mit einem leichten Abfall bei hoher 

EB. 

Die nichtlymphoiden Zellen in der getrennten Zellprobe, die Normo-

blasten, fanden sich in Fraktionen mittlerer und hoher EB. In den 

Fraktionen niederer EB, die über 80% der aufgetragenen Zellen 
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Abb.6 Verteilung von langsam sedimentierenden Knochenmarkszellen 

{1J bis 3,6 mm/h) mit verschiedenem Zellvolumen in der 

Zellelektrophorese 
Der Anteil jeder einzelnen Volumenpopulation in den Fraktionen 
wurde aus den angepaßten Kurven der Volumenhistogramme errechnet. 
Die Zeichensymbole stimmen mit denen in Abb.7 überein. 

enthielten, wurden nur Lymphozyten identifiziert. Im Vergleich zu elektro-

phoretisch langsamen Milz- oder Lymphknotenzellen, die B-Lymphozyten 



darstellen, war die Oberflächenladungsdichte dieser Knochenmarks lympho-

zyten noch etwas geringer. 

In den Fraktionen wurden die Volumenverteilungen gemessen und in den 

vorderen Fraktionen für Erythrozytenaggregate korrigiert (Abb.7a). Den 

Volumenhistogrammen wurden Normalverteilungen angepaßt (Abb.7b). 

Es zeichneten sich 3 Größenklassen ab. Der Mittelwert jeder dieser Vo-

lumenpopulationen war jedoch von Fraktion zu Fraktion nicht genau gleich. 

So betrug er für die kleinen Zellen (o) in den Fraktionen hoher EB 94 pn?, 

bei mittlerer EB 100 pm3 und bei niederer EB 92 pi3. Ebenso lag der Vo-

lumenmittelwert bei den etwas größeren Zellen (A) in den Fraktionen 42-45 

bei 118 /jm3, in den Fraktionen 46-49 bei 127 >im3 und in den Fraktionen 

50-54 bei 120 jjm3. Diese Volumensschwankungen, die so gering sind, daß 

sie in der Zellsedimentation nicht aufgelöst werden können, spiegeln 

offensichtlich eine Heterogenität innerhalb von zwei der drei be-

schriebenen Zellpopulationen wieder. Innerhalb einer solchen Größen-

klasse fanden sich also geringe Volumensunterschiede, aber große Unter-

schiede in der EB. 

Da die Volumensdifferenzen so gering waren, konnte in der Zellelektro-

phorese im Überlappungsbereich (Fraktion 46 und 50) der Anteil der ein-

zelnen Zellpopulationen nicht genau bestimmt werden. Es wurden deshalb •z 
in Abb.6 die Größenklassen eingetragen. Die 92-100 pi -Population und 

die 120-127 pi3-Population zeigten in der Zellelektrophorese trimodale 

Verteilungen. Zellen mit 141 pi3 Volumen wanderten mit mittlerer EB. 

Knochenmarkszellen mit einer Sedimentationsgeschwindigkeit zwischen 

2,7 und 3,6 mm/h ergaben in der Zellelektrophorese demnach 7 Populationen, 

die sich in Volumen und EB unterscheiden. Zwei davon werden von Normo-

blasten gebildet. Eine Zuordnung dieser nichtlymphoiden Zellen zu 
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Abb.7a und b Volumensverteilungen von langsam sedimentierenden Knochen-

markszellen (2,7 bis 3,6 mm/h) verschiedener elektrophore-

tischer Beweglichkeit 
a) experimentelle Volumenhistogramme der Fraktionen (punk-

tierte Linie) und Summe der angepaßten Kurven (durchge-
zogene Linie) 

b) die einzelnen Nonnalverteilungen, die den Volumenhisto-
grammen angepaßt wurden 

Die Lage der Kurven stimmt in den Fraktionen nicht genau 
überein, weswegen die Zeichensymbole Volumensbereiche bezeichnen. 



ermittelten Volumenpopulationen konnte durch Bestimmung der Zelldurch-

messer in Giemsa-gefärbten Ausstrichen erreicht werden. In Fraktion 44 

wurden alle Zellen mit geringem Radius als Normoblasten identifiziert, 

während in Fraktion 48 ein Viertel der Zellen zur Erythropoese zu rech-

nen waren und die Lymphozyten kleineren oder größeren Zelldurchmesser 

aufwiesen. 

Es verbleiben mindestens 5 Lymphozytenpopulationen, die sich in physi-

kalischen Parametern unterscheiden: 118 ̂ um3-große Lymphozyten mit hoher 

EB, kleine und mittelgroße Lymphozyten mit mittlerer EB wie sie peri-

pheren B-Zellen entspricht, und zwei Lymphozytenpopulationen mit 92 

und 120 pm3 Volumen und niederer EB. Diese letzteren Zellen, die die 

Hauptmenge der Knochenmarkslymphozyten ausmachen, konnten frei von 

nichtlymphoiden Zellen erhalten werden. 

2 Biochemische und biologische Eigenschaften 

2.1 DNS-Stoffwechsel 

Nicht nur verschiedne Zellarten können sich in ihrem Volumen unter-

scheiden, sonder auch verschiedene Zellzyklusphasen ein und dersel-

ben Zellart. Bei einigen der beschriebenen Volumenpopulationen könnte 

es sich um Zellen in S- und G2-Phase handeln, bei kleineren Zellen um 

die zugehörige G0/G1-Phase. Um den Anteil von sich teilenden Zellen in 

dem näher untersuchten Bereich von 2,7 bis 3,6 mm/h abzuschätzen, wur-

den Knochenmarkszellen nach 1-g Sedimentation mit 14C-Thymidin puls-

markiert (Abb.8). 

Für Zellen mit einer Sedimentationsgeschwindigkeit bis zu 3,6 mm/h konnte 

kein nennenswerter DNS-Stoffwechsel gemessen werden. Dieser erhöhte sich 
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Abb.8 ^ 4C-Thymidin Einbau von Knochenmarkszellen nach 1-g Sedimentation 

5 X 106 Zellen wurden mit 0,285 pCi 14C-Thymidin für 2 h bei 
37°C inkubiert. Es sind Mittelwert und Streubreite aus je 5 
Bestimmungen angegeben. Rechts unten sind die Werte für un-
getrennte Zellen aufgetragen. 

mit steigender Sedimentationsgeschwindigkeit und zeigt zwei Gipfel, 

bei etwa 4,3 und 6,8 mm/h. Die weiter untersuchten kleinen und mittel-

großen Lymphozytenstellen also Zellen in GO oder G1-Phase dar. Ent-

sprechend sind in diesem Bereich beobachtete Unterschiede in den Zell-

volumina (siehe 1.1) auf unterschiedliche Zellarten und nicht unter-

schiedliche Zellzyklusphase zurückzuführen. 

Für schneller sedimentierende Knochenmarkszellen wurde dagegen ein er-

heblicher DNS-Stoffwechsel und damit Teilungsaktivität nachgewiesen. 

Dementsprechend zeigten die Volumenkurven der großen Zellen auch 



zunehmende Streuung und Schiefen (siehe 1.1). 

2.2 Fc-Rezeptoren 

Einige hämopoetische Zellen sind durch den Besitz von Fc-Rezeptoren 

charakterisierbar. Zu deren Nachweis wurde in einzelnen Fraktionen der 

Zellsedimentation die Zahl der Zellen bestimmt, die mit anti-SRBC Anti-

serum beladenen Schafserythrozyten Rosetten bilden. 

Im Bereich der kleinen Lymphozyten war der prozentuale Anteil an Zellen 

mit Fc-Rezeptoren relativ gering: Bei mit 3 mm/h sedimentierenden Zellen 

betrug er etwa 5%. Er zeigte einen Gipfel mit 15% bei 3,7 mm/h und stieg 

im Bereich der Neutrophilen, bei denen sich bekanntermaßen Fc-Rezeptoren 

finden (31), bis auf 20% an. 

Die große Menge der kleinen Lymphozyten des Knochenmarks besitzt dem-

nach keine Fc-Rezeptoren. 

2.3 Intrazelluläres Imnunglobulin 

Bei bestimmten Stufen der B-Zell-Differenzierung ist Immunglobulin im 

Cytoplasma vorhanden (71,72). Inwieweit kleine Knochenmarkslymphozyten 

derartige Vorläuferzellen darstellen wurde in Fraktionen der Zellsedi-

mentation geprüft. 

Zellen mit fluoreszenzgefärbten Cytoplasma wurde im Bereich zwischen 4 

und 6 mm/h in geringer Zahl gefunden. Bei höheren Sedimentationsge-

schwindigkeiten war die Auswertung durch Autofluoreszenz myeloischer 

Zellen erschwert. Die kleinen, langsam sedimentierenden Knochenmarks-

lymphozyten waren frei von intrazellulärem Immunglobulin. 



2.4 Stammzellaktivität (CFU-S) 

Eine wesentliche und charakteristische Funktion des Knochenmarks ist 

die Selbsterneuerung des gesamten hämopoetischen Systems. Die Stairan-

zellen, die dafür verantwortlich sind, sind gering an der Zahl, morpho-

logisch nur schwer zu identifizieren (24), aber im Milzkolonietest gut 

nachweisbar. Es erschien wichtig, eine Korrelation zu einer der aufge-

fundenen Lymphozytenpopulationen auszuschließen, und zum anderen, für 

spätere Transferversuche, die Verunreinigung von Lymphozytenpopulationen 

mit diesen pluripotenten Zellen abschätzen zu können. 

Rattenknochenmark wurde durch 1-g Sedimentation und die kleinen Zellen 

weiter .durch Elektrophorese getrennt. In einer zweiten Versuchsreihe 

wurde Knochenmark erst elektrophoretisch und anschließend der L-Bereich 

noch in der Zellsedimentation aufgetrennt. Vereinigte Fraktionen aus 

diesen Trennungen und ungetrenntes Knochenmark wurden auf Stanmzell-

aktivität untersucht. Dabei zeigt die Zahl der Milzkolonien eine lineare 

Abhängigkeit von der eingespritzten Zellzahl. Bis zu einer Anzahl von 

50 Kolonien pro Milz war eine quantitative Auswertung gut möglich. 

Abb.9 zeigt die Zahl der Milzkolonien pro einer Million eingespritzter 

Zellen für verschiedene Bereiche aus den Knochenmarkstrennungen. 

Es wurde deutlich, daß Stamnzellen eher in Fraktionen höherer Sedimen-

tationsgeschwindigkeit und höherer EB anzutreffen sind. Ihre Verteilung 

war jedenfalls eindeutig verschieden von der der meisten Knochenmarks-

lymphozyten, die klein sind und elektrophoretisch langsam wandern. Die 

Reihenfolge Zellelektrophorese - Zellsedimentation ergab für diese 

Fragestellung die besten Ergebnisse. Die angereicherten kleinen Knochen-

marks lynphozyten niederer EB enthielten 20 mal weniger CFU-S als das 

Ausgangsmaterial. 

Univ.-BtbiM 
Beeeftdxtfa 
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Abb. 9 Stanmzellaktivität in verschiedenen Bereichen der Trennung von 

Knochenmarkszellen durch 1-g Sedimentation und Zellelektrophorese 

Fraktionen entsprechend einer Sedimentationsgeschwindigkeit von 
2 7 bis 3,7 mm/h wurden vereinigt und elektrophoretisch getrennt 
(links). Die Fraktionen 51-53 aus der Knochenmarkelektrophorese 
wurden durch Zellsedimentation weiter getrennt (rechts). Die ein-
getragenen Zahlen geben die Milzkolonien pro 1 x 10u injizierter 
Zellen an. Jede Zahl stellt den Mittelwert dar, berechnet aus den 
Ergebnissen bei mindestens 3 verschiedenen Zellmengen mit je 3 
Tieren. 

