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Phosphatase

Aqua demineralisata

Aqua destillata
3-Hydroxy-2'-methyl-2-naphthanilidin
Adenosintriphosphat
Adenosintriphosphatase

Barium

Basophiler Granulozyt

absolute Anzahl basophiler Granulozyten
prozentualer Anteil basophiler
Granulozyten

integrales Membranprotein

burst forming unit

burst forming unit erythrocyte

burst forming unit megakaryocyte
N-butanoyl-L-homoserine lactone
bacterial permeability-inducing protein
Chromatin

Komplementfaktor

GPI-linked glycoprotein

Calcium

carbohydrate antigen 125

zyklisches Adenosinmonophosphat
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cluster of differentiation
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CFU-MK
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CFU-S
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CSF-Meg
Cu

Da
DNA
DAPI
DAS
DB
DBA
Dm
Dp
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EC
ECA
ECGF
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EDN
EDTA
eG
EGF
EK
Eo
EOI
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EPO
ER
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colony forming unit monocyte
colony forming unit megakaryocyte
colony forming unit neutrophil
colony-forming-unit spleen/pluripotente
Stammzelle

colony forming unit T-lymphocyte
Chlor
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Concanavalin Agglutinin
carbohydrate recognition domain
Kreatinin
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colony stimulating factor megakaryocyte
Kupfer
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Dalton

Desoxyribonukleinsaure
4',6-Diamidin-2-phenylindol
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Dolichos biflorus Agglutinin
Doppelmembran

Diaphragma pori
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IgE-binding protein

Echinozyt
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Erythrina cristagalli Agglutinin
endothelial growth factor
eosinophiles kationisches Protein
eosinophil-derived neurotoxin
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epidermal growth factor
Einschlusskdrperchen
Eosinophiler Granulozyt

absolute Anzahl eosinophiler Granulozyten
prozentualer Anteil eosinophiler
Granulozyten

eosinophile Peroxidase
endoplasmatisches Retikulum
Erythrozyten

sekundére Granula mit extrahiertem Inhalt
filamentos

Fluoreszenz
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Fc
fgRP
FITC
FMLP
fRP
Fuc

G

GA

Gal
Gal-1
Gal-3 fl
Gal-3 tr
Gal-8
Gal-9
GalNAc
G-CSF
GEMM

GEMML

ggRP
Gl
Glc/GLC
GlcNAc
GLDH
GM

GM1
GM-CSF

Gr

gr
GRAN
GRIFIN
gRP
GSL-1
GTP
GTPase
H
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HA
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HCI
H.E.
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HKT
HLA
H-Ras
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Fluoresceinisothiocyanat
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Fukose
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Golgi-Apparat

Galaktose

Galektin-1
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Galektin-8

Galektin-9

N-Acetylgalaktosamin

granulocyte colony-stimulating factor
Vorlauferzelle fir Granulozyten,
Erythrozyten, Monozyten, Megakaryozyten
Progenitorzelle fir Granulozyten,
Erythrozyten, Megakaryozyten, Monozyten
und Lymphozyten

groRe, granulare Reaktionsprodukte
Glykogen

Glukose

N-Acetylglukosamin
Glutamat-Dehydrogenase
Vorlauferzelle fir Granulozyten und
Monozyten
monosialotetrahexosylganglioside
granulocyte-monocyte colony-stimulating
factor

Granulomer

granular

Granulozyt

galectin related inter fiber protein
granulare Reaktionsprodukte
Griffonia simplicifolia | Agglutinin
Guanosintriphosphat
Guanosintriphosphatase

Hyalomer

Wasserstoffperoxid

Aktin im Hyalomer

Hamoglobin

Heterochromatin

Kochsalz

Hamalaun-Eosin

Histidin

Hamatokrit

human leukocyte antigen

transforming protein 21 (GTPase)

L-1

L-14
L-29
Lamp-1
LCA
LEU
IsG
LTA
LTB4
Ly/LY
LY |
LY Il
Lyp
Lys

MAA
Mac-2
MAG
Man
MBP
MCH
MCHC

M-CSF
MCV
Min.
Mg
MHC

human regulatory protein Q
hematopoietic stem cell

heat shock protein

Heimtier

Interferon y

Immunglobulin

Interleukin

Kalium
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V-Ki-ras2 Kirsten rat sarcoma viral
ocnogene homolog
Transmembranprotein der L1-
Proteinfamilie

ribosomales Protein L-14
ribosomales Protein L-29
lysosomal associated membrane protein 1
Lens culinaris Agglutinin
Leukozytenanzahl

langliche sekundare Granula
Lotus tetragonolobus Agglutinin
Leukotrien B4

Lymphozyt

Absolute Anzahl der Lymphozyten
Prozentualer Anteil der Lymphozyten
primare Lysosomen

sekundare Lysosomen

mannlich

Mitochondrien

Maackia amurensis Agglutinin
macrophage galactose-specific lectin-2
myelin-associated glycoprotein
Mannose

major basic protein

mean corpuscular hemoglobin
mean corpuscular hemoglobin
concentration

monocyte-specific colony stimulating factor
mean corpuscular volume
Minuten

Magnesium

major histocompatibility complex
mannlich kastriert

Membran

Mangan

Membrana nuclearis externa
Membrana nuclearis interna
Monozyt

absolute Anzahl der Monozyten

prozentualer Anteil der Monozyten
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MP20
MPS
mRNA
mSufu
MT

Mt
MUC1-D
N

Na
NADPH
Neu
NEU I
NEU Il

NeuNAc
NG2

NM

NP

NUC
OCA-B
OCs

PA

PAF
PAP
PAS
PA-TCH-SP

Pb
PBS
Pcip
PDGF
pG
PHA-E
PHA-L
PIAS1
PNA
PP-13
Pr

Ps
PSA

RCA
rER
RET I
RET Il
rG

Rh

Ri

rl

intrinsic membrane protein
mononukledres Phagozytensystem
messenger ribonucleic acid

mouse suppressor of fused

Masttier

Mikrotubulus

Human mucin 1 D

Normoblast

Natrium
Nicotinamiddinukleotidphosphat
Neutrophiler Granulozyt

absolute Anzahl neutrophiler Granulozyten
prozentualer Anteil neutrophiler
Granulozyten
N-Acetylneuraminsaure

type 1 transmembrane protein
Neuraminidase

neutrophil peptide

Nukleolus

B-cell specific transcription coactivator
open canalicular system

Aktin in den Pseudopodien
Plattchen-aktivierender Faktor
Peroxidase-Anti-Peroxidase
periodic-acid-Schiff
periodic-acid-thiocarbohydrazid-silver
proteinate

Blei

phosphate buffered saline
immunomodulatory protein

platelet derived growth factor
primare Granula

Phaseolus vulgaris Agglutinin Erythro
Phaseolus vulgaris Agglutinin Leuco
Proteinligase

Peanut Agglutinin

Plazentaprotein 13

Polyribosomen

Pseudopodien

Pisum sativum Agglutinin
Retikulozyt

rot

Ricinus communis Agglutinin

raues endoplasmatisches Retikulum
absolute Anzahl der Retikulozyten
prozentualer Anteil der Retikulozyten
reife Granula

Rhesus

Ribosomen

rotlila

RNA
RP
RPTPB

SBA
Sek.
sG
SJA
SNA
Spn
St
Std.
SWC
TCR
tG
TGF-8
THR
Thr
Thy-1
Tim-3

TNFa
TRITC
TTF-1
UEA-1
uG
UREA
UTP

VAA

WGA
WGAs

wk

Za
Zika
ZK
M
Zn
ZP

Ribonukleinsaure
Reaktionsprodukt

receptor-type protein-tyrosine phosphatase
Spharozyt

Soybean Agglutinin

Sekunden

sekundéare Granula

Sophora japonica Agglutinin
Sambucus nigra Agglutinin
Spatium perinucleare
Stomatozyt

Stunde/Stunden

swine workshop cluster
T-Zell-Rezeptor

tertidre Granula

B-transforming growth factor
Thrombozyten

Thrombozyt

CD 90

T-helper type 1 specific cell-surface
molecule

Tumornekrosefaktor a
Tetramethylrhodaminisothiocyanat
Thyroidaler Transkriptionsfaktor 1
Ulex europaeus | Agglutinin
unreife Granula

Harnstoff

Uridintriphosphat

Vakuole

violett

Viscum album Agglutinin
weiblich

Wheat germ Agglutinin

Wheat germ Agglutinin succinyliert
weiblich kastriert

Zisternen

Zytoplasmaauslaufer
Zimmermann-Kaninchen
Zellkern

Zellmembran

Zink

Zytoplasma
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Kapitel 1

1 EINLEITUNG

Das domestizierte Kaninchen stammt vom européischen Wildkaninchen (Orycfolagus cuniculus) ab
und gehort zur Ordnung der Hasenartigen (Lagomorpha). Es ist eine in vielen Bereichen sehr gut
erforschte Tierspezies. Bereits Mitte des 19. Jahrhunderts wurden die Blutzellen des Kaninchens von
Paul Ehrlich eingehend untersucht. Schon damals konnte ein Unterschied in der Anfarbung der
neutrophilen Granulozyten von Kaninchen und anderen Tierspezies beobachtet werden. Um 1900
begann man mit der Blutgruppenforschung des Menschen, der ein Jahr spater Untersuchungen der
Blutgruppen beim Kaninchen folgten. In der zweiten Halfte des 20. Jahrhundert studierten viele
Forscher die enzymatischen und ultrastrukturellen Eigenschaften der Blutzellen des Kaninchens. Bis
heute werden verschiedene Aspekte der Blutzellen des Kaninchens untersucht. Eine umfassende
Darstellung der funktionellen Morphologie der Blutzellen fehlt jedoch. Zudem wurden oft nur einzelne
Blutzelltypen, wie z.B. die Thrombozyten oder die neutrophilen Granulozyten genauer betrachtet. Der
Grund hierfiur ist, dass die Thrombozyten des Kaninchens als gutes Modell fir die menschlichen
Thrombozyten angesehen werden, und Kaninchen in vielen experimentellen Untersuchungen als
Versuchstiere Verwendung finden.

Im Unterschied zu diesen Arbeiten sollten in meiner Arbeit alle Blutzellen des Kaninchens mit
modernen morphologischen Verfahren umfassend charakterisiert werden. Um eine kritische
Beurteilung der eigenen Untersuchungen und friiherer Befunde vornehmen zu kdénnen, wurde
zusatzlich eine ausfihrliche Literaturtibersicht erstellt. Flr den praktischen Teil der Arbeit wurden die
am haufigsten verwendeten Ubersichtsfarbungen durchgefiihrt, um zu sehen, ob kommerziell
erhaltliche Farbekits (Diff-Quick) vergleichbare Ergebnisse wie die wesentlich aufwandigeren
konventionellen Farbeprotokolle, wie z.B. die Farbung nach May-Grunwald oder Pappenheim, liefern.
Daran schlossen sich zytochemische Methoden zur naheren Charakterisierung der einzelnen
Zelltypen an. Eine Darstellung der Ultrastruktur der Blutzellen erfolgte  durch
transelektronenmikroskopische Untersuchungen. Mittels glykohistochemischer Untersuchungen
wurden die Kohlenhydratstrukturen der Blutzellen analysiert. Eine Differenzierung der verschiedenen
Lymphozytenpopulationen und basophiler Granulozyten war durch immunhistochemische Methoden
moglich. Weiterhin konnte mit Hilfe von immunhistochemischen Verfahren die Ausbildung des

Zytoskeletts bei den verschiedenen Blutzellen demonstriert werden.
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Kapitel 2

2 LITERATURUBERSICHT

2.1 Allgemeines zum Blut des Kaninchens

2.1.1 Zusammensetzung und Aufgaben des Blutes

Die Gesamtblutmenge eines ausgewachsenen Haussaugetieres betragt 6-8 % seines Kérpergewichts
(Kraft et al., 2005). Nach Gassmann und Lutz (2005b) macht das Blutvolumen ca. /13 der fettfreien
Korpermasse eines Tieres aus (Gassmann und Lutz, 2005b). Beim Kaninchen sind es 4,5-8,1 % der
Kérpermasse oder 55-66 mi/kg Kdérpergewicht (Hein und Hartmann, 2005; Melillo, 2007), 55,6-57,3
ml/kg Korpergewicht (Kozma et al., 1974) bzw. 55-65 ml/kg Kérpergewicht (Harcourt-Brown, 2008).
Das Blut ist eine Suspension von freien, korpuskuldren Bestandteilen, den Blutzellen, die in einer
elektrolythaltigen Proteinldsung, dem Blutplasma, schwimmen (Mosimann und Kohler, 1990, Sinowatz
und Hees, 2000). Das Blutplasma ist die fliissige Matrix des Blutes. Es besteht zu 90 % aus Wasser
und zu 10 % aus geldsten Substanzen und Feststoffen. Diese 10 % entfallen auf geldste
anorganische lonen, auf Plasmaproteine und auf organische Substanzen. Zusétzlich findet man im
Blutplasma auch noch andere Komponenten wie Enzyme, Hormone und Vitamine (Banks, 1986).
Trennt man das Blutplasma von Gerinnungsproteinen, spricht man von Blutserum (Mosimann und
Kohler, 1990).

Die zelluldren Bestandteile des Blutes sind die Blutzellen. Man unterscheidet hierbei die roten
Blutzellen, die Erythrozyten, von den wei3en Blutzellen, den Leukozyten, und von den Blutplattchen,
den Thrombozyten. Die Leukozyten stellen eine Gruppe von verschiedenen kernhaltigen Zellen dar,

zu der die Granulozyten, Lymphozyten und Monozyten gehdren (Sinowatz und Hees, 2000).
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Blut
Blutplasma Blutzellen
Wasser 90% |
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Transportstoffe Basophile

Abbildung 2.1: Zusammensetzung des Blutes

Die Aufgaben des Blutes sind sehr vielfaltig. Zum einen ist es ein wichtiges Transportmedium fir
Nahrstoffe, Stoffwechselprodukte, Wasser, Proteine, Fette und Blutzellen. Zum anderen spielt es aber
auch eine nicht unerhebliche Rolle bei der Regulation des Warme- und Saure-Basen-Haushalts
(Sinowatz und Hees, 2000, Kraft et al, 2005). Zudem ist es ein wichtiger Bestandteil des
korpereigenen Abwehrsystems, da es durch den Gehalt an Antikérpern und an Zellen des

Immunsystems an Abwehrprozessen im Koérper beteiligt ist. (Sinowatz und Hees, 2000).

2.1.2 Hamatopoese

Die Hamatopoese ist die Neubildung von Blutzellen und Blutplattchen (Sobotta und Welsch, 2006).
Sie ist ein komplexer und fein regulierter Prozess. Da alle Blutzellen eine bestimmte Lebensspanne
besitzen und ihre Anzahl im Blut bei gesunden Tieren immer weitgehend konstant bleibt, missen sie
regelmaBig neu synthetisiert werden, um den Zellpool im Blut wieder aufzufiillen (Reagan, 2008).

Die Hamatopoese findet beim Saugetier extravaskuldar im Knochenmark statt. Wahrend der
Embryonalentwicklung beginnt sie im Dottersack des Embryos. Im Verlauf der embryonalen und
fetalen Entwicklung werden nacheinander die Leber, die Milz und das Knochenmark hamatopoetisch
aktiv (Jain, 7993). Die drei Phasen der Blutbildung wahrend der intrauterinen Entwicklung werden
daher auch als megaloblastische bzw. mesoblastische, hepatolienale und medullare Blutbildung
bezeichnet (Sobotta und Welsch, 2006). Zum Zeitpunkt der Geburt ist das Knochenmark schon der

Hauptort der Blutzellproduktion. Dies setzt sich postnatal fort. Leber und Milz sind im Gegensatz zum
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Knochenmark postnatal hdmatopoetisch inaktiv, behalten aber ihr grundsétzliches hamatopoetisches
Potential, sodass sie bei Schadigung des Knochenmarks wieder aktiv werden kénnen (Jain, 7993).
Primitive Erythrozyten sind bei Sdugetieren immer grof und besitzen einen Zellkern. Der Wechsel zur
Bildung von adulten Erythrozyten ohne Zellkern beginnt wahrend der fetalen Entwicklung (Harvey,
2008). Die Leukozytenzahl ist wahrend des Fetallebens gering und steigt bis zur Geburt auf
Normalwerte an (Jain, 7993). Aktives Knochenmark findet sich perinatal und wahrend des frithen
postnatalen Lebens in nahezu allen Knochen. Diese Aktivitdt beschrankt sich aber wahrend des
adulten Lebens auf flache Knochen wie das Sternum, die Rippen, das Becken, die Wirbelkorper, die
Schadelknochen und die Epiphysen der langen Réhrenknochen (Jain, 7993).

Im Knochenmark kdénnen drei funktionelle Kompartimente bei der Blutzellbildung unterschieden
werden: das Stammzell-, das Progenitorzell- und das Precursorzellkompartiment (Gasper, 2000).

Das Stammzellkompartiment umfasst dabei die hamatopoetischen Stammzellen, die auch als
Hamozytoblasten bezeichnet werden (Sinowatz und Hees, 2000). Die Bildung der Blutzellen geht
somit von einer pluripotenten Stammzelle (HSC, engl. Hematopoietic stem cell) aus (Sobotta und
Welsch, 2006). Die pluripotente Stammzelle wird im Englischen auch als CFU-S (,,colony-forming unit-
spleen®) bezeichnet, da sie Kolonien in der Milz von letal bestrahlten Mausen bilden kann (Parmley,
1988, Jain, 1993). Sie ist in der Lage, sich selbst zu erneuern und zu differenzieren (Sobofta und
Welsch, 2006) und alle Zellen des lymphohédmatopoetischen Systems hervorzubringen (Parmley,
1988, Sinowatz und Hees, 2000). Die meisten pluripotenten Stammzellen befinden sich in der Go-
Phase des Zellzyklus, nur wenige sind mitotisch aktiv. Morphologisch gleichen sie sich und kénnen
nicht von kleinen Lymphozyten oder anderen Zellen mit einem hohen Kern-Zytoplasma-Verhaltnis,
prominenten Nukleoli und basophilem Zytoplasma ohne Granula unterschieden werden (Gasper,
2000). Sie besitzen keinen Golgi-Apparat, kaum endoplasmatisches Retikulum und nur sehr wenige
Lysosomen (Sinowatz und Hees, 2000).

Aus der pluripotenten Stammzelle entwickeln sich zunachst oligopotente, dann bipotente und
schliellich unipotente  Progenitorzellen (Sinowatz  und  Hees, 2000), die zum
Progenitorzellkompartiment gehoéren. Sie koénnen von den pluripotenten Stammzellen durch
eingeschrénkte Differenzierungs- und Proliferationsméglichkeiten unterschieden werden (Gasper,
2000). Die Progenitorzellen sind differenzierte und determinierte Zellen, die man auch morphologisch
kaum von den pluripotenten Stammzellen unterscheiden kann. Unter dem Einfluss des
Stammezellfaktors (CSF) bildet sich zunachst aus der pluripotenten Stammzelle die Progenitorzelle flr
Granulozyten, Erythrozyten, Megakaryozyten, Monozyten und Lymphozyten (GEMML), also fur alle
Blutzelltypen (Sobofta und Welsch, 2006). \Von dieser Zelle gehen zwei Hauptdifferenzierungslinien
aus, die lymphoide und die myeloide Zellreihe (Gassmann und Lutz, 2005a). Die Vorlauferzelle der

myeloischen Reihe wird auch als myeloische Stammzelle oder GEMM (Vorlauferzelle fir
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Granulozyten, Erythrozyten, Monozyten und Megakaryozyten) bezeichnet (Sobofta und Welsch,
2006). Die GEMM ist Ausgangspunkt fir je eine Zelllinie zu Megakaryozyten und Erythrozyten und
einer weiteren zu Monozyten und Granulozyten (GM). Die lymphatischen Vorlauferzellen hingegen
fihren zur Bildung von T- und B-Lymphozyten (Sobofta und Welsch, 2006).

Die Progenitoren werden abhangig von ihrem Verhalten in Kulturmedien als CFU (,colony-forming-
unit) oder als BFU (,burst-forming-unit) bezeichnet. Unter der CFU versteht man dabei die Bildung
von Kolonien (mehr als 50 Zellen) durch die Tochterzellen der Progenitorzelle nach
Wachstumsstimulation. Die BFU sind Tochterzellen, die Kolonien mit mehreren Zentren bilden
(Sinowatz und Hees, 2000).

Das Zellkompartiment der Precursorzellen kann in einen Teilungs-, Reifungs- und Speicherpool
unterteilt werden. Es schliel3t zelllinienspezifische Blastzellen und ihre Abkémmlinge ein. Diese Zellen
kénnen morphologisch sehr gut voneinander unterschieden werden. Sie sind unipotent mit fehlender
Fahigkeit zur Selbsterneuerung. Alle Precursorzellen befinden sich auerdem in der aktiven Phase
des Zellzyklus (Gasper, 2000).

Morphologisch kénnen sie bestimmten hamatopoetischen Zelllinien zugeordnet werden. Sie
differenzieren sich zu den reifen Blutzellen, den sogenannten Effektorzellen, die eine begrenzte
Lebenszeit haben und ihre spezifischen Aufgaben, mitunter auch durch Auswanderung ins Gewebe,
erfillen (Sinowatz und Hees, 2000). Auf die einzelnen Precursorzellen wird im Kapitel 2.2
»Charakterisierung der einzelnen Blutzellen“ noch naher eingegangen.

Die Hamatopoese ist in der folgenden Abbildung graphisch dargestellt:
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Abbildung 2.2: Ablauf der Himatopoese
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2.1.3 Spezielle Himatologie des Kaninchens

Kaninchen besitzen ebenso wie Rinder, Schweine, Ratten, Mause und Hihner ein lymphozytares
Blutbild. Die Lymphozyten dieser Tiere machen mehr als 50% der Leukozyten im Blut aus. Im
Gegensatz dazu haben der Mensch, das Pferd, der Hund und die Katze ein granulozytares Blutbild
(Gassmann und Lutz, 2005a).

Die Zusammensetzung des Blutes ist einem standigen Wechsel unterworfen (Kraft ef al., 2005). Dabei
spielt auch das Alter des Kaninchens eine wesentliche Rolle. Dies wurde von Jeklova et al. (2009) an
Kaninchen der Rasse ,Weille Neuseelander“ im Alter von einem Tag bis zu 20 Wochen untersucht. Es
wurde nachgewiesen, dass die Erythrozytenzahl um insgesamt 1,6 x 10%/ul nach der Geburt
kontinuierlich ansteigt (Jeklova et al., 2009). Der MCV (mean corpuscular volume) und der MCH
(mean corpuscular hemoglobin) sind zum Zeitpunkt der Geburt signifikant héher als bei adulten
Tieren, wohingegen der Hamatokrit und der MCHC (mean corpuscular hemoglobin concentration)
ahnlich den Werten adulter Tiere sind (Bortolotti et al., 1989). Vergleichbares zeigt sich bei der
Gesamtleukozytenzahl im Blut, die auch post partum ansteigt. Zum Zeitpunkt der Geburt ist das
Neutrophilen-Lymphozyten-Verhaltnis noch gréf3er als 1. Es sinkt innerhalb der ersten zwei Wochen
unter 1, wie bei adulten Kaninchen. Dabei bleibt die Anzahl der neutrophilen Granulozyten nahezu
konstant, so dass die Verschiebung des Verhéltnisses hin zu einem lymphozytaren Blutbild nur durch
eine verstarkte Produktion von Lymphozyten innerhalb der ersten vier Wochen zu erklaren ist. Der
prozentuale Anteil der Lymphozyten an den Leukozyten und die absolute Anzahl an Lymphozyten
steigen bis zu einem Alter von vier Wochen kontinuierlich an. Einen Tag nach der Geburt betragt der
prozentuale Anteil der Lymphozyten am weif3en Blutbild ca. 30,8 %, mit vier Wochen um die 67,6 %.
Die absolute Anzahl steigert sich innerhalb der ersten vier Lebenswochen um ungefahr 2,12 x 103/pl.
Der prozentuale Anteil der eosinophilen und basophilen Granulozyten an den Leukozyten ist von
Geburt an stabil. Die absolute Anzahl der eosinophilen Granulozyten steigt jedoch vom ersten Tag bis
zur 20. Lebenswoche um 0,08 x 103/pl, die der basophilen Granulozyten um 0,12 x 103/pl. Bei den
Monozyten zeigen sich keine altersabhangigen Veranderungen des prozentualen Anteils und keine in
der absoluten Anzahl. Insgesamt kann man sagen, dass Kaninchen mit sechs Wochen Blutwerte
erreichen, die mit denen adulter Tiere vergleichbar sind (Jeklova et al., 2009).

Auch in Bezug auf das Geschlecht des Kaninchens gibt es Unterschiede in den Laborwerten (Purvis
und Sewell, 1973; Srinivasan et al., 1979, Mitruka und Rawnsley, 1981; Sanderson und Phiflips, 1981;
Wolford et al., 1986, Kabata et al., 1991, Aleman et al., 2000; Black et al., 2009), jedoch variieren sie

je nach Autor so erheblich, dass eine allgemeingiiltige Aussage nicht getroffen werden kann. Im
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Anhang B befindet sich eine Tabelle mit den physiologischen Blutwerten von Kaninchen, nach Rassen
und Geschlecht aufgegliedert.

Die Parameter wahrend des fetalen Lebens wurden von Sabin et al. (1936) und Kriesten et al. (1987)
ermittelt (Sabin et al., 1936, Kriesten et al., 1987). Die Blutwerte im arteriellen und venésen Blut von
Niere, Milz und Mesenterium bei ,Weillen Neuseeldndern® wurden von Yang et al. (2005) evaluiert
(Yang et al., 2005). Weiterhin wurden der Einfluss der Trachtigkeit (Kriesten et al., 1987; Bortolotti et
al., 1989, Wells et al., 1999; Kim et al., 2002, Black et al., 2009), der Laktation (Kriesten et al., 1987),
des Tagesrhythmus (Fox und Laird, 1970; Gattermann, 1978a; Gattermann, 1978b), der Fiitterung
(Jegatheesan et al., 2006), der Rasse (Laird et al., 1970; Fetters, 1972, Lepitzki und Woolf, 1991)
(Jain, 1993; Black et al., 2009) und des Gesundheitszustandes (Hinfon et al., 1982) beim Kaninchen
untersucht. Diese sollen jedoch hier nur aus Griinden der Vollstandigkeit genannt werden.

In der folgenden Tabelle werden die physiologischen Blutwerte, unabhé&ngig vom Geschlecht, vom

Alter und von der Rasse, zusammenfassend dargestellt.




2.1 ALLGEMEINES ZUM BLUT DES KANINCHENS

Blutbild

Rotes Blutbild

Kaninchen aller Rassen

Spannbreite

Durchschnitt

Erythrozyten x 108/pl 4-8,51 6,26
Retikulozyten % 1-7 4
Hématokrit % 26,7-53,06 39,88
Hamoglobin g/dl 8,5-17,4 12,95
Mcv fl 57,8-79,6 68,7
MCH pg 17,1-29,5 23,3
MCHC % 28,7-37 32,85

Weiles Blutbild

Leukozyten gesamt x 10%/ul 2,6-12,5 7,55
x 103/l 1,85-5,8 3,83
Lymphozyten
% 28-90 59
x 103/l 0,94-5,75 3,46
Neutrophile Granulozyten
% 17-75 46
x 103/ul 0-1,1 0,55
Eosinophile Granulozyten
% 0-4 2
x 103/l 0,067-0,96 0,514
Basophile Granulozyten
% 0-30 15
x 103/l 0,21-1,1 0,66
Monozyten
% 0,6-13,4 7
Thrombozyten x 10%/ul 126-1000 563

Tabelle 2.1: Physiologische Blutwerte des Kaninchens
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2.2 Charakterisierung der Blutzellen des Kaninchens

2.21 Erythrozyten

2211 Allgemeines

Die Anzahl der Erythrozyten im Blut vom Kaninchen betrdgt nach den Angaben verschiedener
Autoren ca. 5,36-8,13 x 108/l (Hein und Hartmann, 2005), 5,1-7,9 x 108/ul (Quesenberry, 2004) bzw.
4,0-6,0 x 108/ul (Gassmann und Lutz, 2005b). Sie variiert abhangig vom Alter der Tiere, der Rasse
und dem Geschlecht, wie bereits in Kapitel 2.1.3. erwahnt wurde.

Die durchschnittliche Lebensdauer der Kaninchenerythrozyten belauft sich auf 50 (Percy und
Barthold, 2007; Harcourt-Brown, 2008) oder 57 Tage (Vacha, 1983; Dodds, 2000; Melillo, 2007;
Jenkins, 2008), bei einer maximalen Lebensdauer von 67 oder 68 Tagen (Vacha, 1983; Jain, 1993,
Campbell und Ellis, 2007; Jenkins, 2008). Harkness und Wagner (1995) geben eine Lebensspanne
der Erythrozyten beim Kaninchen zwischen 45 und 70 Tagen an (Harkness und Wagner, 1995). Die
Abbaurate der Erythrozyten des Kaninchens betragt ca. 0,5 % pro Tag (Vacha, 1983).

221.2 Bildung

Die Erythropoese beginnt mit einer pluripotenten Stammzelle, aus der sich die myeloische Stammzelle
entwickelt. Aus ihr differenziert sich Uber eine ,burst-forming unit-erythrocyte* (BFU-E) und eine
~colony-forming unit-erthrocyte* (CFU-E) der Proerythroblast (Ja/in, 7993), der im Englischen auch als
Lfubriblast” bezeichnet wird. Der Proerythroblast bildet die Ausgangszelle fir die Bildung des zunachst
basophilen Erythroblasten und spéter azidophilen Erythroblasten. Uber die Stadien des Normoblasten
und des Retikulozyten wird schliel3lich der Erythrozyt gebildet (Sinowatz und Hees, 2000). Der
Prozess der Erythropoese tritt in den sogenannten Blutinseln des Knochenmarks auf, die aus einem
zentralen Makrophagen und einem den Makrophagen umgebenden Ring von sich entwickelnden
erythrozytaren Zellen bestehen. Hierbei kommt es durch Fibronektin zu einem Zellkontakt zwischen
dem Makrophagen und der erythrozytaren Zelle. Der Makrophage, im Englischen auch als ,nurse cell
bezeichnet, versorgt die erythrozytare Zelle mit Nahrstoffen und Eisen fir die Hamoglobinsynthese
(Jain, 1993). Zudem reguliert er die basale Erythrozytenproduktion durch Herstellung von Wachstums-
und Hemmfaktoren wie Erythropoetin, aber auch IL-1, TNF-a und Interferone. Er erkennt auch das auf
der Oberflache der extrudierten Zellkerne exprimierte Phosphatidylserin, woraufhin er diese bindet

und phagozytiert (Harvey, 2008).
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Der Proerythroblast ist eine groRe, runde Zelle, die durch ca. 5 Teilungen in einem Zeitraum von 3-5
Tagen bis zu 32 Normoblasten produziert (Harvey, 2008). Seine GroRe beim Sadugetier betragt in
Blutausstrichen 14-19 ym und nach Einbettung in Kunststoff fir die Elektronenmikroskopie 10-12 ym
(Parmley, 1988). Er besitzt einen runden Zellkern mit getiipfeltem Chromatin (Jain, 7993) und ein oder
zwei Nukleoli (Parmley, 1988). Der Zellkern befindet sich in einem tiefblauen Zytoplasma (Jain, 7993),
dessen Anfarbung aus der groRen Zahl von Polyribosomen resultiert (Hawkey und Dennett, 1990). Im
Zytoplasma befinden sich wiederum einige stabférmige Mitochondrien (Parmley, 1986).

Der basophile Erythroblast ist eine kleinere, runde Zelle. Der Zellkern enthalt grobkdrniges Chromatin
und typischerweise keinen Nukleolus (Hawkey und Dennetf, 1990, Reagan, 2008). Seine
Bezeichnung rihrt von dem sich in Standardfarbungen basophil anfarbenden Zytoplasma her (Jain,
7993), das um den Zellkern eine klare Zone zeigt (Reagan, 2008).

Auf dieses Stadium folgt der polychromatische oder auch azidophile Erythroblast (Hawkey und
Dennett, 1990), der eine kleine, runde Zelle mit zentral gelegenem Zellkern ist (Reagan, 2008) und ein
kleineres Kern-Zytoplasma-Verhaltnis als sein Vorgéanger hat (Hawkey und Dennett, 7990). Der
azidophile Erythroblast hat in Blutausstrichen einen Durchmesser von 8-12 um (Parmley, 1988). Sein
Zellkern zeigt ein grobkdrniges Chromatin, das stérker kondensiert ist als das Chromatin in den
vorhergehenden Entwicklungsstadien (Reagan, 2008). Das Zytoplasma ist von hellgrauer Farbe (Jain,
7993) oder auch leicht eosinophil (Hawkey und Dennetf, 1990) bzw. variiert zwischen tiefblau und
rétlich-blau (Reagan, 2008).

Der Normoblast ist der letzte erythrozytare Vorldufer mit einem Zellkkern (Jain, 7993), der im
Gegensatz zu seinen Vorgangern mit 7-10 ym im Durchmesser (Parmley, 1988) kleiner und einheitlich
basophil (Hawkey und Dennett, 1990) ist. Der Zellkern ist rund bis oval, leicht exzentrisch lokalisiert
und enthalt sehr stark kondensiertes Chromatin (Reagan, 2008). Das Zytoplasma ist grau oder auch
selten orthochromatisch (Jain, 7993), was auch zu der Bezeichnung orthochromatischer Erythroblast
gefihrt hat (Hawkey und Denneft, 1990). Dem Normoblasten fehlt aul’erdem die Fahigkeit zur
weiteren mitotischen Zellteilung (Parmley, 1988).

Der Retikulozyt besitzt keinen Zellkern mehr. Das Zytoplasma lasst sich eosinophil oder noch leicht
basophil anfarben (Hawkey und Dennett, 1990). Diese Farbung verschiebt sich aufgrund des
steigenden Hamoglobingehalts wahrend der Reifung des Retikulozyten immer mehr in Richtung rot
(Reagan, 2008). Mit der Retikulozytenfarbung kann man eine oder mehrere Granula oder Filamente
nachweisen (Hawkey und Dennett, 1990). Die Retikulozyten sind nach ihrem retikularen Netzwerk im
Zytoplasma benannt, das nach Anfarbung mit Methylenblau oder Brilliantkresylblau blau erscheint.
Dieses Netzwerk ist ein Artefakt, welches durch die Prazipitation von ribosomalen Ribonukleinsauren

und Proteinen gebildet wird (Harvey, 2008).
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Frihe Retikulozyten besitzen eine gelappte Oberflache, die durch Verlust von Membranmaterial und
schlussendlich durch die Bildung der bikonkaven Form einem starken Umbau unterworfen ist. Im
Gegensatz zu den Retikulozyten und den erythrozytaren Vorldufern im Knochenmark steigt durch
diesen Umbau die mechanische Stabilitat der Retikulozyten und der Erythrozyten im Blut. Auch die
Mitochondrien der Retikulozyten gehen zugrunde. Polyribosomen zerfallen in einzelne Ribosomen
und verschwinden dann wahrend der Umwandlung des Retikulozyten zum Erythrozyten (Harvey,
2008).