Die Ergebnisse stimmen gut überein mit Versuchen, Stammzellen durch Zell-

trenranethoden anzureichern. Dabei war für CFU-S der Maus eine mittlere Se-

dimentationsgeschwindigkeit von 4,2 mm/h (15,19,20) bestimmt worden, und 

eine hohe bis mittlere EB (21). 

Bei dem verwendeten CFU-S Test wird für die Ratte ein Wirkungsfaktor f 



von 0,007 angegeben (24), d.h. von 1000 Stammzellen können nur etwa 7 

eine Woche nach i.v. Injektion als Milzkolonie nachgewiesen werden. Da-

mit ergibt sich aus den hier gefundenen Ergebnissen ein Gehalt an Stamm-

zellen von 0,3% für ungetrenntes Knochenmark und von 0,7% für CFU-S an-

gereicherte Fraktionen. 

3 Oberflächenantigene 

3.1 Qualitativer Nachweis von antigentragenden Zellen 

3.1.1 Zellsedimentation 

Lymphozyten können durch ihre Oberflächenantigene charakerisiert werden. 

Um die Knochenmarkslymphozyten zu klassifizieren wurde in den getrennten 

Fraktionen die Anzahl von Zellen bestimmt, die mit spezifischen Antiseren 

reagierten. Der Nachweis der Differenzierungsantigene erfolgte im Cyto-

toxizitätstest und in der Inmunfluoreszenz; wobei durch die Cytolyse wenige 

und nur spezifisch gebundene Antikörper nachgewiesen werden, wogegen in 

der Immunfluoreszenz auch eine grobe quantitative Abschätzung der Antigen-

menge möglich ist. Beide Testsysteme lieferten übereinstimmende Ergebnisse. 

Abb.10 zeigt die Menge von Zellen mit bestimmten Differenzierungsantigenen 

in den Fraktionen der Zellsedimentation. 

Nur Lymphozyten zeigten eine Reaktion mit den Antiseren. Mehr als 80% der 

Zellen in den langsam sedimentierenden Fraktionen wiesen den Thy-1 Kom-

plex auf. Die Ergebnisse waren identisch, ganz gleich welche Thy-1 Spe-

zifität, Thy-1, Thy-1.1, RsThy-1 oder RThy-1 (Hirn), untersucht wurde. 

Die Hälfte der kleinen Knochenmarkslymphozyten zeigten das RThyA Antigen. 

Eine überraschend geringe Anzahl von B-Zellen wurde durch den Besitz von 

RBLA identifiziert, nämlich etwa 10% der Lymphozyten. Noch etwas geringer 
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Abb.10 Verteilung von Knochenmarkszellen mit verschiedenen Oberflächen-
antigenen in der Zellsedimentation 

Die Differenzierungsantigene wurden im Cytotoxizitätstest und in 
direkter Imnunfluoreszenz nachgewiesen. Für die C1-abhängige 
Cytolyse wurden IgG-Präparationen der Antiseren, für die Iirmun-
fluoreszenz FITC-markierte F(ab')2-Präparationen eingesetzt. Die 
Auswertungen erfolgten mit Thymozyten und Lk-Zellen als Kontrolle 
im Parallelansatz. 

war die Zahl der Zellen, die in direkter Immunfluoreszenz Oberflächen-Ig 

zeigten (in Abb.10 nicht dargestellt). Die durch diese beiden Oberflächen-

strukturen charakterisierten B-Lymphozyten schienen in der 1-g Sedimenta-

tion etwas schneller zu sedimentieren als die Thy-1-positiven Zellen. Ihr 

prozentualer Anteil stimmte mit dem in ungetrenntem Knochenmark ermittelten 

überein und ist deshalb kein Artefakt durch selektiven Zellverlust oder Ab-

schwirranen von Membranproteinen während der Trennung. 



Einige Zellen, etwa 4% der Lymphozyten, konnten durch den Nachweis von 
RTLA und RHLA auf ihrer Oberfläche als T-Zellen erkannt werden. 

3.1.2 Zellelektrophorese 

Wie in 1.2 gezeigt, können Knochenmarkslymphozyten nach ihrer weitgehen-
den Trennung von nichtlymphoiden Zellen durch die 1-g Sedimentation in 
der Zellelektrophorese weiter aufgetrennt werden. Fraktionen zwischen 2,7 
und 3,7 mm/h wurden vereinigt und der Zellelektrophorese unterworfen. Die 
Verteilung der antigenpositiven Zellen zeigt die Abb.11. 

Zellen, die mit keinem der Antiseren reagierten waren im H- und M-Bereich 
der Elektrophorese bimodal verteilt. Sie müssen größtenteil als Normo-
blasten angesehen werden. Doch auch eine Anzahl lynphoider "Nullzellen" fand 
sich bei mittlerer EB. 

Die RTLA- und RHLA-positiven Zellen konnten anhand dieser beiden T-Zell 
Marker und aufgrund der charakteristischen hohen EB als reife T-Lympo-
zyten identifiziert werden. Sie machten etwa die Hälfte der kernhaltigen 
Zellen im H-Bereich (Fraktion 44-47) aus und repräsentierten sämtliche 
dort vorhandenen Lymphozyten. Sie erwiesen sich als die Zellen mit 118 ph3 

Volumen, da die anderen beiden Volumenpopulationen im H-Bereich als Normo-
blasten identifiziert worden waren. 

RBLA charakterisierte B-Lymphozyten in den Fraktionen 49-52 in asyrone-

trischer Verteilung. Diese Position entspricht dem Bereich niederer EB 

in der Elektrophorese peripherer lymphatischer Organe (siehe Abb.19 und 

Abb.20), in dem B-Zellen wandern. Zellen mit Oberflächen-Ig (nicht gezeigt 

in Abb.11) hatten die gleiche Verteilung mit etwas geringerer Anzahl, be-

sonders in den Fraktionen 49 und 50. Die Immunfluoreszenz zeigt ein brei-

tes Spektrum in der Oberflächendichte dieses B-Zell-markers. Schließlich 
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Abb. 11 Verteilung von langsam sedimentierenden Knochenmarkszellen (2,7 bis 
3,7 mm/h) mit verschiedenen Oberflächenantigenen in der Zellelektro-
phorese 

Die Differenzierungsantigene wurden im Cytotoxizitätstest und in 
direkter Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die Auswertungen erfolg-
ten mit Thymozyten und Lk-Zellen als Kontrolle im Parallelansatz, 
x bezeichnet die Zellen, die keines der aufgeführten Antigene auf-
wiesen. 

schienen diese Zellen auch uneinheitliches Volumen zu besitzen (141 /jm3 

und 100 ̂ m3). Daraus kann geschlossen werden, daß RBLA im Knochenmark 
eine Reihe verschiedener Reifestadien der B-Zellen nachweist. 

Die Mehrzahl der Knochenmarkslymphozyten hatte niedere EB, niederer 



selbst als B-Zellen, und trug thymusspezifische Antigene. Sowohl die Zel-
len mit Thy-1-Komplex, mit seinen einzelnen Spezifitäten Thy-1, Thy-1.1 
und RgThy-1, als auch die RThyA-positiven Zellen hatten ihren Gipfel bei 
Fraktion 52. Erstere machten etwa 85% der elektrophoretisch getrennten 
Knochenmarkslymphozyten aus, letztere etwa 40%. Daß die RThyA-positiven 
Lymphozyten mit der 120 /jm3-Population übereinstimmen, ist wahrscheinlich, 
konnte jedoch nicht bewiesen werden. Allein aus den Prozentsätzen der bei-
den Differenzierungsantigene folgte, daß beide gleichzeitig auf einer Zel-
le angetroffen werden können. 

3.1.3 FITC/TRITC Doppelmarkierungen 

Inwieweit Lymphozyten gleichzeitig den Thy-1-Komplex und B-Zell-spezi-

fische Antigene tragen, konnte durch Doppelmarkierungsversuche entschie-

den werden. Dazu wurden Zellen aus drei Bereichen der Elektrophorese 

(Tab.2) mit zwei verschiedenen Antiseren inkubiert und nach gleichzeitiger 

FITC-Fluoreszenz und TRITC-Fluoreszenz auf ein und derselben Zelle gesucht. 

Die Tabelle zeigt, daß 93% der Lymphozyten im L-Bereich der Elektrophorese 

Thy-1-positiv waren. Alle ThyA-positiven Zellen trugen auch den Thy-1-

Komplex. ThyA+/'Ihy-1+-Zellen zeigten zum Teil die eine Fluoreszenz in "cap"-

Form und die andere in "ringM-Form (negatives Co-capping) als Ausdruck 

der Nicht-Identität der beiden Antigene. 

B-Zellen mit RBLA oder Oberflächen-Ig fanden sich besonders im M-Bereich 

der Elektrophorese. Es konnten keine Zellen gefunden werden, die gleich-

zeitig B-Zell-spezifische und thymusspezifische Antigene trugen. Alle 

kleinen bis mittelgroßen Knochenmarkslymphozyten mit RBLA oder Ober-

flächen-Ig waren Thy-1-negativ. Auch den RTLA-positiven T-Lymphozyten im 

H-Bereich der Elektrophorese fehlte das Thy-1 Antigen. 



D I R E K T E 

IlWUNFUUORESZENZ % MARKIERTE KNOCHENMARKSLYMPHOZYTEN 

DOPPELMARKIERUNG NACH 1 - G S E D I M E N T A T I O N UND ELEKTROPHORESE 

F I T C / T R I T C KM- L M - M KM- H 

R T H Y A V T H Y - 1 " > 0 . 1 > 0 . 1 > 0 . 1 

R T H Y Ä V T H Y - 1 + 4 3 2 0 1 

RTHYA"/ T H Y - 1 + 5 0 1 5 1 

S I G + / T H Y - 1 " 3 1 5 1 

S I G + / T H Y - 1 + > 0 . 1 > 0 . 1 > 0 . 1 

R B L A + / T H Y - 1 " 3 2 5 2 

R B L A + / T H Y - 1 + > 0 . 1 > 0 . 1 > 0 . 1 

RBLA" / T H Y - 1 + 9 3 4 8 2 

RBLA" / T H Y - 1 " 4 2 7 9 7 

( NORMOBLASTEN 3 2 0 4 0 ) 

R T L A + / T H Y - 1 " > 0 . 1 2 5 4 

R T L A + / T H Y - 1 + > 0 . 1 > 0 . 1 > 0 . 1 

Tab.2 Anteil von Zellen, die gleichzeitig mit zwei verschiedenen Anti-
aren reagierten, in vereinigten Fraktionen der Zellelektrophorese 

KM-L = Fraktion 52-54, KM-M = Fr.49-50, KM-H- Fr.44-47 aus der 
Elektrophorese langsam sedimentierender Knochenmarkszellen (siehe 
Abb.11) 



Der qualitative Nachweis Differenzierungsantigene-tragender Zellen durch 

Immunfluoreszenz und Cytotoxizitätstest zeigte, daß der Hauptteil der 

Knochenmarkslymphozyten sich durch das Fehlen von RTLA, RBLA und Ober-

flächen-Ig und durch den Besitz der thymusspezifischen Antigene Thy-1 

und RThyA deutlich von peripheren B- und T-Lymphozyten unterscheidet. 

3.2 Quantitativer Vergleich der Antigenmenge auf der Zelloberfläche 

Unter dem Fluoreszenzmikroskop fiel bei der Färbung von kleinen Knochen-

markslymphozyten mit FITC-gekoppeltem anti-Thy-1 Antiserum auf, daß die 

Zellen,verglichen mit Thymozyten als Positivkontrolle, eine deutlich ge-

ringere Fluoreszenz aufwiesen. Diese quantitativen Unterschiede im Be-

sitz des Differenzierungsantigens Thy-1 wurden in Absorptionsstudien 

und Durchfluß-Cytofluorometrie gemessen, wobei mit ersterer Methode die 

Bindungskapazität der untersuchten Zellprobe, mit letzterer die Fluores-

zenzintensität von Einzelzellen bestimmt wird. 