Die Anzahl der Retikulozyten im Blut des Kaninchens beim adulten Tier betragt 1-7 % (Schermer,
1958, Mitruka und Rawnsley, 1981; Moore, 2000), 1,4-3,9 % (Benson und Paul-Murphy, 1999), 2-4 %
(Harkness und Wagner, 1995, Jenkins, 2008) bzw. 2-5 % (Sanderson und Phillips, 1981, Percy und
Barthold, 2007). Die Anzahl bei mannlichen erwachsenen Tieren liegt bei 2 + 0,2 % und bei weiblichen
Tieren bei 3 + 0,5 % (Schermer, 1958, Moore, 2000). Beim jungen Kaninchen sind die Werte héher
(Mitruka und Rawnsley, 1981, Sanderson und Phillips, 1981).

Der Anteil der erythrozytaren Zellen im Knochenmark macht beim Kaninchen 41,9 % aus. Dabei findet
man ca. 0,2 % Proerythroblasten, ca. 6,1 % basophile Erythroblasten, ca. 18,9 % azidophile

Erythroblasten und ca. 16,7 % Normoblasten im Knochenmark (Moore, 2000).

2213 Morphologie

Die Erythrozyten des Kaninchens sind runde, bikonkave Scheiben (Moore, 2000; Thrall, 2004,
Campbell und Ellis, 2007; Jenkins, 2008). Durch die bikonkave Form kommt es zu einer zentralen
Aufhellung (Campbell und Ellis, 2007), die beim Kaninchen als moderat beschrieben wird (Reagan,
2008). Die Erythrozyten haben einen durchschnittlichen Durchmesser von 6,5-7,5 ym (Mitruka und
Rawnsley, 1981, Percy und Barthold, 2007), 6,6 um (Hawkey und Dennett, 1990), 6,7 um (Jain, 1993),
6,7-6,9 um (Sanderson und Phillips, 1981; Moore, 2000; Jenkins, 2008) bzw. 6,8 ym (Dodds, 2000;
Melillo, 2007) und eine Dicke von 2,15 ym (Hawkey und Dennett, 1990), 2,4 um (Schermer, 1958)
bzw. 2,15-2,4 ym (Moore, 2000). Einige Autoren geben beim Durchmesser der Erythrozyten eine
Schwankungsbreite von 5,0-7,8 um (Sanderson und Phillips, 1981, Melillo, 2007) bzw. 5,0-7,9 pm an
(Schermer, 1958). Genauere morphometrische Untersuchungen der Erythrozyten des Kaninchens
wurden von PoljiCak-Milas et al. (2009) durchgefiihrt. Mittels Morphometrie ist eine quantitative
Analyse von geometrischen Strukturen in allen Dimensionen eines Objekts moglich. Es wurden von
26 Neuseelander-Kaninchen, davon 12 mannlichen und 14 weiblichen Tieren, Blutproben
enthommen, ausgestrichen und mit der Pappenheim-Farbung angefarbt. Die verschiedenen
morphometrischen Parameter wurden mit einem speziellen Computerprogramm evaluiert. Die

folgende Tabelle zeigt die Ergebnisse der Untersuchung (Poljicak-Milas et al., 2009).
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Weibliche Tiere

Morphologische Charakteristika Ménnliche Tiere

Zellflache (um2) 25,72-29,48

32,1-29,52

Zellumfang (um) 19,55-21,53 20,96-21,44

Maximale Achsenlange (um) 3,21-3,47 3,48-3,6

Minimale Achsenlange (um) 2,38-2,56 2,59-2,63

Konvexe Flache (um2) 26,98-31,08 31,35-32,55

Lénge der Zelle (um) 6,09-6,57 6,25-6,85

Breite der Zelle (um) 5,53-5,95 5,87-6,01

Tabelle 2.2: Morphometrische Parameter der Erythrozyten beim Kaninchen (Poljicak-Milas et al., 2009)

Die weiblichen Tiere hatten eine signifikant gréRere Erythrozytenflache als die mannlichen Tiere.
Zudem zeigten ihre Erythrozyten einen héheren Grad an Konvexitdt als die der mannlichen Tiere.
Abgesehen von Zellumfang und Zellbreite waren die evaluierten Parameter beim weiblichen Tier
signifikant héher als bei den mannlichen Tieren (Poljicak-Milas et al., 2009).

Eine Anisozytose, bei der die Mikrozyten ein Viertel des Durchmessers eines normalen Erythrozyten
besitzen (Moore, 2000), tritt bei 1-2 % der Erythrozyten des Kaninchens auf und wird bei gesunden
Kaninchen als normal angesehen (Dodds, 2000; Jenkins, 2008). Stechapfelférmige Erythrozyten
kommen im Blutausstrich zahlreich vor und sind charakteristisch fiir das Kaninchenblut (Schermer,
1958, Mitruka und Rawnsley, 1981; Sanderson und Phillips, 1981, Moore, 2000). Eine weitere
Auffalligkeit der Erythrozyten des Kaninchens ist das Auftreten von Polychromasie bei 1-2 % der
Eyrthrozyten im peripheren Blut (Mifruka und Rawnsley, 1981, Dodds, 2000, Moore, 2000), 2-4 %
(Thrall, 2004; Campbell und Ellis, 2007) oder 2-5 % (Marshall, 2008). Polychromasie ist die
Bezeichnung fur die unterschiedliche Anfarbbarkeit von Zellen (Pschyrembel, 2007). Hierbei handelt
es sich um junge Erythrozyten, die friihzeitig aus dem Knochenmark entlassen werden. Sie sind
Ublicherweise grofl® und zeigen in gefarbten Blutausstrichen eine intensivere blaue Farbe als die reifen
Erythrozyten, die aus dem Vorkommen von Organellen wie Ribosomen und Mitochondrien resultiert
(Thrall, 2004).

Das Auftreten 1-7% Retikulozyten im Blutausstrich von adulten Tieren ist physiologisch.
Polychromasie und Retikulozyten kénnen durch die kurze Lebensspanne und den hohen Umsatz der
Erythrozyten im Blut des Kaninchens erklart werden (Harcourt-Brown, 2008).

Erythrozyten mit Zellkern und Howell-Jolly-Kérperchen kénnen beim Kaninchen bisweilen auch
beobachtet werden (Sanderson und Phillips, 1981; Thrall, 2004; Campbell und Ellis, 2007, Harcourt-
Brown, 2008, Jenkins, 2008). Howell-Jolly-Kérperchen sind kleine, runde, dunkelblaue Einschlisse

von variabler GréRe, die nukledre Uberreste reprasentieren (Thrall, 2004). Das Auftreten von einigen
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Erythrozyten mit Zellkern und von Howell-Jolly-Kérperchen sollte als normal angesehen werden und
ist kein Indikator fiir eine zellulare Regeneration beim Kaninchen (Melillo, 2007).

Die Zellmembran der Erythrozyten ist eine Lipiddoppelmembran, die beim S&ugetier zu 48 % aus
Proteinen, zu 44 % aus Lipiden und zu 8 % aus Kohlenhydraten besteht (Jain, 7993). Dabei gibt es
speziesspezifische Variationen in der Zusammensetzung der Membranphospholipide (Harvey, 2008).
Beim Kaninchen baut sich die Erythrozytenmembran nach Angaben von Wessels und Veerkamp
(1973) zu 5,3 % aus Glykolipiden, zu 65,8 % aus Phospholipiden und zu 28,9 % aus Cholesterol auf
(Wessels und Veerkamp, 1973). Transmembranproteine wie Band 3 und Glykophorin C verankern
das Zytoskelett an der Zellmembran und stabilisieren es. Uber submembranése Proteine wie Ankyrin,
Spektrin (a-Spektrin und f-Spektrin) und Band 4.1 wird ein Netzwerk mit Aktinfilamenten und anderen
Proteinen wie Adducinen (a-Adducin und B-Adducin), Tropomyosin (Geiger, 1983, Harvey, 2008,
Pasini et al., 20710) und Tropomodulin gebildet (Pasini ef al., 2010). Spektrin spielt eine entscheidende
Rolle bei der Regulation der Zellform, der Verformbarkeit der Zellmembran, der Stabilitat der Zelle und
der Mobilitdt von Band 3 (Pasini et al., 2010). Spektrinmolekile bilden mit ihren zwei Untereinheiten
ein Heterodimer, das in der Lage ist, sich in der Kopfregion mit einem weiteren Spektrinmolekil zu
verbinden, sodass ein Tetramer entsteht (Shotton und Burke, 1979), welches in Erythrozyten die
dominante Form darstellt (J/ ef al, 7980). Durch die Ausbildung einer stark gewundenen Helix ist
Spektrin in der Lage sich zu kontrahieren und auszudehnen. Es steht zum einen durch Band 4.1 mit
Glykophorin C der Zellmembran in Verbindung, zum anderen durch Ankyrin mit Band 3 (Pasini et al.,
2010). An seiner B—Untereinheit verfligt Spektrin zudem Uber eine Bindungsstelle fiir Ankyrin (Tyler et
al, 1979). Ankyrin ist ein asymmetrisches, globulares Molekll mit einem Molekulargewicht von 215
000 Da, das verschiedene Bindungsstellen fir Spektrin und Band 3 besitzt (Gardner und Vann
Bennett, 1989). Der Schwanz des Spektrinmolekiils enthalt eine Bindungsstelle fur Aktin (Gardner und
Vann Bennett, 1989), welches in Erythrozyten im Gegensatz zu anderen Zellen mit 12-20 Monomeren
pro Aktinfilament vorliegt (Pinder und Gratzer, 1983). Insgesamt sind 5-8 Spektrintetramere mit einem
Aktinmolekul verbunden (Gardner und Vann Bennett, 1989). Die Polymerisationsrate von Aktin ist
ausschlaggebend fiir die Elastizitdt der Zellmembran, die bei Inhibition der Aktinpolymerisation
ansteigt. Diese Rate wird von mehreren Proteinen wie Tropomodulin, Tropomyosin, Adducinen und
Dematin gesteuert. Die Tropomodulin-Tropomyosinkomplexe stabilisieren die kurzen Aktinfilamente in
den Erythrozyten durch ,Capping“. Dematin ist fir die BlUndelung der Aktinfilamente zustandig,
wohingegen die Adducine beide Funktionen besitzen (Pasini et al, 2070). Das mit Aktin
interagierende Myosin wurde 1985 in Erythrozyten des Menschen nachgewiesen (Fowler et al., 1985).
Hierbei handelt es sich um nichtmuskulares Myosin Il, das aus einer schweren (200 kDa) und zwei
leichten Ketten (26 und 19,5 kDa) besteht (Wong ef al., 1985). Es ist an F-Aktin gebunden und besitzt
ATPase-Aktivitat, die durch F-Aktin induziert wird (Korn und Hammer, 1988). In Erythrozytenvorlaufern
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ist auRerdem eine Isoform des B-Tubulins vorhanden (Cohen, 17997), das sich in murinen
Erythrozytenvorlaufern korbartig um den Zellkern und zuséatzlich radial unterhalb der Zellmembran
anordnet (Koury et al., 1989). Insgesamt ist das Zytoskelett der Erythrozyten ein stark organisiertes
Netzwerk, dessen einzelne Komponenten nicht nur miteinander, sondern auch mit Proteinen und
Lipiden der Zellmembran interagieren. Dabei sind die Protein-Protein-Interaktionen bislang gut
untersucht, wohingegen Lipid-Protein- und Zucker-Protein-Interaktionen noch weitgehend unerforscht

sind (Pasini et al., 2010).

2214 Histochemische Eigenschaften

In histochemischen Untersuchungen an Erythrozyten verschiedener Tierspezies von Fey und Kuntze
(1970) konnte eine Esteraseaktivitat in der Zellmembran der Erythrozyten bei hoheren Wirbeltieren,
unter anderem dem Kaninchen, festgestellt werden. Dabei besitzen die Erythrozyten des Kaninchens
eine Aktivitdit vom -Naphthyl-Esterase und Naphthol-AS-Esterase. Im Gegensatz dazu tritt eine
Aktivitat der alkalischen und sauren Phosphatase nur bei Erythrozyten niederer Wirbeltiere (Fey und
Kuntze, 1970) oder in den Erythrozytenvorlaufern des Kaninchens in Form von zytoplasmatischen
Einschlissen auf (Wetzel et al., 1967b). Sowoh| Peroxidase als auch Naphthol-AS-D-Chloractetat-
Esterase konnten bei keiner Tierspezies in den Erythrozyten nachgewiesen werden (Fey und Kunize,

1970).

2215 Aufgaben

Die primare Funktion der Erythrozyten ist der Transport von Sauerstoff von der Lunge zum
Koérpergewebe, was durch ihre geringe Grolke, das Fehlen eines Zellkerns und die bikonkave Form
unterstitzt wird. Hierdurch wird die Distanz zwischen dem Hamoglobin und der Zelloberflache beim
Gasaustausch verringert und die Plastizitdt der Zelle bei ihrer Wanderung durch die Blutgefalle
garantiert (Campbell und Ellis, 2007). Der Sauerstoff ist dabei an das Hamoglobin gebunden, ein
tetrameres Protein, welches wahrend der Reifung des Erythrozyten in seinen Vorlauferzellen bis zum
Stadium des Retikulozyten synthetisiert wird (Harvey, 2008). Es gibt verschiedene Hamoglobintypen
bei Tieren und Menschen im embryonalen, fetalen und adulten Lebensstadium (Jain, 7993). Beim
Kaninchen besitzt der Embryo zwolf Tage nach der Konzeption drei Hamoglobintypen, von denen
zwei typisch embryonal sind und einer vom adulten Typ nicht zu unterscheiden ist. Die
Hauptkomponente sind jedoch die beiden embryonalen Hamoglobintypen. Am 20. Tag der Gestation
sind nur noch zwei Hdmoglobine prasent. Der Hauptanteil wird dabei von dem adulten Hamoglobintyp
gebildet (Jain, 71993).

Die roten Blutzellen tragen eine Vielzahl von Proteinen und Kohlenhydratkomplexen auf ihrer

Zelloberflache. Dabei finden sich einige auf der Erythrozytenoberflache von allen Tieren einer
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Spezies, andere hingegen sind nur bei einigen Tieren zu finden, zu denen auch die
Erythrozytenisoantigene gehdren, die in Blutgruppen gegliedert werden kdénnen (Harvey, 2008). Auf
die Existenz von Blutgruppen beim Kaninchen wird in Kapitel 2.4 und auf die Kohlenhydratkomplexe

auf der Oberflache der Erythrozyten in Kapitel 2.3.4.4 naher eingegangen.

2.2.2 Thrombozyten

2.2.21 Allgemeines

Die Thrombozyten (Blutplatichen) sind kernlose Abschnirungen der Megakaryozyten des
Knochenmarks und spielen eine wichtige Rolle bei der Blutgerinnung (Sobofta und Welsch, 2006).
Ihre Anzahl im Blut des Kaninchens betragt je nach Autor zwischen 300-500 x 103/ul (McLaughlin und
Fish, 1994), 126-1000 x 103/l (Schermer, 1958), 250-650 x 103/ul (Quesenberry, 2004), 110-206 x
103/ul (Kabata et al., 1991), 112-795 x 103/l (Hewitt et al., 1989), 250-600 x 103/ul (Harcourt-Brown,
2008) und 193-725 x 103/ul (Hein und Hartmann, 2005). Damit ist die Thrombozytenanzahl im Blut des
Kaninchens hoher als beim Menschen. Trotzdem ist die Thrombozytenmasse pro ml Blut bei beiden
Spezies gleich. Dies erklart sich durch den geringeren Protein- und Sialinsduregehalt in den kleineren
Thrombozyten des Kaninchens (Packham et al., 1992). Die Lebensspanne der Thrombozyten des
Kaninchens im Blut belduft sich auf ca. 6 Tage (Kriesten et al., 1987), im Mittel auf 60-77 Stunden
(Packham et al., 1992).

2222 Bildung

Die Thrombopoese, Bildung der Blutplattchen, erfolgt durch sogenannte Knochenmarksriesenzellen,
den Megakaryozyten, im Knochenmark (Sinowatz und Hees, 2000). lhren Ursprung nehmen die
Megakaryozyten, wie alle Blutzellen, von einer pluripotenten Stammzelle, die sich iber die Stadien der
Lburst-forming unit-megakaryocyte“ (BFU-Meg) und der ,colony-forming unit-megakaryocyte“ (CFU-
Megq) (Jain, 1993) zum Megakaryoblasten entwickelt (Reagan, 2008). Der Megakaryoblast ist die erste
morphologisch erkennbare Precursorzelle der Zelllinie der Megakaryozyten (Jain, 1993, Reagan,
2008) und hat eine Grofie von ca. 15-50 uym (Leven, 2000) bzw. 6-24 ym (Parmley, 1988). Er besitzt
einen runden Zellkern mit einem oder mehreren Nukleoli. Der Zellkern fillt dabei fast die ganze Zelle
aus, so dass das Kern-Zytoplasma-Verhaltnis sehr hoch ist. Die Basophilie des agranularen
Zytoplasmas (Jain, 1993) resultiert aus dem Vorkommen von zahlreichen Ribosomen (Leven, 2000).
Durch Teilung des Zellkerns ohne Teilung des Zytoplasmas, entsteht ein diploider, spater ein
polyploider Zellkern, wobei auch die Zelle insgesamt gréfRer wird. Die diploide Zelle wird auch als

Promegakaryoblast bezeichnet, die polyploide Zelle als Megakaryoblast. Der Megakaryoblast
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differenziert sich zu einer Zelle mit mehr als vier Zellkernen und einem basophilen, agranuldren
Zytoplasma, dem Promegakaryozyten (Jain, 1993). Er hat eine GréRe von ca. 7fm  (Leven, 2000)
und ist durch seine vielfach gelappten Zellkerne (Jain, 1993; Reagan, 2008) und ein umfangreicheres
Zytoplasma gekennzeichnet. Somit ist das Kern-Zytoplasma-Verhaltnis geringer als beim
Megakaryoblasten (Jain, 7993). Im ,polychromatophil® anfarbbaren Zytoplasma kdnnen azurophile
Granula beobachtet werden (Leven, 2000). Der aus diesem Stadium entstehende Megakaryozyt hat
beim Saugetier einen Durchmesser von ungefahr 150um (Leven, 2000), 20-160 pym (Jain, 1993) bzw.
100-200 um (Reagan, 2008). Die Menge an Zytoplasma ist variabel, jedoch stets umfangreicher als
bei den Vorlauferzellen. Es farbt sich einheitlich eosinophil an und besitzt zahlreiche azurophile
Granula (Leven, 2000). Die Reifungszeit der Precursorzellen bis zum Megakaryozyten dauert beim
Kaninchen ca. 3 Tage (Cooney und Smith, 1965). Aus den reifen Megakaryozyten entstehen Uber
einen Zeitraum von 3-12 Stunden 2000-8000 Thrombozyten (Jain, 7993). Der Mechanismus der
Thrombozytenbildung ist bis heute nicht vollstdndig verstanden (Leven, 2000). Es gibt jedoch drei
verschiedene Theorien: das sogenannte ,Platelet budding®, die zytoplasmatische Fragmentation und
die Bildung von Prothrombozyten (Choi, 1997). Die Entwicklung von der pluripotenten Stammzelle hin
zur CFU-Meg wird durch die hdmatopoetische Mikroumgebung, Zell-Zell-Interaktionen sowie humorale
Faktoren aus dem Umfeld beeinflusst. Die Teilung und Differenzierung des CFU-Meg zum
Megakaryoblasten wird durch den ,specific colony stimulating factor megakaryocyte“ (CSF-Meg) und
andere Zytokine gesteuert. Bei den folgenden Stadien bis zum Thrombozyten hat priméar

Thrombopoetin Einfluss auf die Thrombopoese (Jain, 71993).

2223 Morphologie

Die Thrombozyten des Kaninchens sind kleine, langsovale Gebilde mit einem Durchmesser von 1-3
um (Schermer, 1958; Sanderson und Phillips, 1981). Es kénnen jedoch auch gréere Formen im Blut
gefunden werden (Sanderson und Phillips, 19817). Diese als Riesenthrombozyten bezeichneten Zellen,
kommen im Blut von gesunden Kaninchen mit 0,1-0,3 % vor (Silver und Silver, 1977). In
Blutausstrichen sind Thrombozyten oft in Clustern angeordnet (Schermer, 1958; Sanderson und
Phillips, 1981), treten aber auch vereinzelt auf (McLaughlin und Fish, 1994). Beim Saugetier ist der
Thrombozyt eine flache Scheibe, die aus Zytoplasma mit den dazugehdrigen zytoplasmatischen
Organellen besteht. In Romanowsky-Farbungen kann man kleine purpurne Granula erkennen
(Schermer, 1958; Silver und Silver, 1971, Sanderson und Phillips, 1981; Campbell und Ellis, 2007),
die von einem blassblauen Zytoplasma umgeben sind (Schermer, 1958, Silver und Silver, 1971;
Sanderson und Phillips, 1987). Unter Romanowsky-Farbungen versteht man verschiedene
hamatologische Farbemethoden wie Giemsa und Pappenheim als auch Schnellfarbungen wie den

Diff-Quick (Mischke, 2005).
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Die Thrombozyten verschiedener Saugetierspezies haben eine ahnliche Ultrastruktur. Durch
elektronenmikroskopische Studien konnte gezeigt werden, dass ruhende Thrombozyten von
scheiben- oder linsenférmiger Gestalt mit einer glatten Oberflache und einer leicht konvexen Kontur
sind (Jain, 1993). Aktivierte Thrombozyten hingegen verlieren rasch ihre diskoide Form. Sie nehmen
eine kugelférmige Gestalt an und breiten sich mit langen, spitzen Pseudopodien aus (White, 1987).
Die Zellmembran der Thrombozyten weist eine gut ausgebildete Glykokalyx von 15-20 nm (7ablin,
2000) bzw. nach anderen Angaben von 150-200 nm (Jain, 7993) Dicke auf. Sie besteht aus
Kohlenhydratketten, die in kovalenter Verbindung mit den Membranlipiden oder Membranproteinen
stehen (Wiesner und Ribbeck, 2000). Vor allem Glykoproteine der Thrombozytenmembran spielen
eine wichtige Rolle fur die Adhasion und Aggregation der Thrombozyten. Beim Kaninchen findet man
insgesamt 3-4 Hauptglykoproteine (Jain, 7993). Mittels verschiedener Marker wie kationisiertem
Ferritin, Lanthan, Meerrettichperoxidase und Rutheniumrot kann die Glykokalyx ultrazytochemisch
dargestellt werden (7ablin, 2000).

Das Glykoprotein GPlIb/llla beim Kaninchen unterscheidet sich von dem des Menschen, scheint
jedoch strukturelle Ahnlichkeit mit dem Glykoprotein GPIlIb/llla des Menschen zu besitzen. Weiterhin
exprimieren die Thrombozyten von Kaninchen im Gegensatz zu denen des Menschen keinen Fc-
Rezeptor fir IgG. Umgekehrt verhalt es sich fir den C3b-Rezeptor, der zwar an der Oberflache der
Thrombozyten des Kaninchens, nicht aber auf den Thrombozyten des Menschen, exprimiert wird
(Packham et al., 1992).

Die Zellmembran der Thrombozyten besteht beim Kaninchen wie bei allen S&ugetieren aus
Phospholipiden, aus denen Arachidonsaure mittels Phospholipase A gebildet wird (Hashizume et al.,
7994). Dabei kann man funf verschiedene Phospholipide beim Menschen und Kaninchen
unterscheiden. |hr prozentualer Anteil beim Kaninchen betragt fir Phosphatidylcholin 31 %, fir
Phosphatidylethanolamin 32 %, fur Phosphatidylserin 12 %, fur Phosphatidylinositol 3 % und fir
Sphingomyelin 22 %. Der Gehalt an Fettsduren in den Phospholipiden reflektiert die
Erndhrungsweise. Aufgrund ihrer pflanzlichen Nahrung nehmen Kaninchen keine Arachidonsaure mit
der Nahrung auf, weshalb ihre Thrombozyten ein Fiinftel weniger Arachidonsdure als die der
Menschen enthalten, dafir jedoch doppelt so viel Stearinsdure (Packham et al., 1992). Bei ruhenden
Thrombozyten ist in der Zellmembran auflerdem noch ein signifikanter Anteil an cAMP vorhanden, um
die Aktivitat der Kalziumpumpe zu regulieren (Jain, 1993).

Das Zytoskelett der Thrombozyten besteht bei Saugetieren aus Aktinfilamenten, Mikrotubuli und
Intermediarfilamenten (7ablin, 2000). Thrombozyten besitzen ein auf Spektrin basierendes
Membranskelett. Dieses bildet Spektrin-Strange, die die zytoplasmatische Oberflaiche der
Plasmamembran und des ,offenen kanalikularen System® (OCS) bedecken. In Thrombozyten

befinden sich ca. 2000 Spektrinmolekile, die Uber lange Aktinfilamente miteinander in Verbindung
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stehen. Die Aktinfilamente ziehen vom Zytoplasma bis zur Plasmamembran und bilden somit eine
zweite, kontinuierliche Ultrastruktur (Hartwig, 2006). Lediglich die Halfte der Aktinmolekile in
Thrombozyten ist zu Filamenten zusammengefugt. Sie formen zum einen ein submembrandses,
kontraktiles Zytoskelett, zum anderen das zytoplasmatische Zytoskelett. In ruhenden Thrombozyten
dient das zytoplasmatische Aktin als Matrix, in der sich alle Organellen befinden und voneinander
abgeschirmt werden. Bei aktivierten Thrombozyten Ubernimmt das zytoplasmatische Actomyosin-
Zytoskelett eine einzigartige Rolle bei der Kontraktilitdt der Zelle, indem es den Ring an Mikrotubuli
zusammenzieht, sodass a-Granula und ,dense bodies” (elektronendichte Granula) sich in der Mitte
der Zelle sammeln und ihre Inhalte bei starker Stimulation ins OCS abgegeben werden (White, 2006).
Im Zytoplasma werden die Aktinfilamente durch Proteine wie a-Actinin und Filamin miteinander
vernetzt. lhre Affinitdt zu Spektrinmolekilen wird zudem durch ay—-Adducine verstarkt, da diese durch
,Capping“ die spitzen Enden der Aktinfilamente modifizieren (Hartwig, 2006).

Thrombozyten exprimieren nichtmuskulares Myosin IIA und IIB. Dieses kann 300 nm lange Filamente
bilden. Seine Aktivitat wird durch Phosphorylierung der zwei 20 kDa leichten Ketten reguliert (Hartwig,
2006).

Intermediarfilamente wie Vimentin kommen in Thrombozyten von Rindern und Menschen vor (Tablin,
2000). Dies wurde von Muszbek et al. (1987) bei den Thrombozyten des Menschen nachgewiesen.
Vimentin bildet in ruhenden Thrombozyten einen Ring, der wahrscheinlich eine Rolle bei der
Aufrechterhaltung der diskoiden Form spielt. In aktivierten Thrombozyten hingegen zeigt sich in der
Immunfluoreszenz eine starke Anfarbung in den Pseudopodien und eine starkere Verteilung in der
Zelle (Muszbek et al., 1987).

Das Tubulin in Thrombozyten liegt zu 50-60 % in polymerisierter Form vor. Dabei wird der unter der
Zellmembran liegende Mikrotubulus aus vier verschiedenen B-Tubulinen aufgebaut. Fir einen
Mikrotubulus von ca. 100 ym L&nge, der sich acht- bis zwélfmal um sich selbst windet, werden 1,6 bis
2 x 105 Tubulinuntereinheiten bendtigt (Hartwig, 2006). Die Morphologie dieses Systems wurde bereits
1967 von Silver und McKinstry beim Kaninchen untersucht. Im Querschnitt bildete die Wand des
Mikrotubulus einen relativ homogenen, elektronendichten Anulus von ca. 7 nm Dicke. In der Wand
des Mikrotubulus waren 12-13 Untereinheiten mit einem Durchmesser von ca. 3,5-4 nm zu erkennen
(Silver und McKinstry, 1967). Der Mikrotubulus dient zur Aufrechterhaltung der diskoiden Zellform in
ruhenden Thrombozyten (Tablin, 2000, White, 2006). Durch Abklhlungsversuche und Knockout-
Versuche konnte diese Abhangigkeit nachgewiesen werden (Hartwig, 2006). In aktivierten
Thrombozyten koénnen in einigen Zellen Reste des Mikrotubulusringes verbleiben, in anderen
wiederum kommt es zur Fragmentierung und / oder Generierung von neuen Mikrotubuli (Hartwig,

2006).
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Auf der Thrombozytenoberflache befinden sich kleine Offnungen, die die Verbindung zwischen dem
OCS und der Zelloberflache darstellen (White, 1987). Diese Offnungen haben eine GréRe von ca. 25
nm und werden von der Glykokalyx bedeckt (Jain, 7993). Das OCS ist im Zytoplasma des Kaninchens
in Form von vielen Vesikel-dhnlichen Strukturen elektronenmikroskopisch zu erkennen (Liu et al.,
7998). Ein zweites Tunnelsystem, das ,dense tubular system® (DTS), befindet sich im Zytoplasma (Liu
et al., 1998) der Thrombozyten direkt unter der Randzone der Mikrotubuli. Es 6ffnet sich nicht zur
Zelloberflache hin und enthalt ein Isoenzym der Peroxidase, das fir die Thrombozyten spezifisch ist
(Jain, 1993). Das DTS stammt vom endoplasmatischen Retikulum des Megakaryozyten ab und dient
als Kalziumspeicher (Tablin, 2000).

Es gibt drei membrangebundene Granulapopulationen in den Thrombozyten. Dazu gehdren die
lysosomalen Granula, die a-Granula und die sogenannten ,dense bodies® (Tablin, 2000).

Die lysosomalen Granula stellen ein membrangebundenes Reservoir von Hydrolasen (Tablin, 2000)
wie saure Phosphatase, B-Glucuronidase, Arylsulfatase und Cathepsin (Jain, 7993) dar, die sowohl
endozytiertes Material abbauen kénnen als auch mit der Membran des OCS fusionieren und ihren
Inhalt ins extrazellulare Milieu entlassen (7ablin, 2000).

Die a-Granula sind die haufigste, beim Menschen mit 40-100 pro Thrombozyt (White, 2006), und
grélte Granulapopulation (7ablin, 2000) mit einem Durchmesser von 400 nm beim Kaninchen (Bak et
al, 1969, Spicer et al., 1969). Sie sind rund oder oval (White, 2006), moderat elektronendicht und
homogen bis auf eine runde oder ellipsoide, exzentrische Stelle von etwas geringerer
Elektronendichte und einer GroRe von ca. Q/fB5 Diese Struktur wurde friher als Nukleoid
bezeichnet (Spicer et al., 1969). Generell kann man die Proteine in den a-Granula der Thrombozyten
des Kaninchens schwer bestimmen, da sie meist keine Kreuzreaktion mit Antikérpern, die gegen
menschliche Proteine gerichtet sind, im Radioimmunoassay zeigen und fiir die Proteine des
Kaninchens spezifische Antikdrper schwer zu bekommen sind (Packham et al., 71992). Dennoch
konnten Thomas et al. (1970) den Plattchenfaktor 4 beim Kaninchen nachweisen (Thomas et al.,
7970). Bei Saugetieren enthalten diex -Granula unter anderem Proteine wie Albumin, Faktor V und
Fibrinogen, Platichen-spezifische Faktoren wie p-Thromboglobulin und Plattchenfaktor 4,
Wachstumsfaktoren wie ,platelet-derived growth-factor” (PDGF), ,3-transforming growth-factor (TGF-
B), .epidermal growth factor* (EGF) und ,endothelial growth factor* (ECGF) und Glykoproteine.
Zuséatzlich finden sich auch Thrombospondin und Fibronektin inaden -Granula. Glykoprotein Ib,
Glykoprotein llb-llla und das fir a-Granula spezifische Protein P-Selektin gehéren zu den
Membranproteinen (7ablin, 2000). P-Selektin ist in der Membran der a-Granula von ruhenden
Thrombozyten gespeichert. Es hat beim Kaninchen ein Molekulargewicht von 117 * 7 kDa. Seine
Sequenz stimmt mit der des Menschen um 74 % (Uberein, mit der des Rindes, des Hundes, der Maus,

von Ratten und Schafen um 69-77 %. Nach Aktivierung des Thrombozyten durch Thrombin oder ADP
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und Freisetzung des Granulainhalts wird das P-Selektin beim Kaninchen, wie auch bei anderen
Saugetieren und dem Menschen, an der Oberflaiche des OCS und der Pseudopodien exprimiert. Es
gehort zur Selektinfamilie und dient als membrangebundener Rezeptor fir P-Selektin-Liganden. P-
Selektin fordert unter anderem Interaktionen zwischen aktivierten Thrombozyten und Leukozyten
(Reed et al., 1998). Eine weitere Granulapopulation in den Thrombozyten des Kaninchens stellen die
~.dense granules” dar. Sie besitzen eine vakuolenahnliche Struktur und sind mit 50-150 nm (7ranzer et
al, 1966) bzw. 170 nm (Bak et al, 1969) kleiner als die a-Granula. Im Durchschnitt kommen 3-5
dieser Granula in einem Thrombozyten des Kaninchens vor (Bak et al.,, 1969). Die elektronendichten
Granula sind beim Kaninchen eng von einer Membran umgeben, die die typische Struktur von
Einheitsmembranen besitzt. Einige Granula sind jedoch kleiner als die umgebende Membran, sodass
sie eine klare Vakuole hinterlassen. Die Granula sind meist rund, kénnen jedoch auch andere
Variationen in Form und Struktur zeigen (Davis und Whife, 1968). VVerschiedene Autoren wiesen
Serotonin in speziellen subzellularen Organellen, den sogenannten ,dense bodies” oder auch ,dense
granules®, nach (Tranzer et al., 1966, Meyers et al, 1982; Packham et al, 1992). Die
elektronendichten Granula enthalten weiterhin Kationen wie Ca2* und Mg?*, Nukleotide wie ATP und
ADP sowie Histamin (Meyers et al., 1982; Packham et al, 171992). Der Kalziumgehalt der
elektronendichten Granula ist beim Menschen im Vergleich zu anderen Spezies, auch dem
Kaninchen, besonders hoch. Im Gegensatz dazu haben das Kaninchen und das Schwein die héchste
Konzentration an Mg?*. Das ATP-ADP-Verhaltnis betragt beim Kaninchen 5, beim Menschen 0,8, was
auf den wesentlich hdheren Gehalt an ATP in den elektronendichten Granula des Kaninchens
zurtickzufihren ist. Auch andere Nukleotide wie GTP und UTP befinden sich in den elektronendichten
Granula der Thrombozyten des Kaninchens. Der Hauptanteil der Nukleotide wird im Megakaryozyten
gebildet und nur ein kleiner Anteil in den zirkulierenden Thrombozyten. Im Gegensatz zum Menschen
ist das Kaninchen jedoch in der Lage, neu synthetisierte Triposphonukleotide in den Thrombozyten zu
akkumulieren. Die Austauschrate des ATP zwischen Zytoplasma und elektronendichtem Granulum ist
beim Kaninchen 300 Mal geringer als der Transfer von Serotonin (Da Prada et al., 1987). Der
Serotoningehalt der Granula ist beim Kaninchen am hdéchsten. In absteigender Reihenfolge sind
Rinder, Nerze, Schweine, Katzen, Pferde und Hunde, sowie der Mensch zu nennen (Meyers et al.,
7982). Auch der Histamingehalt der elektronendichten Granula liegt beim Kaninchen wesentlich hdher
als beim Menschen (Packham ef al, 17992) und bei anderen Saugetieren. Aufgrund der
Decarboxylierung von Histidin zu Histamin in den Thrombozyten des Kaninchens ist eine in situ
Produktion von Histamin in diesen mdglich. Trotzdem wird angenommen, dass Histamin vor allem in
den Megakaryozyten im Knochenmark gebildet wird (Da Prada et al., 1981). Die elektronendichten
Granula der Kaninchen schlielen auRerdem Synaptophysin ein, ein Membranprotein synaptischer

Vesikel, welches bei anderen Saugetieren und dem Menschen dort nicht vorkommt (Packham ef al.,
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71992). Synaptische Vesikel sind sekretorische Organellen, die sich in den prasynaptischen
Nervenendigungen befinden und ihren Inhalt nach Stimulation abgeben. Es wird vermutet, dass
Synaptophysin in den ,dense granules® der Thrombozyten der Kaninchen eine Rolle bei der Bildung
spezifischer hexamerer Proteinkanale flr die Exozytose von Serotonin spielt (Béhler et al., 1990).