Die langsam sedimentierenden Khochenmarkszellen niederer EB wurden ver-

glichen mit Mi 1 zlymphozyten und elektrophoretisch getrennten Thymozyten. 

Thymozyten zeigen in der Zellelektrophorese einen Gipfel bei niederer 

EB, der 80% der Zellen, insbesondere die kleinen, cortisonen^findlichen 

kortikalen enthält, und eine abfallende Schulter bis in den Bereich 

hoher EB, wo sich cortisonresistente, medulläre, proliferierende Thy-

mozyten befinden (102,103). 

3.2.1 Durchfluß-Cytofluorometrie 

Die Messung im Cytofluorometer lieferte Fluoreszenzhistogramme, wie sie 

für Milzzellen und elektrophoretisch langsam wandernde Thymozyten und 

Knochenmarkslymphozyten in Abb.12 gezeigt sind. Während für Milzzellen 
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Abb. 12 Fluoreszenzhistogramme verschiedener Zellen nach Reaktion mit 

FITC-anti-Thy-1 Antiserum 
1 x 106 Zellen wurden mit 20 pl FITC-anti-Thy-1 (Hirn) F(abf)2 
(Ery, Leber, Lk absorbiert) für 30 min bei 40C inkubiert und 
anschließend zweimal gewaschen. KM-L = langsam sedimentierende 
Knochenmarkszellen (2,7 bis 3,7 nrn/h) niederer EB (Fr.52-54 in 
Abb.11) Thy-L = Thymozyten niederer EB (Fr.52-54) 

nur das exponentiell abfallende ,fRauschenM, bedingt durch Elektronik 

und unspezifische Fluoreszenz, gemessen werden konnte, waren die Fluo-

reszenzintensitäten der Thymus- und Knochenmarkszellen deutlich vom 

Untergrund abgehoben. 



Folgende Faktoren schienen entscheidend für das Zustandekommen derart 

präziser Ergebnisse: 

a) die hohe Fluoreszenzausbeute durch die energiereiche Anregung mit 

Laserlicht 

b) die Anwendung direkter Immunfluoreszenz. Durch die indirekte Methode 

(sandwich) erhält man höhere, aber breiter gestreute Fluoreszenzin-

tensitäten, die sich nur wenig von der vermehrten unspezifischen Fluo-

reszenz abheben, sodaß nur indirekt durch Subtraktion des Rauschens 

eine Intensitätsverteilung sichtbar gemacht werden kann. 
c) die Verwendung von F (ab'^-Fragmenten, die unspezifische Antikörper-

bildung vermeidet. 

d) die Messung an durch Zelltrennmethoden hoch angereicherten Zellpopu-
lationen. So konnte mit ungetrenntem Knochenmark keine diskrete Fluo-
reszenzverteilung aufgezeichnet werden. 

Den Fluoreszenzkurven in Abb. 12 konnten Normalverteilungen angepaßt werden. 

Für Thymozyten ergab sich ein Variationskoeffizient von 23%, für die Thy-1 -

positiven Knochenmarkslymphozyten einer von 29%. Wegen der Symmetrie der 

Verteilungskurven waren deren Mittelwerte leicht zu bestimmen. 

Mit steigendem Verhältnis von Zellen zu Antiserum verschoben sich die 

Fluoreszenzhistogramme zu geringeren Intensitäten, bei gleichbleibenden 

Variationskoeffizienten V (Abb.13). 

In Abb.14 sind die mittleren Fluoreszenzintensitäten für die verschiedenen 

getesteten Zellen gegen die logarithmisch ansteigende Zellzahl im Ansatz 

aufgetragen. Es ergaben sich Kurven, die als Teilabschnitte von Sigmoid-

kurven interpretiert werden können. 

Wenn man das Massenwirkungsgesetz auf die Antigen-Antikörper Reaktion an-

wendet, so ergibt sich im Modell für die Beziehung zwischen dem Quotienten 
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Abb.13 Fluoreszenzhistogramne von Thvmozyten niederer EB nach Reaktion 

steigender Zellzahl mit konstanter Menge an FITC-anti-Thy-1 Anti; 

serum 
1 2 und 4 x 106 Zellen wurden mit 20 pl FITC-anti-Thy-1 (Hirn) 
FfabM für 30 min bei 4°C inkubiert und anschließend zweimal 
gewasäen Die Thymozyten stamten aus dem L-Bereich der Elektro-
phorese (Fr.52-54). Mittelwerte und Variationskoeffizienten der 
Fluoreszenzverteilungen sind angegeben. 

der freien Reaktionspartner und dem erhaltenen Komplex eine sigmoidale 

Sättigungskurve, wenn für die Abszisse ein logarithmischer Maßstab ge-

wählt wird. Das Plateau ist dann bei konstanter Menge an Antikörpern ein 

Maß für die Zahl der Antigenmoleküle auf den Zellen, und die für Halb-

sättigung notwendige Zellzahl ein Maß für die Bindungskonstante. 

Elektrophoretisch langsam wandernde, kortikale Tliymozyten zeigten eine 

hoch liegende und steile Regressionskurve, entsprechend der hohen 
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Abb.14 Abhängigkeit der mittleren Fluoreszenzintensität getrennter Zellen 
vom Verhältnis der Zellzahl zur eingesetzten Menge an FITC-ge-
koppeltem anti-Thy-1 Antiserum 

KM-L = langsam sedimentierende Knochenmarkszellen (2,7 bis 3,7 mm/h) 
niederer EB (Fr.52-54 in Abb.11) rKM-L = getrennte Knochenmarks-
zellen aus thymektomierten, letal bestrahlten und FLC-rekonstituier-
ten Tieren Thy-L = Thymozyten niederer EB (Fr.52-54) 
Thy-H = Thymozyten hoher EB (Fr.44-46) Die mittleren Fluoreszenz-
intensitäten wurden den gemessenen Histograirmen entnonmen. 



gemessenen Intensitäten. Bei höheren Zellzahlen flachte die Kurve ab und 

erschien so wie der untere Teil einer Sigmoidkurve. Für die Knochenmarks-

lymphozyten verlief die Kurve flacher und bei niedrigen Kanälen. Diese 

Kurve schien ein Plateau anzustreben und ergab das Bild einer Sättigungs-

kurve im Bereich des Antikörperüberschusses. Versuche mit Ratten ver-

schiedenen Alters (3 Tage bis 1 Jahr) lieferten identische Ergebnisse. 

Den gemessenen Fluoreszenzintensitäten der verschiedenen Zellen entsprechen 

Unterschiede in der Ausprägung des TTiy-1-Antigens auf ihrer Oberfläche. Ge-

messen wird dabei letztlich die Menge an gebundenem Antikörper. Diese ist 

abhängig von der Zahl der eingesetzten Antikörper und der Zahl der mit den 

Zellen eingesetzten Antigenmoleküle. Letztere kann sich ändern mit der An-

tigendichte auf der Zelle, mit deren Oberfläche oder auch mit der Zahl an 

antigenpositiven Zellen in der untersuchten Zellprobe. Anderseits spielt 

auch die Bindungsstärke zwischen Antigen und Antikörper eine Rolle. Eine 

Zelle kann weniger Antikörper binden, und damit weniger Fluoreszenz zeigen, 

wenn das Antigen auf seiner Oberfläche sterisch schwerer zugänglich oder in 

Struktur oder Konfiguration verändert ist, oder aber, wenn es sich um ganz 

verschiedene Antigenmoleküle handelt, die nur Kreuzreaktion zeigen. 

Die Knochenmarkslymphozyten und Thymozyten niederer EB, die hier ver-

glichen wurden, haben ähnliches Volumen (92 bzw. 85 Jjm3) und keine auf-

fallend unterschiedliche Oberflächenstruktur (57,102-104). Aufgrund der 

Anreicherung durch Zelltrenmethoden wurden außerdem Zellproben gemessen, 

die über 901 Thy-1-positive Zellen enthielten. Deshalb spiegeln die Er-

gebnisse wirklich Unterschiede in der Antigendichte wider. 

Für die Sättigungskurve der Knochenmarkszellen kann aus Abb.14 ein Plateau-
wert angenommen werden, kleiner als Kanal 80. Bei gleichem Ansatz 
(0,25 x 106 Zellen) zeigt die Kurve der Thymozyten noch maximale Steigung 



und einen Wert in Kanal 380. Das Sättigungsplateau liegt sicher darüber. 
Daraus folgt, daß Thymozyten niederer EB eine mindestens 5 mal höhere Thy-1 
Antigendichte auf ihrer Oberfläche besitzen als die Thy-1-positiven Knochen-
marks lympho zyten. 

Die in Abb.14 dargestellten Ergebnisse machen wahrscheinlich, daß auch die 
Antikörperbindungsstärke, und damit die Antigenstrukur, zwischen Knochen-
markszellen und Thymozyten unterschiedlich ist. Die Halbsättigung der Kno-
chenmarks lympho zy ten mit anti-Thy-1 Antiserum wird etwa bei dem Ansatz mit 
2 Millionen Zellen erreicht. Für die elektrophoretisch langsam wandernden 
Thymozyten liegt aber der Wendepunkt, und damit die höchste Steigung der 
Sigmoidkurve sicher bei weit niedrigerer Zellzahl. Die Bindungskonstanten 
wären demnach verschieden für die beiden Zellarten. 

Thymozyten mit hoher EB zeigten bimodale Fluoreszenzhistogramme; ein Teil 

der Zellen zeigte die starke Fluoreszenz der Thy-L Zellen, der größere Teil 

band weniger Antikörper. Medulläre Thymozyten haben ein größeres Volumen 

und zeigen eine durch Ausstülpungen vergrößerte Zelloberfläche (102-104). 

Trotzdem lag die Fluoreszenzintensität noch unter der von Knochenmarks-

lymphozyten. 

Die Ergebnisse im Cytofluorometer zeigten, daß aus einer einzelnen Messung 

nur eine geringe Aussage gemacht werden kann, daß aber auch durch Auswertung 

eines ganzen Bereiches verschiedner Reaktionsansätze eine Reihe von Schlüs-

sen gezogen werden kann. Zwar war hier keine Angabe von Absolutwerten möglich, 

doch scheint die Ausmessung einer Sättigungskurve zusammen mit einer Eichung 

des Cytofluorometers der Weg dorthin zu sein. Selbst wenn man von dem Ver-

gleich mit einem Modell ganz absieht, bleibt die eindrucksvolle Dokumenta-

tion erheblicher Unterschiede in der Aufnahme fluoreszierender anti-Thy-1 

Antikörper zwischen Thymozyten und Knochenmarkslymphozyten. 



3.2.2 Absorptionsstudien 

Eine andere Möglichkeit den Antigenbesitz von Zellen zu quantifizieren 

ist es, deren Kapazität zu messen, aus einem Antiserum Aktivität zu ab-

sorbieren. 

Abb.15 zeigt die Absorptionskurven verschiedener Zellen für das Thy-1 

Z e l l e n / A b s o r p t i o n 

Abb.15 rvtotoxische Aktivität, von anti-Thy-1 Imnunglobulin gegen Thymo-

^ nach Absorption mit, steigenden Merten getrennter Zellen 

,1 Thv-1 Antiserum (IgG) wurden mit dem Pellet der ange-

ven Zellen in den verschiedenen Zellproben angegeben, wie er m 
pVfpr Tmmunfluoreszenz ermittelt wurde. 

K = T h e t e n niederer EB (Fr.52-54) Thy-M = mittlerer EB 
fFr 48-50) und Thy-H = hoher EB (Fr.44-46) 
ä-L - langsam segmentierende Knochenmarkszellen (2 -^3,7 rnn/h) 
niederer EB (Fr.52-54), KM-M = mittlerer EB (Fr.49-50) und 
KM-H = hoher EB (Fr.44-47) 

Antigen. Versuche mit den anderen Thy-1-Spezifitäten Thy-1.1 und RsThy-1 

lieferten weitgehend identische Ergebnisse. Die Abnahme der Antise^m-



aktivität gegen Thymozyten nach Inkubation mit logarithmisch steigenden 

Zellmengen folgt Sigmoidkurven. Die Zellzahl, mit der die Cytotoxizität 

auf 50$ gesenkt wird, ist ein Maß für die Bindungskapazität dieser Zellen. 

Selbst hohe Mengen an Milzzellen oder Knochenmarkszellen aus dem H-Bereich 

der Elektrophorese konnten keine Aktivität aus dem Antiserum absorbieren. 

Mit nur 1,5 x 106 Thymozyten niederer EB konnte die Cytotoxizität auf 501 

gesenkt werden. 7 mal mehr Thy-1-positive Knochenmarks lympho zy ten waren 

notwendig um die gleiche Absorption zu erreichen. Dieses Ergebnis kann 

wegen des ähnlichen Volumens dieser Zellen und des sehr hohen Anteils 

Thy-1-positiver Zellen in den Proben als Ausdruck stark unterschiedlicher 

Antigendichte auf der Zelloberfläche gewertet werden. Aus der verschiedenen 

Neigung der Absorptionskurven in ihrem mittleren Anteil ist außerdem auf 

unterschiedliche Bindungsaffinität und daher unterschiedliche Antigen-

struktur zu schließen (105). 

Die relative Bindungskapazität von Thymozyten aus dem H-Bereich der Elektro-

phorese war 8 mal geringer als die der Thy-L Zellen. Die Lage der Absorp-

tionkskurve für Knochenmarkszellen mittlerer EB ergab sich aus ihrem Anteil 

an Thy-1-positiven Zellen: Da nur die Hälfte der Zellen in diesem elektro-

phoretischen Bereich das Thy-1 Antigen besitzen, waren auch doppelt soviele 

Zellen notwendig, um gleichviel Antikörper zu absorbieren wie Knochenmarks-

zellen aus dem L-Bereich. Auch bei dem M-Bereich der Thymozytentrennung 

kann als Grund für die Lage der Absorptionskurve zwischen Thy-L und Thy-H 

Zellen die Mischung, in diesem Fall von Zellen mit hohem und niedrigem 

Thy-1 Gehalt, angesehen werden. Weil auch der H-Bereich noch Thymozyten 

mit viel Thy-1 Antigen enthält, wie die Cytofluorometrie zeigte, läge die 

Absorptionskurve für reine medulläre Thymozyten wahrscheinlich noch weiter 

nach rechts verschoben. Der Unterschied zu den Knochenmarkslymphozyten wäre 



dann noch deutlicher. 

Diese Überlegungen machen klar, wie wesentlich die Anreicherung von Zell-
populationen durch Zelltrenrmethoden für derartige Fragestellungen ist. 

In Abb. 16 sind die Absorptionskurven für das RThyA-Antigen aufgezeichnet. 
Thymozyten verschiedener HB zeigten keinen Unterschied in ihrer Absorp-
tionskapazität. Anders als beim Thy-1 Antigen schienen alle Thymozyten 
gleiche Mengen des Differenzierungsanitgens RThyA zu besitzen. Viel mehr 

Zellen/Absorption 

Abb.16 Cytotoxische Aktivität von anti-RThyA Imnunglobulin gegen Thymo-
zyten nach Absorption mit steigenden Mengen getrennter Zellen 

40 pl anti-RThyA Antiserum (IgG) wurden mit dem Pellet der ange-
gebenen Zellmenge für 30 min bei 4°C inkubiert und ein Aliquot 
gegen Thymozyten ausgetestet. Rechts ist der Anteil an RThyA-
positven Zellen in den verschiedenen Zellproben angegeben, wie 
er in direkter Iimtunfluoreszenz ermittelt wurde. Für Abkürzungen 
siehe Abb.15. 



RThyA-positive Knochenmarkslymphozyten waren notwendig, um die Hälfte der 

Antiserumaktivität zu entfernen. Die Absorptionskapazität des Knochen-

mark L-Bereiches für anti-RThyA Immunglobulin war 12 mal geringer als die 

der Thymozyten. Berücksichtigt man, daß in dieser Zellprobe nur etwa 60% 

der Zellen RThyA-positiv waren, und bezieht man die Absorption nicht auf 

die Zahl der eingesetzten, sondern die der antigentragenden Zellen, so 

ergibt sich für diese Knochenmarkslymphozyten eine 7 mal geringerer Ober-

flächendichte an RThyA als für Thymozyten. 

Studien mit Antiseren gegen RBLA und RTLA zeigten, daß Zellen aus ver-

schiedenen Bereichen der Knochenmarkstrennung Aktivität entsprechend ihres 

Anteiles an antigenpositiven Zellen absorbierten. Etwa waren für vergleich-

bare Absorption von RBLA 8 bis 10 mal mehr KM-M Zellen notwendig als elek-

trophoretisch angereicherte B-Zellen aus Milz. Und die Absorptionskapazi-

tät von Knochenmarkszellen aus dem H-Bereich mit etwa 40% RTLA-positiven 

Zellen war für RTLA 2 bis 3 mal geringer als die von Milz T-Lymphozyten. 

Hier spielte also nur die Anzahl von B- bzw. T-Zellen in der Zellprobe 

eine Rolle, und kein Unterschied zu peripheren Lymphozyten bezüglich 

der Antigendichte konnte festgestellt werden 

Der quantitative Vergleich der Mengen an thymusspezifischen Antigenen auf 

der Zelloberfläche durch Cytofluorometrie und Absorptionsstudien zeigte, 

daß die Thy-1 und RThyA-positiven Knochenmarkslymphozyten sich in der 

Dichte dieser Differenzierungsantigene deutlich von Thymozyten unter-

scheiden. 

4 Thymusabhängigkeit von Knochenmarkslymphozyten 

Das überraschende Vorkommen von thymusspezifischen Antigenen auf Lympho-



zyten des Knochenmarks wirft die Frage nach der Beziehung dieser Zellen 

und dieser Antigene zum Thymus auf. Inwiefern ist der Thymus notwendig 

für das Auftreten von Zellen mit Thy-1 und RThyA im Knochenmark? Um diese 

Frage zu beantworten, wurde das Knochenmark thymektomierter, letal be-

strahlter und FLC-rekonstituierter Ratten untersucht. Die Zellen konnten 

mit den einzelnen, nun durch physikalische Parameter und Differenzierungs-

antigene charakterisierten Lymphozytenpopulationen aus normalem Knochen-

mark verglichen werden, und so ihre Thymusabhängigkeit studiert werden. 

4.1 Trennprofile, Zellvolumen und Morphologie rekonstituierten Knochen-

marks 

In der 1-g Sedimentation zeigte Knocheimark thymektomierter und letal be-

strahlter Ratten einen Monat nach Rekonstitution mit FLC nur eine gering-

fügige Veränderung gegenüber nonnalen Tieren. Die Mulde zwischen Lympho-

zyten- und Granulozytengipfel erschien leicht verbreitert und zeigte eine 

Anhebung, vielleicht als Ausdruck einer gesteigerten Eiythropoese. Der 

Hauptteil an Knochenmarkslymphozyten sedimentierte unverändert mit 3,1 mm/h 

(kleines Bild in Abb.17). 

Zellen zwischen 2,7 und 4,0 mm/h, wurden weiter elektrophoretisch ge-

trennt (Abb.17). Im H-Bereich der Elektrophorese konnten keine Lympho-

zyten gefunden werden. Dies entspricht dem Fehlen reifer T-Zellen in 

thymuslosen Tieren und beweist die Vollständigkeit der Thymektomie. Nicht-

lymphoide Zellen, nämlich Normoblasten und einzelne Granulozyten, zeigten 

eine asymetrische, breite Verteilung vom M- bis in den H-Bereich. Gegen-

über normalem Knochenmark (Abb.11) waren sie vennehrt; nicht zuletzt des-

halb, weil Zellen bis 4,0 mm/h getrennt wurden, im einen möglichst großen 

Teil aller Lymphozyten zu erfassen. 
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Abb.17 Verteilung langsam sedimentierender Knochenmarkszellen (2,7 bis 
4,0 mm/h) aus thymektomierten, letal bestrahlten und FLC-rekon-
stituierten Ratten mit verschiedenen Oberflächenantigenen in 
der Zellelektrophorese 
Die Differenzierungsantigene wurden in Cytotoxizitätstest und 
direkter Immunfluoreszenz nachgewiesen. Die Auswertung erfolg-
ten mit Thymus und Lk-Zellen als Kontrolle im Parallelansatz. 

Der Hauptteil an langsam sedimentierenden Knochenmarkszellen wanderte un-

verändert mit sehr niedriger EB. 

Beim Vergleich der Volumenhistogramme des L-Bereiches (Abb.18) zeigte 
sich, daß die dominierende Lymphozytenpopulation im Knochenmark normaler 



Abb.18 Volunenhistogranme der Fraktion 52 aus der Elektrophorese lang-

sam sedimentierender Knochenmarkszellen (2,7 - 3r7 bzw. 2,7 -

4r7 mm/h) von normalen (-) und thymektomierten-letal bestrahlten-

FLC-rekonstituierten (—) Tieren 

und thymusloser Ratten nicht nur in Sedimentationsgeschwindigkeit und EB, 

sondern auch im Volumen übereinstimme. Die rekonstituierten Tiere ent-

hielten in diesem Bereich der Trennung jedoch offensichtlich einen höheren 

Anteil an größeren Zellen. 

4.2 Oberflächenantigene 

Um das Vorkommen der verschiedenen charakterisierten Knochenmarkslympho-

zyten in thymektomierten, letal bestrahlten und FLC-rekonstituierten 

Ratten zu untersuchen, wurden die Fraktionen der Elektrophorese auf Ober-

flächenantigene getestet. 

Die Mehrzahl der Knochenmarkslymphozyten, die langsam sedimentiert, er-

wies sich als Thy-1-positiv (Abb.17). B-LWhozyten, erkannt an dem 



Besitz von RBLA, zeigten wieder mittlere EB und waren gegenüber norma-
len Tieren vermehrt. Keine Zellen mit dem T-Zell-Antigenen RTLA oder 
RHLA konnten gefunden werden. 

An Zellen aus dem M- und H-Bereich, sowie aus dem Ausgangsmaterial für 

die Zellelektrophorese wurden Doppelmarkierungen vorgenommen. In der Im-

munfluoreszenz wurde so ein gleichzeitiges Auftreten verschiedener Ober-

flächenantigene auf den Zellen untersucht (Tab.3). 

Bei diesen Versuchen war es wichtig, zu klären, ob die in den thymus-

losen und bestrahlten Tieren gebildeten Lymphozyten wirklich aus den in-

jizierten fetalen Leberzellen (FLC) hervorgegangen waren. Wie Tabelle 3 

zeigt, hatten über 90% der Zellen das Histokompatibilitätsantigen H-1n, 

das sie als Abkömmlinge der FLC ausweisen. Ober die Hälfte der langsam 

sedimentierenden Knochenmarkszellen trug gleichzeitig das Thy-1 Antigen. 

Diese Lymphozyten hatten sich also aus Stammzellen entwickelt, ohne den 

Einfluß eines Thymus. 