Der Nachweis von Monoaminen wie Noradrenalin, Adrenalin, Dopamin, Normetanephrin, p-Oktopamin
und m-Oktopamin in Thrombozyten des Kaninchens erfolgte durch Da Prada et al. (1981) (Da Prada
et al, 1987). Desweiteren befinden sich bei allen S&ugetierspezies Glykogengranula frei im
Zytoplasma der Thrombozyten (7ablin, 2000, White, 2006). Sie dienen als erste Ressource flir den
Energiemetabolismus der ruhenden Thrombozyten (7ablin, 2000). Im Vergleich zum Kaninchen
besitzen die Thrombozyten des Menschen dreimal so viel Glykogen (Bak et al, 7969). Beim
Menschen wurden zudem sogenannte Glykosomen im Zytoplasma nachgewiesen. Sie sind von einer
typischen Einheitsmembran umgeben und schlieBen Glykogenpartikel, die mit denen des
Zytoplasmas identisch sind, ein (White, 2006).

Im Zytoplasma der Thrombozyten sind aulerdem einige Mitochondrien und Peroxisomen vorhanden.
Der Golgi-Apparat ist maRig entwickelt und kann nur in einigen Thrombozyten ausgemacht werden.
Zisternen des endoplasmatischen Retikulums oder des rauen endoplasmatischen Retikulums werden

in Thrombozyten kaum gefunden (Jain, 7993).

2224 Histochemische Eigenschaften

In den Thrombozyten des Kaninchens kénnen verschiedene Enzyme nachgewiesen werden. In der
Literatur findet man vor allem Untersuchungen zum Vorkommen der sauren Phosphatase und
Arylsulfatase B. Dabei variieren die Angaben bezuglich der Lokalisation. Nach Bak et al. (1969)
befindet sich die saure Phosphatase in den a-Granula der Thrombozyten des Kaninchens (Bak ef al.,
7969), nach Wetzel et al. (1967b) in den elektronendichten Granula (Wetzel et al, 1967b).
Untersuchungen von Bentfeld und Bainton (1975) an Ratten wiesen das Enzym jedoch in den
lysosomalen Granula der Thrombozyten nach, die eindeutig von den a-Granula und elektronendichten
Granula abgrenzbar waren (Bentfeld und Bainton, 1975a). Auch Jain (1993) postuliert, dass sich die
saure Phosphatase bei S&ugetieren in den lysosomalen Granula befindet (Jain, 7993). Die
Arylsulfatase B wurde 1975 von Murata et al. in den a-Granula der Thrombozyten des Kaninchens
nachgewiesen (Murafa et al., 1975). Im Gegensatz dazu erfolgte der Nachweis von Arylsulfatase B
von Bentfeld und Bainton (1975b) bei den Thrombozyten der Ratte in den lysosomalen Granula
(Bentfeld und Bainfon, 1975b), was mit der Auffassung von Jain (1993) Ubereinstimmt. Weitere
Enzyme der lysosomalen Granula bei Saugetieren sind nach Jain $1993) -Glucuronidase und
Cathepsin (Jain, 1993). Es kénnen aullerdem a-Naphthyl-Acetat- und Naphthol-AS-Acetat-Esterase in

den Thrombozyten des Kaninchens nachgewiesen werden, die eine stark positive Reaktion nach der
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Anfarbung zeigen. Die Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase konnte jedoch nicht in den Thrombozyten
lokalisiert werden (Fey und Kuntze, 1970). Beim Nachweis der a-Naphthyl-Acetat-Esterase weisen
die Thrombozyten von Angora-Kaninchen positive Granula auf (Ozcan, 2005). Die alkalische
Phosphatase ist nur bei niederen Vertebraten und nicht bei Mammaliern in den Thrombozyten
lokalisiert (Fey und Kuntze, 1970). In Anwesenheit von Koagulationsfaktoren wie Thrombin und ADP
kann das Reaktionsprodukt der Guanylatcyclase an der Plasmamembran und an der Membran des
OCS der Thrombozyten von Kaninchen nachgewiesen werden. An denselben Stellen wurde auch
Adenylatcyclase nach Inkubation mit Prostaglandin E+ festgestellt (Spreca et al., 1997). Ein weiteres
Enzym, das im DTS, aber nicht im OCS, lokalisiert ist, ist die Thrombozyten-spezifische Peroxidase
(Jain, 1993). Enzyme zur Metabolisierung von Monoaminen finden sich in den Thrombozyten
verschiedener Spezies, darunter auch dem Kaninchen. Die Monoaminoxidase ist in den
Mitochondrien lokalisiert. Sie kommt beim Kaninchen zu 90% als A-Typ vor. Der Mensch, bei dem die
Aktivitat der Monoaminooxidase im Vergleich mit anderen Spezies am hdchsten ist, besitzt vor allem
Monoaminoxidase des B-Typs. Die Catechol-O-Methyl-Transferase befindet sich im Zytoplasma der
Thrombozyten und ist beim Kaninchen zehnmal héher als beim Menschen. Sie transformiert die in
den Thrombozyten vorhandenen Katecholamine in methoxylierte Derivate wie beispielsweise
Normetanephrin. Die Phenolsulphotransferase katalysiert die Konjugation der Katecholamine und
ihrer Metaboliten sowie verschiedener Medikamente mit Phenolgruppen. lhre Aktivitat ist beim
Menschen fast 300 Mal hoher als beim Kaninchen (Da Prada et al., 19817). In der Glykokalyx der
Thrombozyten des Kaninchens und auf verschiedenen zytoplasmatischen Vakuolen, wie auch im
bereits oben genannten Nukleoid, kann saure Mukosubstanz mittels dialysiertem Eisen nachgewiesen
werden (Spicer et al., 1969). Der Begriff Mukosubstanz umfasst dabei alle mit Proteinen gekoppelten
Kohlenhydrate und somit auch Glykosaminoglykane bzw. Proteoglykane, Glyko- und Mukoproteine
(Romeis, 1989). Die Thrombozyten des Kaninchens zeigen zudem eine geringe Menge an PAS-

positivem Material (Jain, 1969).

2225 Aufgaben

Die Hauptfunktion der Thrombozyten ist die Hdmostase (Blutgerinnung). Durch die Interaktion mit
endothelialen Zellen erhalten die Thrombozyten die vaskulare Integritat aufrecht (Jain, 7993). Dabei
kommt es bei Verletzungen des Endothels zum Ausstilpen der Pseudopodien, die sich anheften und
Thrombozytenaggregate bilden (Sinowatz und Hees, 2000). Dieser Vorgang wird als primare
Blutstillung bezeichnet (Kaspers und Goébel, 2005a). Die primére Blutstillung wird durch den von-
Willebrandt-Faktor, einem Integrin, vermittelt. Er bindet an das durch die GefalRverletzung freigelegte
Kollagen. Daraufhin erfolgt die Aggregation der Thrombozyten durch verschiedene Plasmafaktoren,

unter anderem Thrombin und Thromboxan Az, als auch ADP und Plattchenaktivierender Faktor (PAF).
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Durch Vermehrung der fir Thrombospondin und Fibrinogen hochaffinen Rezeptoren wird die
Fibrinogenverbindung stabilisiert und die Thrombozyten ,verkleben“ (Karison et al., 2005). Dieser
zweite Schritt der Hdmostase wird daher auch als sekundare Blutstillung bezeichnet (Kaspers und
Gobel, 2005a).

Thrombozyten spielen aulRerdem eine Rolle bei der Immunantwort durch Aktivierung von
chemotaktischen Substanzen und der Abgabe von kationischen Proteinen sowie vasoaktiven Aminen,
als auch bei der Phagozytose von kleinen Partikeln und Bakterien. Sie entlassen eine Vielzahl von
Proteinen wie Prokoagulantien, antiheparine Substanzen, inflammatorisch wirkende Stoffe und
Wachstumsfaktoren (Jain, 7993). Insgesamt greifen Thrombozyten in viele Funktionkreisldufe des
Kérpers ein, deren Ablaufe teilweise noch genauer untersucht werden mussen oder noch gar nicht

erforscht sind, weshalb dies an dieser Stelle nicht weiter ausgefiihrt wird.

2.2.3 Lymphozyten

2.2.3.1 Allgemeines

Wie in Kapitel 2.1.3. bereits erwahnt, besitzen adulte Kaninchen ein lymphozytares Blutbild
(Gassmann und Lutz, 2005b). Die Lymphozyten sind somit die vorherrschenden kernhaltigen Zellen in
der peripheren Zirkulation (Sanderson und Phillips, 1987). Ihr Anteil an der Gesamtleukozytenzahl
variiert (nach Angaben verschiedener Autoren) zwischen 31-52 % (Mitruka und Rawnsley, 1981), 30-
85 % (Quesenberry, 2004) bzw. 30-80 % (Jenkins, 2008) und dlrfte typischerweise bei 60 % liegen
(Benson und Paul-Murphy, 1999). Die Schwankungsbreite der Angaben ist mit der allmahlichen
Entwicklung eines lymphozytdren Blutbildes nach der Geburt zu erkldren. Zunéchst besitzen
Kaninchen nur 30 % Lymphozyten, die innerhalb von vier Wochen nach der Geburt auf adulte Werte
von ca. 60 % ansteigen (Jeklova et al., 2009). Die Lymphozyten kdénnen auf verschiedene Weise
unterteilt werden. Zum einen nach der ZellgréRe in klein und grof3 oder klein, mittelgrof3 und grof3, zum
anderen nach ihren funktionellen Unterschieden hinsichtlich der Immunantwort in B-Lymphozyten und
T-Lymphozyten sowie Null-Zellen (Jain, 7993). Die Null-Zellen umfassen Subtypen der Lymphozyten,
wie grofde, granuldre Lymphozyten, Natirliche Killerzellen und andere Zellen, die Killerzellaktivitat
besitzen (Thrall, 2004). Beim gesunden Kaninchen besteht die Lymphozytenpopulation aus 39 % B-
Lymphozyten, 44 % T-Lymphozyten und 8 % Null-Zellen (Jenkins, 2008) bzw. 38 % B-Lymphozyten,
45 % T-Lymphozyten und 15 % Null-Zellen (Bast et al., 1979). Der prozentuale Anteil von B- und T-
Lymphozyten in den verschiedenen lymphatischen Organen des Kaninchens wurde von Bast et al.

(1979) untersucht. Sie kamen zu folgendem Ergebnis:

24



2.2 CHARAKTERISIERUNG DER BLUTZELLEN DES KANINCHENS

B-Lymphozyten in %
Peripheres Blut 38 45
Knochenmark 46 10
Caecumlymphknoten 31 27
Milz 45 40
Peyer-Platten 46 42
Thymus 0,3 96
Periphere Lymphknoten 16 70

T-Lymphozyten in %

Tabelle 2.3: Prozentualer Anteil von T- und B-Lymphozyten in lymphatischen Organen (nach Bast et al., 1979)

2232 Bildung

Wie die anderen Blutzellen entstehen auch die Lymphozyten zunachst aus pluripotenten Stammzellen
im Knochenmark (Day, 2000). Sie differenzieren sich Uber die ,colony-forming unit-lymphocyte® (CFU-
L) (Gasper, 2000), auch lymphatische Stammzelle genannt (Gassmann und Lutz, 2005b), zur ,colony-
forming unit-B-lymphocyte® (CFU-B) und ,colony-forming unit-T-lymphocyte“ (CFU-T) (Gasper, 2000).
Die lymphoiden Progenitoren des Knochenmarks siedeln sich dann in den primaren lymphatischen
Organen an. Dies sind zum einen der Thymus, in dem sich die Vorlduferzellen der T-Lymphozyten
ausbilden, und zum anderen bei den Saugetieren das Knochenmark, beim Vogel die Bursa fabricii, in
der sich die Vorlaufer der B-Lymphozyten entwickeln. In den primaren lymphatischen Organen
differenzieren sich zwei funktionell und phanotypisch unterschiedliche Populationen (Jain, 7993).
Nach der Ausreifung der nativen B-Zellen im Knochenmark Uber die Stadien der Pro-B-Zelle, Pra-B-
Zelle und unreife B-Zelle gelangen sie iber den Blutstrom in die sekundaren lymphatischen Organe
(Freund, 2008), wo sie durch Antigenstimuli zu immunkompetenten B-Lymphozyten in Form von
Plasmazellen und B-Gedachtniszellen ausreifen (Jain, 71993, Freund, 2008). Die Vorlaufer der T-
Lymphozyten wandern bereits frih als ,Thymus seeding progenitors“ in den Thymus ein und
durchlaufen folgende Reifungsstadien: subkortikaler Thymozyt, kortikaler Thymozyt, medullarer
Thymozyt. Sie entwickeln sich zu den verschiedenen T-Lymphozyten wie beispielsweise zytotoxische
T-Zellen (CD8+*-T-Zellen) und T-Helferzellen (CD4+*-T-Zellen), die in die Peripherie auswandern und
dort durch ein Antigen aktiviert werden (Freund, 2008). Nach Antigenkontakt kdnnen sie sich zu T-
Gedachtniszellen weiterentwickeln (Sinowatz und Hees, 2000). Auch die Natirlichen Killerzellen
stammen von lymphoiden Vorlaufern ab (Lebien, 2001, Schmidt et al., 2005). Sie entwickeln sich nicht
nur im Knochenmark, sondern auch im Thymus (Lebien, 2001, Sobotta und Welsch, 2006). Reguliert
wird die Lymphopoese durch zahlreiche Faktoren, deren Zusammenspiel sehr komplex ist. Eine
wesentliche Rolle spielen dabei die lokale Mikroumgebung, Interleukine und Antigene. Bei der B- und
T-Zell-Bildung und -Reifung nehmen folgende Faktoren Einfluss: IL-1, IL-2, IL-4, IL-5, IL-7, IL-11 (B-
Zellen), IL-12 (T-Zellen), TNF-a, ,T-cell growth factor  und Interferon a (Jain, 7993). Die Entwicklung
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der natirlichen Killerzellen wird vor allem durch den Stammzellfaktor, den ftl-3-Liganden, IL-7 und IL-

15 reqguliert (Lebien, 2001).

2233 Morphologie

Die B- und die T-Lymphozyten kdnnen mittels konventioneller histologischer Farbemethoden
morphologisch nicht voneinander unterschieden werden. Eine Differenzierung ist nur mit
immunzytochemischen Methoden mdglich, mit denen verschiedene Antigenrezeptoren auf der
Zellmembran der Lymphozyten bestimmt werden kénnen (Sinowatz und Hees, 2000, Steffens, 2000).
Noch schwieriger gestaltet sich die Identifizierung der Null-Zellen, die keine spezifischen
Antigenrezeptoren exprimieren (Lebien, 2007). Auf die immunhistochemischen Methoden wird in
Kapitel 2.3.5 néher eingegangen.

Allgemein sind Lymphozyten runde Zellen, die bei allen Spezies eine &hnliche und charakteristische
Morphologie aufweisen (Harcourt-Brown, 2008). Anhand ihrer GréRe kann man beim Kaninchen
kleine und grolRe Lymphozyten unterscheiden (Harkness und Wagner, 7995), wobei die kleinen
Lymphozyten im Blutbild dominieren (Thrall, 2004) (Campbell und Ellis, 2007; Harcourt-Brown, 2008;
Jenkins, 2008). |hr Durchmesser betragt ca. 7-10 ym (Sanderson und Phillips, 1981, Harcourt-Brown,
2008); der grofde Lymphozyt ist ca. 10-15 pym gro® (Sanderson und Phillips, 1981).

Der Zellkern der Lymphozyten des Kaninchens ist von runder oder ovaler Form, manchmal mit einer
leichten Einkerbung, und farbt sich tief purpurblau in Romanowsky-Farbungen an. Das Zytoplasma
des kleinen Lymphozyten bildet einen schmalen Rand um den Zellkern, wohingegen der grof3e
Lymphozyt ein umfangreicheres Zytoplasma besitzt. Es zeigt bei den Ublichen Blutfarbungen eine
mittlere bis tiefe Blaufarbung, wobei in groRen Lymphozyten ein perinukledrer Hof vorhanden sein
kann (Sanderson und Phillips, 1981). Die zytoplasmatische Farbe ist dabei abhangig von dem Gehalt
an freien Ribosomen, Polyribosomen und / oder rauem endoplasmatischen Retikulum (Jain, 7993)
und variiert auch mit der Aktivitdt des Lymphozyten. Lymphozyten mit hoher Aktivitat, die Proteine
synthetisieren, besitzen ein dunkelblaues Zytoplasma im Gegensatz zu dem hellblauen Zytoplasma
der inaktiven Zellen (Jain, 1993; Lester et al., 2005). Einige azurophile Granula kénnen im Zytoplasma
des grolRen Lymphozyten vorkommen (Sanderson und Phillips, 1981; Thrall, 2004; Campbell und
Ellis, 2007). Nach Benson und Paul-Murphy (1999) gibt es azurophile Granula in den groRen
Lymphozyten als auch in den kleinen Lymphozyten des Kaninchens (Benson und Paul-Murphy, 1999).
Zellen mit groRen azurophilen Granula mit einer Grofse von 1-2 ym werden auch als grof3e, granué re
Lymphozyten bezeichnet (Jain, 7993).

Ultrastrukturell kann man bei Sdugetieren kleine, mittelgrolRe und gro3e Lymphozyten unterscheiden.
Die kleinen Lymphozyten sind rund und im Durchschnitt 6 um gro3. Auf ihrer Oberflache sieht man ein

paar kurze Mikrovilli. Der runde Zellkern zeigt oft flache Einkerbungen und hat einen Durchmesser von
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ca. 5 ym. Er entilt keine Nukleoli und verleiht der Zelle aufgrund seiner GréRe ein hohes Kern-
Zytoplasma-Verhaltnis. Im Randbereich des Zellkerns befindet sich dicht gepacktes dunkles
Heterochromatin. Das beim kleinen Lymphozyten spérlich vorhandene Zytoplasma enthalt ein paar
freie Ribosomen. Ungefahr 10% der kleinen Lymphozyten besitzen membrangebundene azurophile
Granula, die sich dunkel anfarben und zwischen 0,25 und 0,5um groB3 sind. Mittelgrof3e Lymphozyten
mit einer GréRRe von 8-9 um beim Saugetier haben einen leicht eingekerbten Zellkern mit einer diinnen
Schicht Heterochromatin am Rand und einem betréchtlichen Gehalt an Euchromatin. Zudem befinden
sich meist ein oder zwei Nukleoli im Zellkern. Im Zytoplasma sind in gréoRerer Zahl freie Ribosomen
vorhanden als beim kleinen Lymphozyten. Der Golgi-Apparat ist immer nachweisbar, jedoch nur klein
ausgebildet. Die Anzahl anderer Organellen wie der Mitochondrien und der Zisternen des
endoplasmatischen Retikulums ist variabel. Gro3e Lymphozyten mit einer Grolke vorurhdoder
mehr findet man in den Keimzentren lymphatischer Follikel wie in den Peyer Plaques, den
Lymphknoten und der Milz. Sie sind rund bis ovoid mit Mikrovilli an ihrer Oberflache. Der Zellkern ist
rund mit zahlreichen Einkerbungen und einem hohen Gehalt an Euchromatin. Das Heterochromatin ist
in einer schmalen Zone im Randbereich des Zellkerns angeordnet. Charakteristisch flir den Zellkern
der groRen Lymphozyten ist ein grobkérniger Nukleolus. Im Zytoplasma befinden sich vor allem freie
Ribosomen, Polyribosomen, endoplasmatisches Retikulum und Mitochondrien. Auch groRe,
azurophile Granula mit einem Durchmesser von 1-2 ym kdnnen beobachtet werden (Jain, 7993). Ein
Golgi-Apparat ist meist nicht nachweisbar (Steffens, 2000). Das Zytoskelett von tierischen Zellen
besteht aus Aktinflamenten, Intermediarfilamenten und Mikrotubuli (Sinowatz und Hees, 2000).
Bereits 1987 wiesen Zauli et al. mit histochemischen Methoden Aktin in B-Lymphozyten und T-
Lymphozyten des Menschen nach, wobei die B-Lymphozyten eine starkere Auspragung von
Aktinfilamenten zeigten. In B-Lymphozyten befand sich ein groRBer Teil der Aktinflamente im
Zytoplasma und den Mikrovilli, wohingegen in den T-Lymphozyten die Verteilung der eher spérlich
vorhandenen Mikrofilamente in der Zelle variabel war (Zauli et al, 71988). Die Mikrovilli der
Lymphozyten bestehen dabei aus parallelen Aktinfilament-Bindeln, die seitlich durch Aktin-bindende
Proteine miteinander verbunden sind (Khismatullin, 2009). Gezielt in T-Lymphozyten nachgewiesene
Aktinfilamente dienen in diesen der Kontrolle der Zellmorphologie und Plastizitat. Zudem ermdéglichen
sie eine mechanische Belastung, die fiir die Mobilitét der Zelle erforderlich ist. Uber fokale Adh&sion
sind die Aktinflamente mit den Integrinen der Zellmembran verknipft. Zu den Aktin-bindenden
Proteinen gehoren Talin, Vinculin und Paxillin (Billadeau et al., 2007). Intermediarfilamente spielen
eine aktive Rolle bei der Transmigration und Adhésion von mononukledren Zellen. Das
Intermediarfilament Vimentin beeinflusst in Lymphpozyten die Lokalisation und Aktivitdt von
Oberflachenmolekilen durch Bildung einer fest verankerten und organisierten Struktur (Nieminen et

al., 2006). In B- und T-Lymphozyten des Menschen kann Vimentin durch Immunfluoreszenzmethoden
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nachgewiesen werden. Vor allem T-Lymphozyten besitzen viel Vimentin, das in Form von grof3en
Spiralen fluoreszenzmikroskopisch zu sehen ist (Zauli ef al, 7988). Mikrotubuli dienen in T-
Lymphozyten der Regulation der Sekretion von Effektormolekilen der T-Zellen und wirken bei der
Rezeptor-Endozytose und der Aufrechterhaltung der F-Aktin-abhangigen Strukturen mit (Billadeau et
al., 2007).

2234 Histochemische Eigenschaften

Die Lymphozyten des Kaninchens weisen keine Aktivitdt der Peroxidase auf (Osbaldisfon und
Sullivan, 1978b). Positive Farbereaktionen zeigen die Lymphozyten des Kaninchens jedoch beim
Nachweis der a-Naphthyl-Acetat-Esterase, der Chloracetat-Esterase (Fey wnd Kuntze, 1970;
Osbaldiston und Sullivan, 1978a) und Naphthol-AS-Acetat-Esterase (Fey und Kunize, 1970). Die
Aktivitat der unspezifischen Esterase in Lymphozyten kann im Gegensatz zu der in den Monozyten
nicht mit Natriumfluorid gehemmt werden (Jain, 7993). Die a-Naphthyl-Acetat-Esterase zeigt sich in
positiven Lymphozyten durch das Auftreten von ein oder mehreren enzympositiven Granula, teilweise
auch mit einem hoéheren Granulagehalt. Positive Lymphozyten haben im Blutausstrich einen Anteil
von 68,2% (Ozcan, 2005). Alkalische Phosphatase kann in den Lymphozyten des Kaninchens nicht
nachgewiesen werden (Jain, 1968, Fey und Kunize, 1970). Saure Phosphatase ist hingegen in den
Lymphozyten des Kaninchens vorhanden (Fey und Kunize, 1970, Micheev und Suchanov, 1972).
Eine genauere Untersuchung der sauren Phosphatase in mononukledren Zellen von Wetzel et al.
(1967b) ergab eine positive Reaktion in den Granula, den Vesikeln und Vakuolen des Golgi-Apparates
(Wetzel et al., 1967b). Bei Saugetieren enthalten Lymphozyten auf’erden -Glucuronidase sowie
Enzyme flr die Nukleinsauresynthese (Jain, 7993). Zudem farben sich Lymphozyten von Kaninchen

nicht mit Sudanschwarz B an (Osbaldisfon und Sullivan, 1978b) und sind PAS-negativ (Jain, 1969).

2235 Aufgaben

Lymphozyten sind Zellen des erworbenen Immunsystems. Sie besitzen Antigenrezeptoren auf ihrer
Oberflache, die spezifisch bestimmte molekulare Strukturen erkennen. Durch den Kontakt mit dem
Antigen kommt es zur Aktivierung, Vermehrung und Reifung von Lymphozyten mit dieser
Antigenspezifitit in den sekundaren Ilymphatischen Organen. Es bilden sich dabei die
antigenspezifischen Effektorzellen und langlebigen Gedachtniszellen (Kaspers und Gobel, 2005b). Die
B-Lymphozyten gehéren zu der humoralen Abwehr des erworbenen Immunsystems. Sie werden nach
Antigenstimulation zu Plasmazellen, die Immunglobuline bilden (Kaspers und Goébel, 2005b). Fir die
Antikdrperbildung missen Makrophagen, B-Lymphozyten und T-Lymphozyten interagieren. Zunachst
binden Makrophagen das Antigen mit Hilfe ihrer Rezeptoren an ihrer Oberflache. Dieses Antigen wird

prozessiert und den T-Helferzellen und B-Zellen prasentiert. Sowohl die T-Helferzellen als auch die B-
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Zellen binden an das prozessierte Antigen und werden durch Zell-Zell-Interaktionen zur Proliferation
angeregt (Jain, 1993).

Die T-Lymphozyten sind fir die zellvermittelte Immunantwort zustédndig. Bei den T-Lymphozyten
kénnen verschiedene Subpopulationen unterschieden werden (Kaspers und Gobel, 2005b, Sinowatz
und Hees, 2000), zu denen die T-Helferzellen, die zytotoxischen T-Zellen, die T-Suppressorzellen und
die T-Gedachtniszellen gehoéren. Die T-Helferzellen interagieren mit den B-Lymphozyten und férdern
damit ihre Reifung zu Plasmazellen. Im Gegensatz dazu sind die zytotoxischen T-Zellen
Effektorzellen, die Zielzellen zerstéren koénnen. Die T-Suppressorzellen hingegen verhindern
Uberschiellende Immunreaktionen, wobei sich ihre Fahigkeit sowohl gegen B-Zellen als auch gegen
T-Helferzellen und zytotoxische T-Zellen richtet. T-Gedéachtniszellen kénnen ein auslésendes Antigen
auch nach langerer Zeit wiedererkennen (Sinowatz und Hees, 2000). Die Natirlichen Killerzellen sind
auch eine Population von Lymphozyten, die keinen Rezeptor fir spezifische Antigene exprimieren
(Gershwin, 2008). Sie erkennen Zielzellen durch inhibitorische und aktivierende Signale (Lebien,
2001). Da sie ihre Zielzellen ohne vorherige Exposition abtéten, gehdéren sie zum angeborenen

Immunsystem (Gershwin, 2008).

2.2.4 Monozyten

2241 Allgemeines

Die Monozyten sind die gréfiten Zellen im peripheren Blut des Kaninchens mit einem Durchmesser
von ca. 15-18 ym (Moore, 2000; Melillo, 2007; Jenkins, 2008). Sie machen ca. 1-4 % (Schermer,
1958, Quesenberry, 2004; Jenkins, 2008) bzw. 9 % (Banks, 1986; Parmley, 1988) den Zellen des

weillen Blutbildes aus.

2242 Bildung

Monozyten entwickeln sich aus den hamatopoetischen Stammzellen des Knochenmarks und wandern
schon kurz nach dem Eintreten in die Blutbahn in das umgebende Bindegewebe und in die
Korperhdhlen aus, wo sie sich zu Makrophagen differenzieren (Jain, 7993). |hre Entwicklung im
Knochenmark bis zur Freisetzung in die Blutbahn betrégt beim Kaninchen 38,1 + 3,1 Stunden (Gofo et
al., 2003). Aus der pluripotenten Stammzelle entwickelt sich unter dem Einfluss der Mikroumgebung
des Knochenmarks und verschiedenen Zytokinen die bipotente ,colony-forming-unit-granulocyte-
monocyte“ (CFU-GM), aus der sich auch die neutrophilen Granulozyten bilden (Jain, 7993, Bienzle,
2000). Aus der CFU-GM entsteht die CFU-M (,colony-forming-unit-monocyte®) (Gasper, 2000) und

dann der Monoblast, auf den der Promonozyt und der Monozyt als weitere Differenzierungsstufen
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folgen. Dabei teilt sich der Monoblast einmal, der Promonozyt ein- bis zweimal. Der Monozyt dagegen
ist nicht mehr zur Teilung fahig (Jain, 7993). Lichtmikroskopisch kann man den Monoblasten vom
Myeloblasten nicht unterscheiden (Bienzle, 2000). Der Promonozyt hingegen kann mit der Wright-
Farbung identifiziert werden. Er ist ca. 7-15 ym grof3 und entélt einen gro3en runden oder ovalen
Nukleus mit zwei bis funf Nukleoli. Um den Kern herum befindet sich reichlich Zytoplasma, das
zahlreiche freie Ribosomen, einen deutlichen Golgi-Apparat und einige Zisternen des rauen
endoplasmatischen Retikulums enthalt. Zusatzlich kann man viele kleine azurophile Granula, die in
der Golgi-Region lokalisiert sind, erkennen (Nichols et al., 1971). Sie haben einen homogen dichten
Inhalt und sind normalerweise von runder oder ovaler Form, manchmal jedoch auch pleomorph
(Spicer et al., 1968, Nichols et al., 19717). lhre Grol3e betragt zwischen 100 und 500 nm (Nichols et al.,
1971).

Der gesamte Prozess der Monozytopoese wird durch IL-3 und den ,granulocyte-monocyte colony-
stimulating factor (GM-CSF)“ reguliert (Jain, 1993). Zusatzlich steuert der ,monocyte-specific colony-
stimulating factor (M-CSF)“ die Proliferation der Vorlauferzellen wie des Monoblasten und des
Promonozyten (Jain, 1993) (Bienzle, 2000). Der M-CSF ist ein Glykoprotein, das von verschiedenen
Zellen wie aktivierten Monozyten, Makrophagen, T-Lymphozyten und endothelialen Zellen produziert
wird (Jain, 7993). Auch IL-6 und B-Chemokine spielen beim Kaninchen eine wichtige Rolle als
Mediatoren der Produktion und Mobilisation von Monozyten aus dem Knochenmark. Im Gegensatz zu
den Granulozyten gibt es keinen Pool von Monozyten im Knochenmark des Kaninchens. Sie besitzen
hingegen einen groflen Monozytenpool in der Lunge (Gofo et al, 2003), da ihre Monozyten
voribergehend in den pulmonalen BlutgefalRen verweilen. Dadurch kénnen Stimuli, wie z.B. infektidse

Agentien beim Kaninchen zu einer Monozytose filhren (Bienzle, 2000).