RBLA- und Oberflächen-Ig-tragende Zellen waren gegenüber normalen Ratten 

in ihrem Anteil erhöht, zumindest im M-Bereich der Elektrophorese. Auch 

in den rekonstituierten Tieren trugen kleine Knochenmarkslymphozyten ent-

weder B-Zell-spezifische Antigene oder den Thy-1-Komplex, nicht beide 

Differenzierungsantigene gleichzeitig. Außerdem unterschieden sich die 

RBLA-positiven von den Thy-1-positiven Lymphozyten noch in der EB (siehe 

auch Abb.17). Wieder etwa die Hälfte der Thy-1-positiven Knochenmarkslympo-

zyten zeigte auch das andere Thymusantigen: RThyA. Zwei verschiedene 

"thymusspezifische" Antigene wurden also auf Zellen nachgewiesen, die nie 

unter dem Einfluß eines Thymus gestanden hatten. 

Nicht nur durch den Besitz des Thy-1 Antigens sind die meisten der kleinen 
Knochenmarkslymphozyten charakterisiert, sondern auch durch die Menge 



D I R E K T E % MARKIERTE LYMPHOZYTEN 

IFMUNFUJORESZENZ IM REKONSTITUII ERTEN KNOCHENMARK 

DOPPELMARKIERUNG NACH 1 - G S E D . NACH 1 - G S E D . UND E L E K T T O P H . 

F I T C / T R I T C RKM-LY R W - L RMV- M 

H - L ^ / T H Y - 1 + 5 5 7 4 3 5 

H - L 1 * / T H Y - 1 " 4 0 2 1 6 0 

H - L 1 * " / T H Y - 1 + > 0 . 1 > 0 . 1 > 0 . 1 

S I G + / T H Y - 1 " 1 7 1 2 2 7 

S I G + / T H Y - 1 + > 0 . 1 > 0 . 1 > 0 . 1 

R B L A + / T H Y - 1 " 2 0 1 2 3 4 

R B L A + / T H Y - 1 + > 0 . 1 > 0 . 1 > 0 . 1 

RBLA" / T H Y - 1 + 5 7 7 5 3 3 

RBLA" / T H Y - 1 " 2 3 1 3 3 3 

( NORMOBLASTEN 1 5 5 2 0 ) 

R T U \ + / T H Y - 1 " 1 " > 0 . 1 > 0 . 1 > 0 . 1 

RTHYA + / T H Y - 1 + 2 6 3 3 1 9 

Tab.3 Poppelmark ierung von langsam sedimentierenden Knochenmarkszellen 

T2.7 - 4.0 mm/h) aus thymektomierten, letal bestrahlten und FLC-

rekonstituierten Ratten vor und nach Zellelektrophorese 

rKM-Ly - langsam sedimentierende Knochenmarkszellen (2,7 - 4 0 rrn/h) 
rKM-L = Fr.52-54, rKM-M = Fr.49-50 aus der Elektrophorese von KM-Ly 
(siehe Abb.17) 



dieses Differenzierungsantigens. In der Durchfluß-Cytofluorometrie mit 

FITC-markiertem anti-Thy-1 FCab'^ zeigten Knochenmarkszellen aus den re-

konstituierten Ratten weitgehend identische Fluoreszenzintensitäten mit 

den bei normalen Tieren gemessenen (Abb.14). Die geringfügige Verschie-

bung zu höheren Kanälen kann durch den kleineren Prozentsatz an Thy-1-

positiven Zellen in der untersuchten Zellprobe, und damit einer Verschie-

bung auf der Abszisse, erklärt werden. 

Die dominierende Lymphozytenpopulation des Knochenmarks konnte anhand ihr-

er charakteristischen physikalischen Größen und aufgrund des Besitzes und 

der Oberflächendichte an thymusspezifischem Antigen eindeutig im Knochen-

mark thymektomierter, letal bestrahlter und FLC-rekonstituierter Ratten 

identifiziert werden. Für diese Knochenmarkslymphozyten ist damit ihre 

Thymusunabhängigkeit bewiesen. 

5 Zellen mit Thy-1 Antigen in anderen lymphatischen Organen und ihre 

Thymusunabhängigkeit 

Schließlich interessierte die Frage, inwieweit auch die peripheren lympha-

tischen Organe Milz und Lymphknoten Lymphozyten mit thymusspezifischem 

Antigen enthalten. Es wurden Milz- und Lymphknotenzellen elektrophoretisch 

getrennt und in den einzelnen Fraktionen verschiedene Differenzierungs-

antigene in direkter Immunfluoreszenz nachgewiesen. 

5.1 Milz 

Die Abb.19 zeigt im oberen Abschnitt die typische Verteilung von Milzzellen 

in der Zellelektrophorese. Die Bijnodalität des Trennprofils kommt durch 

die Anreicherung der RTLA-positiven T-Zellen im H-Bereich, und dem deutlich 

davon abgesetzten Gipfel der RBLA-positiven B-Zellen im L-Bereich zustande. 
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Zellen mit Oberflächen-Immunglobulin (nicht gezeigt in Abb. 19) wiesen 

gleiche Verteilung wie die durch RBLA charakterisierten Lymphozyten auf, 

doch waren sie in Fraktionen höherer EB weniger zahlreich als diese. 

Nichtlynphoide Zellen, überwiegend Granulozyten, zeigten ebenso wie 

lymphoide nNullzellenM mittlere EB. 

In den am geringsten in der Elektrophorese abgelenkten Fraktionen fanden 

sich einige Zellen, die den Thy-1 Komplex auf ihrer Oberfläche trugen. Sie 

waren auch dann nachweisbar, wenn Milzzellen mit einer Sedimentationsge-

schwindigkeit zwischen 2,7 und 3,7 mm/h auf die Elektrophorese aufgetra-

gen wurden, waren daher von geringer Zellgröße. 

Ungefähr S% der Milzzellen stimmten also im Besitz von Thy-1 Antigen, in 

der sehr niederen EB und in der etwa gleichen Zellgröße mit den Thy-1-

positiven Knochenmarkslymphozyten überein. Durch ihr Vorkommen auch in 

der Milz von thymuslosen, FLC-chimären Ratten erwiesen sie sich ebenfalls 

als thymusunabhängig (Abb. 19b). Sie waren in diesen Tieren vermehrt, eben-

so wie die nichtlymphoiden Zellen. Eindrucksvoll dokumentierte sich das 

völlige Fehlen reifer T-Zellen in den thymektomierten, letal bestrahlten 

und FLC-rekonstituierten Tieren: Der H-Bereich des Milztrennprofils fehl-

te; RHA-positive Zellen konnten nicht gefunden werden. 

5.2 Lymphknoten 

Die elektrophoretische Trennkurve von Lymphknotenzellen aus normalen Rat-

ten war bimodal, entsprechend der Zusammensetzung im wesentlichen aus T-

und B-Lymphozyten (Abb.20a). Während im L-Bereich der Elektrophorese die 

Mehrzahl der RBLA-positiven B-Zellen auch Oberflächen-Ig besaßen (nicht 

gezeigt in Abb.20a), wurden im M-Bereich der Elektrophorese, wo die B-

Zell-Verteilung eine deutliche Schulter aufwies, vermehrt Zellen ange-
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troffen, auf denen zwar RBLA, aber kein Ig nacheisbar war. 

Es wurden auch im Lymphknoten Thy-1-positive Zellen beobachtet-. Einige, 

mit dem Erscheinungsbild kleiner Lymphozyten, wanderten im elektrischen 

Feld mit hoher EB, aber etwas langsamer als reife T-Zellen. Sie machten 

ungefähr 3% der Lymphknotenzellen aus. Andere Zellen, die ebenfalls Reak-

tion mit fluoreszenzmarkierten anti-Thy-1 Antikörpern zeigten, waren 

deutlich größer und wurden morphologisch als Lymphozyten klassifiziert. 

Doppelmarkierungsversuche brachten das erstaunliche Ergebnis, daß diese 

Zellen sowohl TRITC-gekoppelte anti-Thy-1 Antikörper als auch FITC-ge-

koppelte anti-RBLA Antikörper banden. Die meisten von ihnen besaßen zu-

sätzlich noch Oberflächen-Ig. Sie repräsentierten in normalen Ratten etwa 

der Lymphknotenzellen und hatten niedere bis mittlere EB. 

Für Objektivierung dieser beobachteten Größenunterschiede wurden Lk-Zel-

len durch 1-g Sedimentation getrennt (Abb.21). Es ergab sich ein Trenn-

profil mit einem Gipfel bei 3,5 mm/h und einer niederen, abfallenden 

Schulter zu größeren Zellen hin. Im Bereich zwischen 3,0 und 4,0 mm/h be-

fanden sich einige Lymphozyten mit Thy-1 Antigen, die nicht gleichzeitig 

Oberflächen-Ig besaßen, und die nach elektrophoretischer Trennung dieses 

Bereiches bei hoher EB wiedergefunden wurden. Ein großer Teil der Zellen 

mit einer Sedimentationsgeschwindigkeit über 4,0 mm/h trug ebenfalls das 

Thy-1 Antigen, aber gleichzeitig auch Oberflächen-Ig. In der Zellelektro-

phorese zeigten diese schnell sedimentierenden Lk-Zellen niedere EB. 

Um die Thymusabhängigkeit dieser zwei verschiedenen Thy-1-tragenden 

Zellpopulationen im Lymphknoten zu klären, wurden auch thymektomierte 

und letal bestrahlte Ratten einen Monat nach FLC-Rekonstitution unter-

sucht. Die Lymphknoten dieser Tiere waren verkleinert und ließen in der 

Zellelektrophorese, ebenso wie Knochenmark und Milz, den totalen Ausfall 
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der T-Lymphozyten deutlich erkennen CAbb.20b): Der Gipfel bei hoher EB 

fehlte ganz, und es wurden keine Zellen mit RTU gefunden. Nichtlymphoide 

Zellen traten ebenso wie bei normalen Ratten im LWhknoten nicht W Er-

scheinung. 

Fast alle Zellen trugen das B-Zell-spezifische Antigen RBLA, und die 



meisten von ihnen Oberflächen-Ig. Von den beiden Thy-1-positiven Lympho-

zytenpopulationen konnte die mit geringer Zellgröße, hoher EB und fehlen-

den B-Zell-Antigenen nicht in den thymuslosen, FLC-chimären Ratten ge-

funden werden und erwies sich daher als thymusabhängig. 

Die großen Zellen mit RBLA und Thy-1 auf ihrer Oberfläche stellten einen 

Monat nach Rekonstitution ein Drittel der Lk-Zellen dar. Zu einem später-

en Zeitpunkt war ihr Anteil geringer. Wegen ihrer Anhäufung in den Lymph-

knoten der rekonstituierten Tiere konnten die Differenzierungsantigene 

Thy-1 und RBLA auf ihnen auch im Cytotoxizitätstest nachgewiesen werden. 

Ihre Verteilung in der Zellelektrophorese schien gegenüber den anderen, 

kleinen B-Lymphozyten leicht zu höherer EB verschoben. Fast alle dieser 

Zellen hatten auch Oberflächen-Ig (nicht gezeigt in Abb.20b). Dabei war 

die Fluoreszenz mit dem FITC-markiertem anti-Ratten-Ig Antiserum deutlich 

schwächer als auf den zahlreichen kleinen B-Zellen. Beim Nachweis, daß 

die Lk-Zellen in den thymektomierten und letal bestrahlten Ratten auch 

wirklich von den injizierten Stammzellen aus fetaler Leber hervorge-

gangen waren, schien es, daß diese großen Thy-1+/RBLA+-Zellen beträcht-

lich mehr anti-H-1n Alloantiserum banden als die übrigen Lymphozyten. 