2243 Morphologie

Die Monozyten beim Kaninchen sind denen der anderen Sauger und des Menschen ahnlich (Thral,
2004). Der Zellkern ist insgesamt kleiner als bei den Promonozyten und es liegt ein geringeres Kern-
Zytoplasma-Verhaltnis vor (Nichols et al., 19717). Die Beschreibungen hinsichtlich der Form des
Zellkerns variieren in der Literatur von rund bis oval (Campbell und Ellis, 2007) oder gelappt
(Schermer, 1958; Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007) bis hin zu bohnen- oder hufeisenférmig
(Moore, 2000, Melillo, 2007) oder auch nierenférmig (Oka et al, 1982). Der Zellkern lasst sich
purpurfarben in Standardfarbungen fir Blutzellen darstellen (Melillo, 2007), wobei sich das Chromatin
diffus oder hell anfarbt (Moore, 2000). Es erscheint weniger kondensiert als das Chromatin von den
neutrophilen Granulozyten (Jenkins, 2008). Der Zellkern ist von einem breiten Saum von hellblauem
Zytoplasma umgeben (Moore, 2000; Quesenberry, 2004), das teilweise wolkig graublau oder auch

marmoriert erscheint (Schermer, 1958; Campbell und Ellis, 2007; Melillo, 2007). In ihm befinden sich
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normalerweise ein paar (Moore, 2000; Campbell und Ellis, 2007) bzw. viele (Thrall, 2004) \Vakuolen
(Osbaldiston und Sullivan, 1978b, Quesenberry, 2004). Das Zytoplasma enthalt einige Ribosomen
und feine Granula, die in Romanowsky-Farbungen azurophil erscheinen (Campbell und Ellis, 2007).
Sie sind groRer als die Granula der Promonozyten und haben im Elektronenmikroskop einen
einheitlich dichten und homogenen Inhalt. Nach Nichols et al. (1971) kdénnen bis zu 50 Granula in
einem Monozyten vom Kaninchen beobachtet werden (Nichols et al., 1977). Oka et al. (1982) konnten
18-50 Granula pro Monozyt, ca. 30,4 Granula im Durchschnitt, erkennen, die eine Tendenz zur
Bildung von Clustern zeigten (Oka et al., 1982). Der Golgi-Apparat ist in zirkulierenden Monozyten gut
ausgebildet, was darauf schlieBen lasst, dass die Granula auch in zirkulierenden Zellen gebildet
werden (Nichols et al, 1977). Elektronenmikroskopisch kann man bei S&ugetieren ein paar
unregelmafige kurze Mikrovilli an der Zelloberflache ausmachen. Im Zytoplasma sind kleine, runde
Mitochondrien, freie Ribosomen und kurze Profile des endoplasmatischen Retikulums zu erkennen
(Steffens, 2000). Das Zytoskelett der Monozyten besteht, wie das Zytoskelett aller tierischen Zellen,
aus Aktin-, Intermediarfilamenten und Mikrotubuli (Sinowatz und Hees, 2000). Aktinfilamente verleihen
der Zellmembran Stabilitdt und Form und bilden Projektionen wie beispielsweise Mikrovilli an ihrer
Zelloberflache (Alberts et al., 2008). In Leukozyten sind sie die Hauptstrukturproteine, die sich mit
Hilfe von Myosin kontrahieren (Schmid-Schéonbein, 1990). In adhdrenten Monozyten des Menschen
konnte mit Hife der Immunfluoreszenz die Verteilung von Aktin, Myosin und a-Actinin bestimmt
werden. Diese Untersuchungen zeigten, dass Myosin und a—Actinin eng mit dem Aktinnetzwerk
verbunden sind. Es wird von den Autoren angenommen, dass in Monozyten das Aktinnetzwerk durch
a—Actinin an der Plasmamembran verankert ist. Dies wird beibehalten, wenn sich aufgrund eines
Stimulus Aktin in den Lamellipodia reorganisiert und polymerisiert. Somit spielen F-Aktin und a—Actinin
eine entscheidende Rolle an den mobilen Enden der Lamellipodien. Durch das Hineingleiten der
Myosinmolekiile in die Aktinfilamente entsteht eine mechanisch-chemische Energie, die die Bildung
von Lamellipodien bewirkt (7akubo et al., 1999).

Das Intermediarfilament Vimentin wurde von Benes et al. (2006) in Monozyten und Makrophagen des
Menschen nachgewiesen, wo es eine entscheidende Rolle bei der Bildung von aktiven Makrophagen

spielt (Benes et al., 2006).

2244 Histochemische Eigenschaften

Die Granula der Monozyten sind positiv fiir saure Phosphatase (Spicer et al., 1968, Fey und Kunize,
1970; Nichols et al., 19717) und Arylsulfatase, weshalb sie auch als primare oder lysosomale Granula
bezeichnet werden kénnen. Reaktionsprodukte finden sich auch in einigen Segmenten der Zisternen
des endoplasmatischen Retikulums (Nichols et al., 1977), in einigen Zisternen des Golgi-Apparates

und damit assoziierten Vesikeln (Wetzel et al., 1967b, Nichols et al., 1971) sowie in den unreifen
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Granula der Promonozyten und im Fall der Arylsulfatase auch in den reifen Granula. Saure
Phosphatase kann selten in den reifen Granula nachgewiesen werden. Reaktionsprodukte der
Arylsulfatase sind nur in wenigen Zisternen des endoplasmatischen Retikulums und des Golgi-
Apparates zu sehen (Nichols et al., 1971).

Monozyten des Kaninchens aus dem Knochenmark und der Blutbahn sind, im Gegensatz zu denen
des Menschen und des Meerschweins, Peroxidase-negativ (Nichols et al., 1971, Oka et al., 1982).
Osbaldiston und Sullivan (1978) konnten in einem Blutausstrich bei einem Monozyten zwei bis drei
kleine Peroxidase-positive Granula nachweisen. Die Monozyten anderer Blutausstriche verhielten sich
aber ausschlielRlich Peroxidase-negativ (Osbaldiston und Sullivan, 1978b). In vitro Untersuchungen
von Oka et al. (1982) zeigten, dass jedoch bei 20% der untersuchten Monozyten des Kaninchens eine
Reaktivitat im rauen endoplasmatischen Retikulum und der Kernhille vorliegt, wenn die Monozyten an
Plastikteilchen gebunden hatten (Oka et al., 1982).

Die Granula der Monozyten beim Kaninchen sind aulerdem positiv flir unspezifische Esterasen bei
Verwendung von a-Naphthyl-Acetat als Substrat (Osbaldiston und Sullivan, 1978a, Osbaldiston und
Sullivan, 1978b; Ozcan, 2005) und fiir die spezifische Chloracetat-Esterase (Osbaldiston und Sullivan,
1978a, Osbaldiston und Sullivan, 1978b). Sie zeigen eine diffuse, positive Reaktion (Ozcan, 2005).
Die unspezifische Esterase der Monozyten kann, im Gegensatz zu der unspezifischen Esterase der
Lymphozyten (Jain, 7993), mit Natrium-Fluorid gehemmt werden (Raskin und Valenciano, 2000).
Monozyten sind aulerdem negativ fir alkalische Phosphatase (Osbaldisfon und Sullivan, 1978b, Jain,
7968). Mit der Sudanschwarz B-Farbung kann, im Unterschied zu den Lymphozyten, in den
Monozyten des Kaninchens sudanophiles Material im Zytoplasma nachgewiesen werden. Im
Gegensatz zu den positiven Granula der Granulozyten sind die sudanschwarzpositiven Granula der
Monozyten sehr viel kleiner und weniger zahlreich (Osbaldiston und Sullivan, 1978b). Monozyten des
Kaninchens reagieren aulerdem negativ bei der PAS-Reaktion (Jain, 1969).

Durch immunhistochemische Methoden wiesen Shimokawa et al. (1990) die Bindung des
monoklonalen Antikdrpers RbM2, der spezifisch fur ein Antigen der Monozyten und Makrophagen des
Kaninchens ist, nach. Dabei konnten Reaktionsprodukte in den Lysosomen der Monozyten und
Makrophagen durch Immunelektronenmikroskopie identifiziert werden. Bei dem zugehorigen Antigen
handelt es sich um ein Protein mit einem Molekulargewicht von 50 000 Da. Eine genauere
Charakterisierung fehlt jedoch (Shimokawa et al., 1990). Weiterhin sind verschiedene CD-Antigene
(CD9, CD11a, CD14, CD18, CD23 und CD43) auf der Zelloberflache von Monozyten beim Kaninchen

durch monoklonale Antikdrper identifiziert worden (Brodersen et al., 1998).
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2245 Aufgaben

Monozyten sind Bestandteile des mononukledren Phagozytensystems (MPS), zu dem auch ihre
Vorlaufer im Knochenmark, Gewebsmakrophagen und Zellen, die sich von den Monozyten ableiten,
wie z.B. die Kupffer-Sternzellen der Leber, gehéren (Sinowatz und Hees, 2000). Sie sind Bestandteil
der unspezifischen Abwehr (Silbernag/ und Despopoulos, 20017). Ihre Aufgabe besteht vor allem in der
Phagozytose und im Abbau von Zelldebris und Mikroorganismen (Bienzle, 2000). Letztere erkennen
sie anhand von Kohlenhydratrezeptoren auf ihrer Oberflache (Silbernag/ und Despopoulos, 20017).
Dies zeigt sich beim Kaninchen durch eine Erhéhung der Anzahl der Monozyten im peripheren Blut
bei bakteriellen Infektionen. Bei anderen Spezies ist die Monozytose dagegen mit chronischen
Erkrankungen assoziiert, was beim Kaninchen nicht der Fall sein muss (Harcourt-Brown, 2008). Bei
Entzindungsreaktionen sezernieren Monozyten Zytokine und chemische Mediatoren (Bienzle, 2000),
zu denen Prostaglandin-2 und Thromboxan-2 gehdéren, was in Bezug auf das Kaninchen von Saito et
al. (1986) nachgewiesen wurde (Saito et al., 1986). Sie spielen aulerdem eine wichtige Rolle bei der
spezifischen Immunabwehr. Dabei prasentieren sie Antigene zusammen mit MHC-Molekiilen der
Klasse Il den T-Lymphozyten, welche diese durch den T-Zell-Rezeptor erkennen, sodass eine T-Zell-
spezifische Immunreaktion in Gang gesetzt wird (Karlson et al, 2005). Weiterhin sind sie auch

zytotoxisch gegeniiber Tumoren oder Fremdzellen (Bienzle, 2000).

2.2.5 Neutrophile Granulozyten

2251 Allgemeines

Die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens nehmen eine besondere Stellung innerhalb der
neutrophilen Granulozyten der Sdugetiere ein, da sich ihre Granula in Romanowsky-Farbungen nicht
neutral verhalten, sondern eine eosinophile Farbung zeigen (Schermer, 1958; Kozma et al., 1974,
Sanderson und Phillips, 1981, Jain, 1993; Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007). Dies wurde bereits
von Ehrlich im 19. Jahrhundert festgestellt, der diese Zellen daher als pseudoeosinophil bezeichnete
(Schermer, 1958, Kozma et al., 1974). Weitere Synonyme fir die neutrophilen Granulozyten des
Kaninchens in der Literatur findet man vor allem im Englischen. Hier werden sie amphophile,
azidophile oder heterophile Granulozyten genannt (Kozma et al., 1974; Sanderson und Phillips, 1981;
Harkness und Wagner, 1995; Benson und Paul-Murphy, 1999; Jenkins, 2008). Abgesehen von ihrem
Farbeverhalten entsprechen die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens elektronenmikroskopisch,
funktionell und biochemisch denen der anderen Saugetiere und des Menschen (Schermer, 1958;
Kozma et al., 1974, Sanderson und Phillips, 1981, Dodds, 2000; Quesenberry, 2004; Thrall, 2004,
Campbell und Ellis, 2007; Jenkins, 2008).
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Die neutrophilen Granulozyten haben einen Anteil von ca. 30-50 % (Schermer, 1958), 36-50 %
(Mitruka und Rawnsley, 1981) bzw. 20-75 % (Jenkins, 2008) an der Gesamtleukozytenzahl beim

Kaninchen und machen somit den zweitgréRten Pool an Leukozyten im Blut aus.

2252 Bildung

Die Differenzierung der Granulozyten, die Granulopoese, wird von allen drei
Granulozytenpopulationen ahnlich durchlaufen. Dabei bildet der Myeloblast eine fiir alle drei
Granulozytenarten morphologisch erkennbare Vorstufe. Aus diesem entsteht durch Teilung und
Differenzierungsprozesse der Promyelozyt, aus dem der Myelozyt hervorgeht (Sobotta und Welsch,
2006). Der Promyelozyt ist das Differenzierungsstadium, in dem sich zunéchst unspezifische Granula
der einzelnen Granulozytenpopulationen ausbilden. Erst im Myelozyten werden die spezifischen
Granula gebildet, sodass man einen neutrophilen, eosinophilen und basophilen Myelozyten
unterscheiden kann. Uber den Myelozyten kommt es zur Bildung der Metamyelozyten, die sich iiber
eine stabkernige Zwischenstufe zu den reifen Granulozyten entwickeln (Sinowatz und Hees, 2000).
Diese letzten drei Stadien reprasentieren Zellen, die nicht mehr zur Teilung befahigt sind (Parmley,
7988). Bei den neutrophilen Granulozyten spricht man somit vom neutrophilen Myelozyt, neutrophilen
Metamyelozyt, stabkernigen neutrophilen Granulozyten und segmentkernigen neutrophilen
Granulozyten (Sobotta und Welsch, 2006).

Morphologisch kénnen die granulozytidren Myeloblasten nicht unterschieden werden. Sie sind bei
allen Saugetieren ca. 10-15 ym grol3 (Parmley, 1988) und besitzen einen runden bis ovalen Zellkern
(Jain, 1993, Reagan, 2008). Das Chromatin ist fein getlpfelt (Jain, 7993, Reagan, 2008) bzw.
feinverteilt (Parmley, 71988). Zumeist sind im Zellkern ein bis mehrere Nukleoli (Jain, 7993 Reagan,
2008), nach Parmley (1988) zwei bis vier, mit einem Durchmesser von 1,5 ym vorhanden (Parmley,
7988). Der neutrophile Myeloblast des Kaninchens hat einen runden oder ovoiden Zellkern mit
weicher Kontur, komplexen Nukleoli und Chromatin mit der Tendenz zur Margination (Wetzel et al.,
1967g). Das gut ausgebildete Zytoplasma der Myeloblasten hat in der Wright-Farbung einen
blaugrauen Farbton (Parmley, 1988, Jain, 1993; Reagan, 2008). Es kann sowohl frei von Granula sein
(Typ | Myeloblast) oder manchmal ein paar feine, rétlich-purpurne azurophile Granula zeigen (Typ I
Myeloblast) (Jain, 7993). Ultrastrukturell sieht man im neutrophilen Myeloblasten des Kaninchens
zahlreiche Ribosomen an der duf3eren Membran der Kernhille und eine gro3e Population an freien
Ribonukleoproteinpartikeln im Zytoplasma. Die Menge an rauem endoplasmatischen Retikulum
variiert. Ein paar Mitochondrien und eine Golgi-Zone kdnnen nur unregelmalig beobachtet werden
(Wetzel et al., 1967a). Der Promyelozyt, auch Progranulozyt genannt (Hawkey und Dennett, 1990), ist
beim Saugetier mit einem Durchmesser von 14-20 um in Blutausstrichen groRRer als der Myeloblast

(Parmley, 1988). Sein Zellkern unterscheidet sich nicht wesentlich von dem des Myeloblasten (Jain,
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7993). Er enthalt auch feinverteiltes Chromatin sowie ein bis zwei Nukleoli (Parmley, 1988). Das
Zytoplasma ist umfangreich und farbt sich hellblau (Jain, 7993). Der Promyelozyt ist beim Saugetier,
somit auch beim Kaninchen, das Stadium der primaren Granulogenese (Wetzel et al., 1967a; Dunn et
al, 1968, Parmley, 1988). Die primaren Granula der neutrophilen Granulozyten sind klein und zeigen
im Mikroskop eine rétlich-purpurne als auch pinkfarbige Anfarbung (Jain, 7993; Reagan, 2008).
Ultrastrukturell stellen sie beim Kaninchen homogene, elektronendichte, kugelige Strukturen mit einem
Durchmesser von ca. 0,4 ym bzw. 0,5 + 0,2 ym dar, umgeben von einer typischen zytoplasmatischen
Membran (Wetzel et al., 1967a,; Spicer et al., 1968). Sie entspringen der konkaven Seite des Golgi-
Apparates (Spicer et al, 1968). Freie Ribonukleoproteinpartikel und raues endoplasmatisches
Retikulum entwickeln sich zeitgleich mit einem extensiven zytoplasmatischen Wachstum. Der
Reichtum an endoplasmatischem Retikulum deutet dabei auf eine aktive Proteinsynthese fiir die
Granula hin (Wetzel et al., 1967a). Der Myelozyt variiert in seiner Groéf3e, da er sich zweimal teilt,
bevor er zum Metamyelozyten ausreift (Jain, 7993). Er hat in Blutausstrichen von Saugetieren einen
Durchmesser von 10-15 ym (Parmley, 71988). Beim Kaninchen ist der Zellkern langgestreckt und hat
ausgepragte Einkerbungen. Das Chromatin ist stark kondensiert und die Nukleoli sind wenig
prominent (Wetzel et al., 1967a). Das Zytoplasma des Myelozyten farbt sich vor allem in der
Peripherie schwach blau an und enthalt zelllinienspezifische Granula (Jain, 7993). Im Stadium des
neutrophilen Myelozyten kommt es beim Kaninchen zur Ausbildung der sekundaren Granula mit
einem Durchmesser von 0,13-0,65 um (Wetzel et al., 1967a), die sich meist pink anfarben lassen
(Reagan, 2008). Sie entstammen Vesikeln, die aus der konvexen Seite des Golgi-Apparates
entspringen und Material enthalten, das fiir sekundare Granula spezifisch ist (Spicer ef al., 1968). In
diesem Reifungsstadium werden auch primare Granula mit einem Durchmesser von 0,25-0,75 pm
beobachtet. Die neutrophilen Myelozyten des Kaninchens enthalten weniger freie
Ribonukleoproteinpartikel als ihre Vorganger und haben einen reduzierten Gehalt an rauem
endoplasmatischen Retikulum sowie ein reduziertes Zytoplasmavolumen (Welzel et al., 1967a). Der
Metamyelozyt variiert, wie auch der Myelozyt, in seiner GroéRe. Sein Zellkern ist bohnenférmig
eingekerbt sowie breit als auch langgestreckt mit verdickten Enden (Jain, 7993). Das Chromatin ist
granular und starker kondensiert (Parmley, 1988; Reagan, 2008). Der Inhalt des Zytoplasmas, das
blau anfarbbar ist (Parmley, 1988), entspricht dem des Myelozyten (Jain, 7993). Der stabkernige
Granulozyt hat ungefahr die GrolRe eines ausgereiften Granulozyten. Sein Nukleus ist schlanker als
bei seinen Vorlaufern, nicht segmentiert mit verstreuten Chromatinansammlungen und einer weichen
Kontur (Jain, 1993). Er wird auch als hufeisenfdrmig beschrieben (Reagan, 2008). Das Zytoplasma
kann klar, blass oder schwach blau sein (Jain, 71993; Reagan, 2008) und enthalt verschiedene

Granula (Jain, 1993).
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Der ausgereifte Granulozyt kann durch seinen segmentierten Zellkern mit stark kondensiertem
Chromatin (Reagan, 2008) und anhand der spezifischen Granula den verschiedenen
Granulozytenpopulationen zugeordnet werden (Jain, 1993).