Auch in Milz und Lymphknoten der Ratte wurden also Lymphozyten mit 

thymusspezifischem Antigen gefunden. Eine geringe Anzahl von kleineren 

Milzzellen zeigt das Thy-1-Antigen, sehr niedere EB und eine Thymusun-

abhängigkeit, und stimmte so weitgehend mit der im Knochenmark domi-

nierenden Lymphozytenpopulation überein. Im Lymphknoten fanden sich eini-

ge wenige Zellen geringer Größe, die das Thy-1 Antigen trugen. Sie er-

wiesen sich durch ihre hohe EB und ihre Thymusabhängigkeit als zur T-

Zell-Reihe gehörig. Andere Lk-Zellen zeigten neben dem Thy-1 Antigen 

zusätzlich auch RBLA und Oberflächen-Ig und müssen deshalb zu den B-

Zellen gerechnet werden. Sie waren deutlich größer, hatten mittlere 



bis niedere EB und waren thymusabhängig. Den Thy-1-positiven Knochen-

marks lympho zyten ähnliche Zelle wurden im Lymphknoten nicht gefunden. 

Die Rekonstitution thymektomierter und letal bestrahlter Ratten be-

wirkte in Milz und Lymphknoten eine ausgeprägte Veränderung des An-

teils der einzelnen Zellelemente, es traten aber keine nicht schon in 

den normalen Organen nachgewiesenen Zellen auf. 



D DISKUSSION 

1 Lymphozytenpopulationen im Knochenmark der Ratte 

30-40$ der Zellen des Knochenmarks sind Lymphozyten. Sie liegen neben 

einer ganzen Reihe anderer Blutzellen verschiedenen Differenzierungs-

stadiums vor und sind selbst heterogen in Bezug auf Funktion, Reifungs-

stufe und Aktivitätsgrad. Die Untersuchung der Knochenmarkslymphozyten 

wird erheblich erschwert durch die lückenhafte Kenntnis ihrer Funktion 

und durch die komplexe Zellzusammensetzung des Knochenmarks. In der vor-

liegenden Arbeit wurde durch die Kombination zweier Zelltrennmethoden 

eine weitgehende Anreicherung einzelner Lymphozytenpopulationen erreicht, 

die durch ihre physikalischen Parameter und Differenzierungsantigene 

charakterisiert werden konnten. 

In der 1-g Sedimentation wurden kleine bis mittelgroße Lymphozyten, die 

die Hauptmenge (80-90$) aller Lymphozyten des Knochenmarks ausmachen, zu 

90$ rein von nichtlymphoiden Zellen erhalten. Diese trennten sich in der 

präparativen Zellelektrophorese weiter auf. Populationen großer lymphoider 

Zellen mit Sedimentationsgeschwindigkeiten über 3,6 mm/h wurden nicht 

weiter untersucht. Die physikalischen Trennmethoden ergaben zusammen mit 

elektronischer Partikelvolumenbestimmung Meßzahlen, mit denen verschie-

dene Zellpopulationen sehr genau beschrieben werden konnten. Sind doch 

physikalische Parameter ebenso charakteristische Eigenschaften einer 

Zelle wie Morphologie, Organlokalisation oder andere Merkmale (106,107). 

Auf den getrennten Zellen wurden mit hochspezifischen Antiseren Ober-

flächenantigene nachgewiesen und deren Menge mit der auf anderen Zellen 

verglichen. 

Mindestens sechs verschiedene Lymphozytenpopulationen konnten so im 



Knochenmark identifiziert werden, die mengenmäßig in Erscheinung 

treten (Tab.4). 

Einige Zellen (Population 6) konnten durch den Nachweis der T-Zell-
spezifischen Oberflächenantigene RTLA und RHLA und aufgrund ihrer 
hohen EB, sowie ihrer Thymusabhängigkeit, eindeutig als reife T-Lympho-
zyten klassifiziert werden. Der Literatur zufolge sind sie langlebig, 
gelangen durch Rezirkulation aus der Peripherie in das Knochenmark und 
sind dort unter anderem für die GvH (graft-versus-host)-Reaktion bei 
Knochenmarkstransplantationen verantwortlich (25-28). Versuche, durch 
Abtrennung der unerwünschten T-Zellen vom staranzellhaltigen Knochenmark 
mittels Dichtezentrifugation (108), 1-g Sedimentation (109,110) oder 
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Zellelektrophorese (21) diese Abstoßung des Empfängers durch das Trans-
plantat zu vermeiden waren insbesonders für die humane Knochenmarkstrans-
plantation bisher nur wenig erfolgreich. Die hier erstmals beschriebene 
Kombination von Zellsedimentation und Zellelektrophorese zur Trennung 
von Knochenmark könnte größeren Erfolg versprechen. 

Die durch RBLA charakterisierten B-Lymphozyten (Populationen 3 und 4) 

wiesen große Heterogenität auf. Sie enthielten zwei Volumenpopulationen, 

zeigten in der Zellelektrophorese eine asymmetrische Verteilung im Be-

reich niederer bis mittlerer EB und unterschieden sich in Volumen, Menge 

und Anordnung von Oberflächen-Ig. Sie stellen wohl verschiedene Reifungs-

stufen von B-Lymphozyten dar (10,11). Vor allem diejenigen RBLA-positiven 

Zellen, bei denen kein Immunglobulin auf der Oberfläche nachweisbar war 

und die etwas höhere EB zeigten können in Analogie zur Maus (11,53,111) 

als unreife B-Zell Vorläufer angesehen werden. 

Der Hauptteil der Knochenmarkslymphozyten aber trug weder T- noch B-Zell-
spezifische Antigene und kann daher als "Nullzellen" bezeichnet werden 
(10-12). Auf den meisten dieser Zellen war jedoch der Thy-1 Antigen-
komplex nachweisbar. Die wenigen Nullzellen denen auch dieses Differen-
zierungsantigen fehlte (Population 5) zeigten mittlere EB und wurden 
auch in thymuslosen Ratten beobachtet. 

Die meisten "Nullzellen", etwa 70% der Knochenmarkslymphozyten waren durch 

geringe Größe, niedere EB und durch den Besitz des Thy-1 Antigens charak-

terisiert (Population 1 und 2). Sie werden im folgenden als eine Popu-

lation behandelt, obgleich 1/8 dieser Zellen ein etwas höheres Volumen 

und etwa die Hälfte zusätzlich das vom Thy-1 Komplex unabhängige thymus-

spezifische Antigen RThyA aufweist. Bei einem Anteil von Lymphozyten am 

Knochenmark von 30-40% stellen die Thy-1-positiven Zellen als dominierende 



Lymphozytenpopulation in diesem Organ eine beachtliche Zellmasse dar. 

Sie bildeten den Hauptgegenstand der vorliegenden Untersuchungen. 

2 niP dominierende, Thv-1-positive Lymphozytenpopulation des Knochen-

marks 

Thymusantigen-tragende Zellen im Rattenknochenmark wurden zuerst von 

Zeiller und Dolan nach elektrophoretischer Trennung (34) und später von 

Williams (35), Hunt et al. (112) und Ritter et al. (113) an ungetrenntem 

Knochenmark beschrieben. Da viele Messungen, wie die B e s t « von Anti-

genmengen durch Absorptionsstudien und Cytofluorometrie oder die Volumen-

analyse, nur an hochangereicherten Zellpopulationen sinnvoll durchführbar 

sind, wurde in der vorliegenden Arbeit eine zweidimensionale Zellsepa-

ration angewendet. Dadurch wurde eine Isolierung und genauere Charkteri-

sierung dieser Lymphozyten möglich. 

Daß es sich bei dem Nachweis von Thy-1 auf diesen Knochenmarkslymphozyten 

nicht nur um eine Kreuzreaktion mit dem Thy-1 Antigen handelte, ergab 

sich aus der Verwendung von Antiseren mit Spezifität gegen verschiedene 

antigene Determinanten des Thy-1 toleküls (85,86). Artspezifische, nicht-

artspezifische und rassenspezifische Antigendetermnanten des Thy-1 Kom-

plexes waren gleichermaßen auf den Knochenmarkslymphozyten vorhanden. 

im Gegensatz zur Maus tragen in der Ratte reife T-Zellen das Thy-1 Anti-

gen nicht (84,86,114). Daher wirft das Vorkommen des Thy-1 Antigens 

auf Lymphozyten außerhalb des Thymus die Frage auf, inwiefern der Thymus 

für dieses "thymusspezifische" Antigen eine Rolle spielt. Die Thymusab-

hängigkeit der beobachteten Zellen konnte an thymektomierten, letal be-

strahlten und rekonstituierten Tieren untersucht werden. Durch die Ver-

wendung fetaler Leberzellen für die Rekonstitution wurde sichergestellt, 



daß nur Zellen in die bestrahlten Ratten injiziert wurden, die nie Kontakt 

mit einem Thymus gehabt hatten. Entsprechend wurden in den FLC-chimären 

Ratten keine reifen T-Zellen in Knochenmark, Milz und Lymphknoten be-

obachtet, im Gegensatz zu dem allgemein üblichen Chimärismus mit Knochen-

mark (39,115,116). 

Der Nachweis von Histokompatibilitätsantigen der injizierten Stammzellen 

auf den untersuchten Lymphozyten zeigte den Erfolg eines echten Chimäris-

mus. Alle der hier untersuchten Zellen stammten von den fetalen Leber-

zellen ab und waren ohne Beteiligung eines Thymus.entstanden. Diese Kon-

trolle war von Wichtigkeit, da bestrahlungsresistente Wirtzellen teil-

weise und zumindest vorübergehend T-Zell-Funktion wiederherstellen können 

(39,117). Die kleinen, Thy-1+ Knochenmarkslymphozyten waren auch in den 

rekonstituierten Tieren vorhanden und erwiesen sich so als thymusunab-

hängig. Ihre Identität mit den im normalen Knochenmark beobachteten Zellen 

erstreckte sich auf alle gemessenen physikalischen Parameter und auf Be-

sitz und Menge an Differenzierungsantigenen. 

Durch das Fehlen der T- oder B-Zell-spezifischen Antigene RTLA, RHLA und 

RBLA, sowie von Oberflächen-Ig, und durch die geringere EB unterscheiden 

sich diese Lymphozyten deutlich von reifen T- oder B-Zellen. Durch das 

Fehlen von RTLA und in der Menge an RThyA und Thy-1 Antigen sind sie 

weiterhin verschieden von allen T-Reifungsstadien des Thymus. Kortikale 

Thymozyten haben ähnliches Volumen und gleiche EB, zeigten aber eine 7 

mal höhere Absorptionskapazität für RThyA- und Thy-1-spezifische Anti-

körper. Nicht nur die Thy-1 Antigenmenge sondern auch die Antikörper-

bindungskonstante schien für die Knochenmarkslymphozyten eine andere 

zu sein, wie die Cytofluorometrie ergab. 



3 Thy-1-positive L^hnzvlen in Milz und Lymphknoten 

Nach der Charakterisier^ dieser Knochenmarks lympho zyten wurde die Frage 

untersucht, inwieweit auch in anderen lymphatischen Organen der Ratte Zel-

len mit Thy-1 Antigen verkoken. Dabei wurden in Milz und Ly^hknoten 

ebenfalls Lymphozyten mit diesem Antigen gefunden, doch nur in geringer 

Zahl (Tab.5). 

Nur die in der Milz gefundenen Thy-1-positiven Zellen stiften auch in 
Größe, EB und ihrer Thymusabhängigkeit mit der Knochenmarkszellpopulation 

überein. Im Lymphknoten dagegen fanden sich zwei andere Lymphozytenpopu-
lationen mit diesem Antigen: kleine, elektrophoretisch schneller wandern-
de Zellen können aufgrund der Thymusabhängigkeit der T-Zellreihe zugeordnet 
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werden; große lymphoide Zellen mit höherer Sedimentationsgeschwindigkeit 

und mittlerer EB zeigten neben Thy-1 auch RBLA und Oberflächen-Ig und 

sind daher zu den B-Zellen zu zählen. 

Das Thy-1 Antigen ist demnach in der Ratte keinesfalls spezifisch für 

Zellen der T-Zellreihe. 

4 Einordnung der dominierenden Lymphozytenpopulation des Knochen-

marks 

Eine Klassifizierung der dominierenden Lymphozytenpopulation des Ratten-

knochenmarks in die T- oder B-Zellreihe mittels verfügbarer Differenzierungs-

antigene, wie RTLA, RHLA, RBLA Thy-1 und RThyA, erwies sich so als nicht 

möglich. Wie sind diese Zellen dann einzuordnen? 

Es könnte sich bei ihnen um unreife Vorstufen von T- oder B-Zellen handeln. 

Im folgendem sollen deshalb die hier besprochenen Zellen den aus der Litera-

tur verfügbaren Ergebnissen über Lymphozytendifferenzierungsstufen im 

Knochenmark gegenübergestellt werden. 

4.1 Vergleich mit Stammzellen 

Die unreifsten Stufen der Lymphopoese sind die Stammzellen, die durch 

ihre Fähigkeit charakterisiert sind, Ursprung für eine Reihe verschie-

dener Blutzellarten zu sein und sich laufend selbst nachzubilden. Wirklich 

tragen die Stamnzellen aus dem Knochenmark der Ratte im Gegensatz zur 

Maus Thy-1 Antigen (23,18). Doch in den Fraktionen der Zellsedimentation 

und Zellelektrophorese, in denen die kleinen, Thy-1-positiven Knochen-

markslymphozyten angereichert waren, lagen milzkoloniebildende Zellen 

(CFU-S) jeweils verdünnter vor als im Ausgangsmaterial, d.h. Stammzellen 

besitzen höhere Sedimentationsgeschwindigkeit und EB, wie es auch für 



die Maus beschrieben worden ist (19-21). 

Ferner werden im Unterschied zu den Stamnzellen die kleinen Knochenmarks-

lymphozyten aus großen Zellen (transitional cells) nachgebildet und 

nicht aus sich selbst (12,13), und sie schienen aufgrund des äußerst 

geringen DNS-Stoffwechsels in den entsprechenden Fraktionen eher eine 

nicht-proliferierende Zellpopulation darzustellen. Schließlich liegt die 

geschätzte Anzahl von Stamnzellen bei unter U des Knochenmarks (2,22-24). 

Bei der dominierenden Lymphozytenpopulation des Knochenmarks kann es sich 

demnach nicht un Stainmzeilen handeln. 

4.2 Vergleich mit B-Vorläuferzellen 

Einige Autoren sehen diese Knochemarkslymphozyten als Vorstufen der Ii-

Zellen an. in der Maus wurde gefunden, daß die B-Zell-Entwicklung über 

"Nullzellen" abläuft, wie es ja auch hier besprochenen Zellen darstellen, 

in denen erst intrazelluläres Ig und später gleichzeitig Oberflächen-Ig 

gefunden wird, bis schließlich Immunglobulin nur mehr auf der Zellober-

fläche nachweisbar ist (71,72). Kürzlich wurde beschrieben, daß ein 

großer Teil der H.y-1-positiven Zellen des Rattenknochenmarks zusätzlich 

auch Oberflächen-Ig trage und es sich daher bei diesen Zellen an Zwischen-

stufen in der B-Zell-Reifung handeln müsse (112,113). Die Autoren schlu- + 

gen folgendes Schema der B-Zell-Differenzierung vor: Thy-1+ Ig'-Thy-I Ig 

„Thy-r lg+ . Nach Anreicherung ^y-1-positiver Zellen mittels Fluores-

zenzaktiviertem -Zellsorter und Injektion in bestrahlte Tiere wurden 

einen Monat später B-Zellen beobachtet, die Nferkmale der Spenderzellen 

trugen (112). 

Doch dieser Versuchsansatz kann nicht als Test für B-Vorläuferzellen an-

gesehen werden, da auch pluripotente Stamnzellen, die b e k a n n t e t 



Thy-1-positiv sind, nach dieser Zeit zur Bildung reifer B-Zellen geführt 

haben können. Einen Großteil (45%) der Thy-1+ Ig+ -Zellen beschrieben 

die Autoren als "große" Zellen. In der vorliegenden Arbeit konnte an 

getrennten Knochenmarkszellen daä gleichzeitige Auftreten von Thy-1 

Antigen und Oberflächen-Ig auf den mengenmäßig überwiegenden, kleinen 

Lymphozyten ausgeschlossen werden. Es bleibt offen, inwieweit im Kno-

chenmark auch große Lymphozyten mit Thy-1 und Immunglobulin sowie RBLA 

auf der Oberfläche vorkonmen, wie sie in Lymphknoten identifiziert wurden, 

da Zellen mit einer Sedimentationsgeschwindigkeit größer als 4 mm/h we-

gen des Überwiegens nichtlymphoider Zellen hier nicht weiter untersucht 

wurden. Die hier beschriebenen kleinen, langsam sedimentierenden Kno-

chenmarkslymphozyten sind jedenfalls nicht mit den von den zitierten 

Autoren beobachteten und als Prä-B-Zellen interpretierten Thy-1+ Ig+-

Zellen in Einklang zu bringen. 

Neben der unterschiedlichen Zellgröße dürften auch methodische Gründe 

für die Diskrepanz der Beobachtungen verantwortlich sein. So war das 

hier verwendete Antiserum gegen Ratten-Ig ausgiebig mit Thymozyten ab-

sorbiert, weil anti-Ig Antiseren mit Thymozyten kreuzreagieren können 

(119,120). Es wurde eine F(ab')2-Präparation der Antikörper eingesetzt 

und in direkter Inmunfluoreszenz ausgetestet, wobei auch die von den 

anderen Autoren (112,113) beschriebene Fluoreszenz nichtlymphoider 

Zellen nicht beobachtet wurde. Ebenso scheint die Absorption des anti-

Thy-1 Antiserums mit Lymphknotenzellen von wesentlicher Bedeutung für 

dessen Spezifität zu sein. 

Auch folgende Befunde sprechen gegen die Einordnung der kleinen, Thy-1-

positiven Knochenmarkslymphozyten als B-Zell-Vorläufer. Es konnten in 

ihnen kein intrazelluläres Immunglobulin nachgewiesen werden, das in 



unreifen B-Zellen beobachtet wird (71,72). Ferner fehlte ihnen das B-Zell-

spezifische Antigen RBLA. Dieses Antigen, wie auch das analoge MBLA in 

der Maus (10,52,111), kennzeichnet nicht nur reife, sondern auch unreife 

B-Lymphozyten, was sich schon in dem Vorkommen RBLA-positiver aber Ig-

negativer Zellen im Bereich mittlerer EB der Elektrophorese von Milz, 

Lymphknoten und Knochenmark widerspiegelt. 

Die Analyse der B-Zell-Differenzierung in der Maus mit physikalischen 

Trennmethoden hat gezeigt, daß reife B-Lymphozyten aus Zellen mittlerer 

bis hoher EB entstehen, wobei die Abnahme der EB ein spätes Ereignis in 

der Reifung ist und dem Auftreten von Oberflächen-Ig nachfolgt, nicht 

vorausgeht (52-54,111). In der 1-g Sedimentation wandern B-Zell-Vorstufen, 

die in bestrahlten Mäusen eine humorale Immunantwort wiederherstellen, 

mit 5-7 nm/h (15,18). Die mengenmäßig überwiegenden, Thy-1-tragenden 

Lymphozyten des Rattenknochenmarks dagegen waren klein und langsam sedi-

mentierend (3,1 mm/h) und zeigten noch geringere EB als reife B-Zellen. 

Der Anteil von B-Vorläuferzellen im Knochenmark wird schließlich auf 

höchstens U geschätzt (10,18). 

Nach all diesen Befunden ist eine Einordnung der dominierenden Lympho-

zytenpopulation im Rattenknochenmark als B-Zellen gleich welcher Reifungs-

stufe bisher nicht gerechtfertigt. 

4.3 Vergleich mit T-Vorläuferzellen 

So ist eine Zugehörigkeit zur T-Zell-Differenzierung in Betracht zu ziehen. 

Dabei müssen Reifungsstufen vor und nach Thymuspassage unterschieden wer-

den (9,121). Eine Rolle als post-thymisch T-Vorläuferzelle scheidet durch 

den Nachweis dieser Zellen in thymektomierten, letal bestrahlten und 

rekonstituierten Ratten von vorneherein aus. Es bleibt die Möglichkeit 



der prä-thymischen T-Zell-Differenzierungsstufe. Derartige Thymozyten-

Vorläufer sind auf verschiedene Weise im Knochenmark nachgewiesen worden. 

Zum einen führt die Injektion von Knochenmarkszellen in bestrahlten 

Mäusen nach einer Latenz von 7-10 Tagen zur Repopularisierung des Thymus 

(8,122-125). Die Prothymozyten, die diese Fähigkeit besitzen, wurden als 

mittelgroße bis große Lymphozyten bestimmt (124). Weniger als 0,1% der 

injizierten Zellen sind allerdings im Thymus wiederzufinden und 100 Zel-

len scheinen auszureichen, um den gesamten Thymus wiederherzustellen (123). 

Im ungeschädigten Thymus ist der Eintritt von Zellen aus dem Knochen-

mark noch geringer (122,125). 

Ein anderer in vivo-Test für T-Vorläuferzellen ist den Nachweis von 

T-Zell-Funktionen in letal bestrahlten Mäusen nach Knochenmarkstransplan-

tation. In einem solchen System wurde für Prothymozyten eine Sedimenta-

tionsgeschwindigkeit von 5-8 mm/h ermittelt, die sie damit deutlich von 

Stamnzellen und kleinen Lymphozyten unterscheidet (121). 

Während auf Lymphozyten von angeborenermaßen thymuslosen, "nackten" 

Mäusen (nude mice) in direkter Immunfluoreszenz oder Cytotoxizitätstest 

kein Thy-1 Antigen nachweisbar ist, zeigen in indirekter Immmf luores zenz 

eine Anzahl von Knochenmarks- und Milzzellen dieser Tiere geringe Mengen 

an Thy-1 (126-128). Diese Lymphozyten sind klein, haben niedere EB und sie 

verschwinden nach Thymustransplantation. Ähnliche Zellen wurden auch in 

thymektomierten, letal bestrahlten und Knochenmark-rekonstituierten Mäusen 

gefunden, nicht aber in unbehandelten Tieren (128,129). Aus den Merkmalen 

dieser Zellen und der nachweisbaren Besiedelung eines Thymustransplantates 

mit Wirtszellen in den "nackten" Mäusen schlössen die Autoren, daß es sich 

bei den schwach Thy-1-positiven Zellen um Prothymozyten handeln müsse 

(126-128). Die hier beschribenen Knochenmarkslymphozyten, im Unterschied 

dazu, besitzen gut nachweisbares Thy-1 Antigen und sind in großer Menge 

in normalen Ratten vorhanden und in rekonstituierten Tieren eher vermin-

dert. 



Neuerdings ist es gelungen, die Umwandlung von Prothymozyten in Thymo-

zyten in vitro zu induzieren. In dem Prothymozyten-Test von Komuro und 

Boyse (5,6) kann dabei das Auftreten von Thy-1 und 5 weiteren T-Zell-

Antigenen auf Antigen-negativen Zellen aus "nackten" Mäusen oder fetaler 

Leber und Knochenmark normaler Mäuse innerhalb von zwei Stunden be-

obachtet werden. Neben 'mymusextrakten sind alle Induktoren von cAMP 

erfolgreich, wie auch mitogene Stimulierung (6,130-132). Bis zu 10t der 

Knochenmarkszellen sind induzierbar. Von anderer Seite ist eingewendet 

worden, daß es sich bei dieser Induktion eher im eine Neuverteilung 

schon vorhandener Antigene als um echte Differenzierung handelt (132, 

133). Weiter wurde der Verdacht geäußert, es könne sich in diesen in 

vitro-Versuchen eigentlich um post-thymische T-Vorläuferzellen handeln, 

selbst in den "nackten" Mäusen (121,134). Es ist vorerst unbekannt, ob 

die Thy-1-tragenden, kleinen Knochenmarkslymphozyten der Ratte oder ein 

Teil von ihnen durch ^ymopoietin und andere Substanzen induzierbar sind, 

sich in Richtung Thymozyten oder T-Zellen zu verändern. Die hier be-

schriebene hohe Anreicherung dieser Zellen und ihre Trennung von reifen 

T-Zellen ist ein guter Ausgangspunkt für derartige Untersuchungen. Vor-

versuche zeigten bisher keine Reaktion dieser Zellen. 

Ein auch für die Ratte untersuchtes Merkmal von T-Vorläuferzellen ist 

das Enzym Teiminal-Deoxynukleotidyl-Transferase (TdT, EC 2.7.7.31) (135-

138). Es wird nur im Thymus und in geringem Maße im Knochenmark ange-

troffen und könnte eine Rolle bei der Entstehung der Mannigfaltigkeit 

der Immunspezifitäten (somatic mutation) spielen. In der Maus zeigt sich 

eine Regulation der enzymtragenden Knochenmarkszellen durch den Thymus 

indem die TdT-Aktivität in "nackten" Mäusen stetig abnimmt (138). Im 

Rattenknochenmark enthalten 1-2* der Zellen TdT, sie besitzen alle das 

Thy-1 Antigen und sind zum größten Teil "große" Lymphozyten (137). 



Es kann nicht ausgeschlossen werden, daß es sich bei den kleinen, Thy-1-

tragenden Lymphozyten des Rattenknochenmarks um Vorstufen von T-Zellen 

handelt, doch sprechen die angeführten Untersuchungen über Prothymozyten 

eher dagegen als dafür. Besonders in der Zellgröße und der Menge der 

Zellen bestehen Gegensätze. Während Prothymozyten vorwiegend als große 

Zellen beschrieben werden und wenige Prozent der Knochenmarkszeilen dar-

stellen sind die in der vorliegenden Arbeit beschriebene Thy-1-positiven 

Zellen ausgesprochen klein und machen über die Hälfte der Knochenmarks-

lympozyten oder etwa 25% des Knochenmarks aus. 

4.4 "Killer"-Zellen und terminale Zellentwicklung 

Nach dem Vergleich dieser Zellen mit T- und B-Lymphozyten und ihren 

Differenzierungsstufen sollen sie nun noch den Nullzellen gegenüberge-

stellt werden, die nicht nur als unreife Lymphozyten anzusehen sind, 

sondern bei denen in neuerer Zeit auch Funktionen entdeckt wurden. So 

sind außerhalb von T-Zellen auch "KillerM-Aktivitäten von Nullzellen be-

schrieben worden. Eine Antikörper-abhängige-zellveimittelte-Cytotoxizität 

(ADCC) wird von Zellen ausgeführt, die leicht nachweisbare Fc-Rezeptoren 

besitzen, über die sie Antikörper binden und so ihre Spezifität er-

langen (139). Den hier diskutierten Knochenmarkslymphozyten fehlten da-

gegen Fc-Rezeptoren. 

Eine natürliche-zellvermittelte Cytotoxizität (NK-Aktivität) von breit 

gestreuter Spezifität gegen eine Vielzahl von Tumorzellinien ist an 

Nullzellen gebunden, bei denen nur mit verfeinerten Methoden Fc-Rezep-

toren nachgewiesen werden können und die in der Milz, aber nicht im 

Knochenmark angetroffen werden (140,141). 

Die kleinen, Thy-1-positiven Knochenmarkslymphozyten stellen zwar Null-



zellen, aber keine "Killer"-Zellen dar. Daß es sich bei ihnen um Vor-

läufer dieser NK-Zellen handelt ist jedoch nicht ausgeschlossen. 

Schließlich bleibt noch die Möglichkeit, daß die große Menge dieser 

Zellen gar keine weitere Reifung mehr erfährt, sondern im Knochenmark 

zugrundegeht. Die Beobachtung zahlreicher phagozytierter Zellkerne im 

Knochenmark weist in diese Richtung (142). Eine ähnliche Möglichkeit 

wird für die kortikale Thymozyten diskutiert (122) und im Zusanmenhang 

mit der Eliminierung "verbotener11 Lymphozytenklone gesehen. 

Überhaupt drängt sich ein Vergleich dieser Knochenmarkslymphozyten mit 

kortikalen Thymozyten auf: Eine große Anzahl sehr kleiner, eher einheit-

licher Zellen mit niederer EB wird laufend und rasch nachgebildet, ist 

selbst nicht-proliferierend und besitzt keine ersichtliche Funktion. 

Nach der Betrachtung der dominierenden Lymphozytenpopulation des Ratten-

knochenmarks im Lichte der Untersuchungen über Lymphozytendifferenzierungen 

muß jede Interpretation dieser Zellen als unreife Vorstufen von T-, B-

oder Nullzellen bisher als ungerechtfertigt und vorschnell erachtet 

werden. 

5 Nutzen der zweidimensionalen Zelltrennung 

Die hier beschriebene zweidimensionale Trennung von Rattenknochenmark 

nach Zellvolumen und -ladungsdichte erlaubte eine weitgehende Isolierung 

kleiner bis mittelgroßer Lymphozyten und deren Charakterisierung durch 

physikalische Parameter und Differenzierungsantigene. Sie eröffnet die 

weitere Erforschung dieser noch ziemlich unbekannten Zellen, insbesonders 

der dominierenden Lymphozytenpopulation. 

Schon ein Teil der hier durchgeführten Messungen wäre nur ungenau oder 



gar nicht an ungetrenntem Knochenmark möglich. Einigermaßen reine Zell-

populationen sind Voraussetzung für zahlreiche biologische und bio-

chemische Untersuchungen. In Vorversuchen zeigten die isolierten kleinen, 

Thy-1-tragenden Knochenmarkslymphozyten ein charakteristisches Rister 

der Plasmamembranproteine, das sie deutlich von anderen Lymphozyten 

unterscheidet (Dr.W.Jilg, MPI für Biochemie, persönliche Mitteilung). 

Weiterhin können supprimierte Eigenschaften, wie z. B. die mitogene 

Stimulierbarkeit von Knochenmarkslymphozyten durch Lektine, nach Sepa-

ration der verschiedenen Zellen erfaßbar werden (57). 

Eine erfolgreiche Zelltrennung kann viel dazu beitragen, eine Zuordnung 
bekannter Funktionen zu bestimmten Zellen zu erreichen. Zum anderen 
zeigte sich, wie gerade Zellen unbekannter Funktion durch die Anwendung 
von Zelltrennmethoden erfaßbar werden. 

Mit den hoch angereicherten und eingehend charakterisierten kleinen, 
Thy-1 -positiven Knochenmarkslymphozyten sollte es möglich sein, auch 
der Aufklärung ihrer Funktion näherzukommen. Nach ihrer Isolierung können 
sie gezielt in vitro oder in vivo eingesetzt werden und anhand der defi-
nierten Merkmale ihr Verbleib und ihre etwaige Veränderung verfolgt wer-
den. Ebenso erscheint die Herstellung von spezifisch gegen diese Zellen 
gerichteten Antikörper nun aussichtsreich, hängt doch die Qualität eines 
Antiserums wesentlich ab von der Reinheit der Zellen für Inmunisierung 
und Absorption. 

Gerade die Geschichte der Biochemie ist eng verbunden mit dem Versuch, 

die Bestandteile des untersuchten Systems zu separieren und anschließend 

zu charakterisieren. Auch die ersten Schritte der Lymphopoese und die 

Komplexizität des Knochenmarks sollten durch die Anwendung diesen Prinzips 

auf Zellen aufgeklärt werden können, wie die vorliegende Arbeit zeigt. 



ZUSAMMENFASSUNG 

Für eine nähere Untersuchung der Lymphozyten des Knochenmarks wurden 

Rattenknochenmarkszellen durch eine Kombination von 1-g Sedimentation 

und Zellelektrophorese zweidimensional getrennt und durch physikalische 

Parameter und Differenzierungsantigene charakterisiert. 

Mittels Zellsedimentation konnten langsam Sedimentierende, kleine bis 

mittelgroße Lymphozyten weitgehend rein von nichtlymphoiden Zellen er-

halten werden. Sie stellen über 80% der Knochenmarkslymphozyten dar, 

zeigten äußerst niederen DNS-Stoffwechsel, enthielten Stammzellaktivität 

nur in geringem Ausmaß, besaßen kein intrazelluläres Immunglobulin und 

nur sehr wenige der Zellen hatten Fc-Rezeptoren. Diese Lymphozyten konnten 

durch Zellelektrophorese weiter aufgetrennt werden. 

Nach elektronisch gemessenem Zellvolumen und durch Ininunfluoreszenz und 

Cytotoxizitätstest bestirntem Besitz von Oberflächenantigenen ließen 

sich mindestens 5 Lymphozytenpopulationen unterscheiden. Einige Zellen 

erwiesen sich aufgrund ihrer hohen elektrophoretischen Beweglichkeit 

(EB) und der Reaktion mit T-Zell-spezifischen Antiseren als reife T-

Lymphozyten. B-Zellen, wahrscheinlich verschiedener Reifungsstufe, mit 

unterschiedlichem Volumen und Gehalt an Oberflächen-Ig wurden im Bereich 

mittlerer EB anhand eines B-Zell-spezifischen Antiserums identifiziert. 

Die weitaus größte Menge der Knochennarkslymphozyten aber zeigte geringe 

Größe, niedere EB und den Thy-1 Antigenkomplex. Ein Teil von ihnen besaß 

noch ein weiteres thymusspezifisches Antigen, RThyA, und etwas größeres 

Volumen. 

Die Thymusabhängigkeit dieser Zellen wurde in thymektomierten, letal be-

strahlten und mit fetaler Leber rekonstituierten Ratten untersucht, wobei 



die beobachteten Zellen ihre Herkunft von den Spender-Stairmzellen an 

ihren Histokompatibilitätsantigenen erkennen ließen. T-Zellen fehlten 

uiesen Tieren völlig; die kleinen, Thy-1-positiven Knochenmarkslymphozyten 

dagegen erwiesen sich als thymusunabhängig. Ähnliche Zellen wurden in ge-

ringer Zahl in der Milz gefunden, nicht jedoch in Lymphknoten, wo zwei 

andere, mengenmäßig kleine Lymphozytenpopulationen Thy-1 trugen. 

Doppelmarkierungsversuche zeigten, daß die dominierenden Lymphozyten-

population des Rattenknochenmarks zwar Thy-1 Antigen, aber nicht T- oder 

B-Zell-spezifische Antigene trägt. Thymozyten können 7 mal mehr anti-Thy-1 

Antikörper binden als diese Zellen und mit anderer Affinität, wie sich 

in Absorptionsstudien und Durchfluß-Cytofluorometrie ergab. Auch die 

Quantität an RThyA war auf den Knochenmarkslymphozyten wesentlich ge-

ringer als auf Thymozyten. So unterscheiden sich diese Zellen deutlich 

von reifen T- und B-Zellen oder Thymozyten. 

Der Vergleich mit der Literatur ergab, daß diese kleinen, Thy-1-positiven 

Knochenmarkslymphozyten aufgrund ihrer Anzahl, physikalischen Parameter 

und Differenzierungsantigene ebensowenig mit Stamnzellen oder den bis-

her beschriebenen T- und B-Vorläuferzellen identisch sind. Deswegen er-

scheinen Versuche, diese Zellen in die T- oder B-Zellreihe einzuordnen 

bisher als ungerechtfertigt und ihre Rolle muß weiterhin als ungeklärt 

angesehen werden. Die hier erzielte hohe Anreicherung dieser Zellen 

und ihre eingehende Charakterisierung eröffnen neue Möglichkeiten ihrer 

Erforschung. 
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