Im Knochenmark des Kaninchens sind die Vorlaufer der granulozytaren Zelllinien und ihre Endzellen
mit 42,4 % vertreten. Davon entfallen 0,7 % auf Myeloblasten, 0,6 % auf Promyelozyten, 3,1 % auf
Myelozyten, 7,4 % auf Metamyelozyten, 23,2 % auf stabkernige und 5,3 % auf segmentkernige
neutrophile Granulozyten (Moore, 2000).

Die Regulation der Granulopoese erfolgt durch eine Vielzahl von Faktoren. Zu den wichtigsten
Regulationsfaktoren gehéren IL-3 als multispezifischer Wachstumfaktor und verschiedene ,colony-
stimulating factors® (CSFs), die durch eine Vielzahl von Zellen unter anderem den T-Lymphozyten und
Makrophagen produziert werden. Die wichtigsten drei Kolonie-stimulierenden Faktoren sind
~granulocyte-macrophage colony-stimulating factor* (GM-CSF), ,granulocyte colony-stimulating factor*
(G-CSF) und ,monocyte colony-stimulating factor® (M-CSF). GM-CSF wird fiir den physiologischen

Regulator der Granulopoese gehalten und daher auch als Granulozytopoetin bezeichnet (Jain, 7993).

2253 Morphologie

Der neutrophile Granulozyt des Kaninchens hat einen Durchmesser von ca. 7-11 ym (Schermer,
1958; Kozma et al., 1974, Hein und Hartmann, 2005), 8-11 ym (Osbaldiston und Sullivan, 1978b), 10-
15 um (Sanderson und Phillips, 1981; Melillo, 2007) bzw. 9-15 um (Marshall, 2008). Der Zellkern ist
mehrfach gelappt (Dodds, 2000), polymorph (Kozma et al., 1974, Moore, 2000; Thrall, 2004, Campbell
und Ellis, 2007; Jenkins, 2008) bzw. stark segmentiert (Schermer, 71958). Seine Einzelsegmente
stehen Uber diinne Strange von Chromatin miteinander in Verbindung (Schermer, 1958, Sanderson
und Phillips, 1981; Melillo, 2007). Er farbt sich in Romanowsky-Farbungen dunkel purpurblau
(Sanderson und Phillips, 1981; Melillo, 2007), hellblau bis purpurfarben (Thrall, 2004, Campbell und
Ellis, 2007; Jenkins, 2008) bzw. ist von heller purpurner Farbe (Moore, 2000). Eine ausbleibende
Segmentierung des Zellkerns der neutrophilen Granulozyten des Kaninchens kann aufgrund der
Pelger-Huét-Anomalie auftreten (Nachisheim, 1950).

Das Zytoplasma kann als nahezu farblos (Sanderson und Phillips, 1981; Melillo, 2007) oder diffus
bzw. blass pink, aufgrund der zahlreich vorkommenden zytoplasmatischen Granula, angesehen
werden (Osbaldiston und Sullivan, 1978b; Sanderson und Phillips, 1981; McLaughlin und Fish, 1994;
Moore, 2000; Thrall, 2004, Jenkins, 2008). Nach Osbaldiston und Sullivan (1978b) stellt sich das
Zytoplasma in der Giemsa-Farbung pink dar (Osbaldiston und Sullivan, 1978b).

In den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens sind drei Granulapopulationen vertreten, die als

primare (azurophile), sekundare (spezifische) und tertiare Granula bezeichnet werden (Dunn et al.,
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7968). Im Gegensatz zu den primdren und sekundéren Granula sind die tertidren Granula nur
elektronenmikroskopisch zu sehen (Jain, 1993).

Die beiden zytoplasmatischen Granulapopulationen, die primdren und sekundaren Granula,
entstammen verschiedenen Bereichen des Golgi-Apparates und haben somit unterschiedliche
Funktionen (Benson und Paul-Murphy, 1999). Allgemein kann man zum einen die kleinen,
pinkfarbigen Granula und zum anderen die grof3en, dunkleren, pinkfarbigen bis rétlichen Granula in
den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens unterscheiden (Baggiolini et al., 1970, Sanderson und
Phillips, 1981; Jain, 1993; Harkness und Wagner, 1995; Benson und Paul-Murphy, 1999; Dodds,
2000; Moore, 2000, Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007; Melillo, 2007; Jenkins, 2008). \n der
Giemsa-Farbung sind diese beiden Granulapopulationen gut zu differenzieren (Osbaldiston und
Sullivan, 1978b). Dabei haben die groRen Granula der neutrophilen Granulozyten des Kaninchens
einen Durchmesser von 0,5-0,8 ym (Baggiolini et al., 1970) oder 0,3-0,8 uym (Parmley, 7988), die
kleinen Granula einen Durchmesser von ca. 0,25-0,4 um (Baggiolini et al., 1970) bzw. 0,25-0,5 pym
(Parmley, 1988). Sie zeigen eine runde bis langliche Form, wobei die meisten Granula oval sind. In
der Literatur ist die Zuordnung der primaren und sekunddren Granula nicht ganz eindeutig. Im
Gegensatz zu den anderen Autoren (Baggiolini et al., 1970, Sanderson und Phillips, 1981; Parmley,
1988; Jain, 1993, Harkness und Wagner, 1995, Benson und Paul-Murphy, 1999; Dodds, 2000; Moore,
2000; Melillo, 2007) bezeichnen Thrall (2004) wie auch Campbell und Ellis (2007) die kleinen,
pinkfarbigen Granula als primare und die groRen, dunklen pinkfarbigen bis rétlichen Granula als
sekundéare Granula (Thrall, 2004; Campbell und Ellis, 2007). Da in der Literatur (siehe oben) die
allgemeine Auffassung herrscht, dass die primaren Granula groRer, dunkel-pink bis -rétlich und die
sekundéaren Granula klein und pinkfarben sind, wird im nachfolgenden Text auch diese Nomenklatur
verwendet. Nach Osbaldiston und Sullivan (1978b) betragt der Anteil der primaren Granula an der
gesamten Granulapopulation 25-40 % (Osbaldiston und Sullivan, 1978b). Die sekundaren Granula
machen 80-90 % der Granulapopulation im neutrophilen Granulozyten des Kaninchens aus (Benson
und Paul-Murphy, 1999). Jain (1993) beschreibt das Verhaltnis von primaren zu sekundaren Granula
als 1:2 (Jain, 1993).

Elektronenmikroskopisch kann man auf der Oberflache der neutrophilen Granulozyten verschiedener
Tierspezies Mikrovilli identifizieren, die eine Rolle bei der Adhasion der neutrophilen Granulozyten an
das Endothel spielen. Wahrend ihrer phagozytotischen Aktivitdt verandert sich die Gestalt der
neutrophilen Granulozyten von rund zu langgestreckt mit langen Pseudopodien, die Zytoplasma ohne
Organellen enthalten (Steffens, 2000). Der Zellkern zeigt bei weiblichen Tieren, somit auch beim
weiblichen Kaninchen, einen trommelschlegelartigen Fortsatz (,drumstick®) (Kozma et al., 1974, Jain,
1993; Harkness und Wagner, 1995), der ein inaktiviertes X-Chromosom darstellt (Jain, 7993). Der

Zellkern enthalt vor allem Heterochromatin. Im Zentrum des Zellkerns befindet sich in geringerer
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Menge Euchromatin. Ein Nukleolus ist bei neutrophilen Granulozyten meist nicht vorhanden oder
schlecht abgrenzbar. Abgesehen von den Granula sind im Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten
wenige Organellen zu finden (Steffens, 2000). Den gréfiten Anteil nehmen Glykogenpartikel ein. Die
Mitochondrien sind langgestreckt, diinn und spérlich vorhanden. Beim Kaninchen sind zudem wenig
raues endoplasmatisches Retikulum, ein paar Ribosomen und ein schwach ausgepragter Golgi-
Apparat zu sehen (Weizel et al., 1967a).

Die primaren Granula sind beim Kaninchen am gréten und elektronendichter als andere
zytoplasmatische Strukturen im neutrophilen Granulozyten (Baggiolini et al., 1970). Die sekundaren
Granula sind zahlreicher und ungefahr halb so grof3 wie die primaren Granula (Steffens, 2000). Die
nur elektronenmikroskopisch sichtbaren tertidren Granula kommen sowohl beim Kaninchen als auch
beim Menschen und anderen Tieren vor und sind kleiner als die sekundaren Granula (Jain, 7993). Sie
stellen sich als kleine, pleomorphe, elektronendichte Granula (Wetzel ef al., 1967a) mit einer Tendenz
zur Bildung von Clustern dar (Wetzel et al., 1967b; Spicer et al., 1968) und kdnnen in den Vorlaufern
des neutrophilen Granulozyten nicht identifiziert werden. Sie sind erst in den reiferen Zellen zu
erkennen, wobei nicht geklart ist, ob sie parallel mit den sekundaren Granula oder erst spater in
Erscheinung treten (Wetzel et al., 1967a). Zytoskelettale Elemente umfassen bei den neutrophilen
Granulozyten, wie auch allgemein den Leukozyten, Aktinflamente, Vimentin und Mikrotubuli
(Khismatullin, 2009). Das Aktinmolekil hat in neutrophilen Granulozyten des Kaninchens ein
Molekulargewicht von 43 kDa (Huang und Devanney, 1986). Wie bei allen Leukozyten besteht es aus
zwei miteinander verdrillten Strdngen aus Aktinmonomeren, die einen Durchmesser von ca. 7 nm
haben (Alberts et al., 2008). Mit Hilfe von vernetzenden Proteinen bilden sie ein kortikales Netzwerk.
Die Plasmamembran der Leukozyten im Blut ist eingefaltet. Diese Falten bestehen beim neutrophilen
Granulozyten aus 0,3-1,0 um groRen, Aktin-reichen Projektionen. Dabei bildet Aktin in diesen
Oberflachenprojektionen ein Netzwerk (Khismatullin, 2009). Das mit Aktin verknupfte Myosin hat in
den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens ein Molekulargewicht von 180 kDa (Huang und
Devanney, 1986). Intermediarfilamente wie Vimentin bilden in den Leukozyten Filamente, die im
Gegensatz zu den Aktinfilamenten keine polaren Enden besitzen. Sie liegen in der Zelle meist
vollstandig polymerisiert vor, sodass sie im Zytoplasma eine 3D-Struktur formen (Khismatullin, 2009).
Mikrotubuli sind kleine réhrenférmige Strukturen, die aus Tubulin bestehen. Sie bilden ein 3D-
Netzwerk, das an den Zentrosomen in der Nahe des Zellkerns verankert ist (Alberts et al., 2008). Von
hier breiten sich die Mikrotubuli zur Plasmamembran hin aus, kénnen sich jedoch auch sehr schnell
wieder an die Centrosomen zuriickziehen. Uber Kinesin und Dynein sind die Mikrotubuli in den

Leukozyten mit Vimentin verbunden (Khismatullin, 2009).
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2254 Histochemische Eigenschaften

Die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens wurden ausflhrlich histochemisch untersucht. In der
Sudanschwarz B-Farbung zeigen die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens braunliche bis
schwarze, sudanophile Granula von ovaler Form, die im gesamten Zytoplasma verteilt sind
(Osbaldiston und Sullivan, 1978b). Die Intensitat der Anfarbung der Granula differiert dabei in ein- und
demselben neutrophilen Granulozyten beim Kaninchen, wohingegen sich die Granula der neutrophilen
Granulozyten des Menschen einheitlich intensiv anfarben (Hermansky et al, 1970). In der PAS-
Reaktion zeigen die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens viele positive, purpurrote Granula
ahnlicher GréRe (Jain, 1969). Der Nachweis von Glykogenpartikeln in den neutrophilen Granulozyten
des Kaninchens kann auch mit der ,periodic acid-thiocarbohydrazid-silver proteinate® (PA-TCH-SP)-
Methode erfolgen. Hierbei erkennt man in den Promyelozyten keine oder nur eine schwache Reaktion.
Im Laufe der Entwicklung nimmt jedoch der Glykogengehalt in der Zelle zu, so dass schon im Stadium
des Myelozyten viele Glykogenpartikel im Zytoplasma zu sehen sind. In ausgereiften neutrophilen
Granulozyten kann man oft groBe Ansammlungen von Glykogenpartikeln beobachten (Murata et al.,
7978). Saure Mukosubstanzen in den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens kdénnen mit
dialysiertem Eisen ultrastrukturell nachgewiesen werden. Dabei zeigen die Oberflache der
Plasmamembran, der Golgi-Komplex und die primaren und tertidren Granula eine Reaktion (Hardin
und Spicer, 1971). Auch sulfatierte Mukopolysaccharide und eine starke Aktivitat des ,Basic Protein®
sind in den azurophilen Granula vorhanden. Die Sulfatreste der sauren Mukopolysaccharide wurden
durch Horn und Spicer (1964) mit Hilfe der Autoradiographie nachgewiesen (Horn und Spicer, 1964).
Untersuchungen von Parmley et al. (1979) auf verschiedene komplexe Kohlenhydratstrukturen
zeigten, dass vor allem in den tertidren Granula der neutrophilen Granulozyten des Kaninchens
komplexe Kohlenhydratstrukturen vorhanden sind. Diese umfassen Kohlenhydrate mit sulfatierten und
carboxylierten Gruppen, Glykokonjugate mit vizinalen Glykolen wie Glykogen und Glykoproteine.
Reife primare und sekundare Granula hingegen zeigen eine schwache Reaktivitat beim Nachweis von
Glykokonjugaten, sowie bei Pyroantimonat-reaktiven Kationen wie Na*, K+, Ca2*, Mg2* und Histamin
(Parmley et al., 1979).

Im Hinblick auf ihren Enzymgehalt und andere Inhaltsstoffe besitzt der neutrophile Granulozyt ein
weites Spektrum. Allgemein sind die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens positiv fir Esterasen,
wenn Chloracetat und a-Naphthyl-Acetat als Substrate verwendet werden (Fey und Kuntze, 1970;
Osbaldiston und Sullivan, 1978a). Die Chloracetat-Esterase befindet sich bei Saugetieren in den
primdren und sekundaren Granula der neutrophilen Granulozyten (Raskin und Valenciano, 2000).
Oczan (2005) konnte eine positive, granuldre Reaktion in den neutrophilen Granulozyten von Angora-

Kaninchen nachweisen (Ozcan, 2005). Kaninchen und alle anderen Wirbeltiere zeigen zudem eine
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starke Peroxidaseakitvitat (Fey und Kuntze, 1970) bzw. Myeloperoxidaseaktivitat (Rausch und Moore,
1975, Ferencik et al., 1982). Sie ist in den primaren Granula lokalisiert (Dunn et al., 1968, Rausch und
Moore, 1975, Osbaldiston und Sullivan, 1978b; Zellmer und Shannon, 1983). Die Aktivitat der
Peroxidase kann bei Saugetieren schon im Promyelozyten nachgewiesen werden.
Elektronenmikroskopisch ist sie auch in der Kernmembran, dem rauen endoplasmatischen Retikulum
und dem Golgi-Apparat von Myeloblasten nachweisbar (Raskin und Valenciano, 2000). In den
primdren und sekundaren Granula befindet sich auRerdem Lysozym (Rausch und Moore, 1975;
Ferencik et al., 1982), das beim Kaninchen jedoch eine fast sechsfach geringere Aktivitat als beim
Menschen und Huhn zeigt. In den priméren Granula ist beim Kaninchen auflerdef —Glucuronidase
lokalisiert, die zu den sauren Hydrolasen der primaren Granula gehort (Rausch und Moore, 1975).
Weiterhin zeigen die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens positive Farbereaktionen fir
alkalische (Jain, 1968, Fey und Kuntze, 1970) und saure Phosphatase (Fey und Kunize, 1970;
Micheev und Suchanov, 1972). Dabei enthalten die primdren Granula saure Phosphatase (Welzel et
al., 1967b; Osbaldiston und Sullivan, 1978b), die sekundaren Granula alkalische Phosphatase (Wetze/
etal, 1967b; Spicer et al., 1968, Rausch und Moore, 1975, Osbaldiston und Sullivan, 1978b) und die
tertidren Granula wiederum saure Phosphatase (Wetzel et al., 1967b,; Spicer et al., 1968; Parmley et
al, 1979). Zusatzlich kann man eine Aktivitat fir saure Phosphatase in den Golgi-Sackchen und -
vesikeln nachweisen (Wetzel et al., 1967b; Spicer et al., 1968). Der Nachweis der Phospholipase Az in
den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens erfolgte durch Elsbach et al. (1979). Sie ist in der
Membran der Zelle lokalisiert (Elsbach et al, 1979), nach Jain (1993) auch in den sekundéaren
Granula (Jain, 7993). Eine Degradierung der Phospholipide intakter E.coli scheint jedoch nur zu
erfolgen, wenn das Enzym mit dem “Bacterial permeability-inducing protein (BPI)” in den priméaren
Granula assoziiert ist. Dies ist nach Elsbach et al. (1979) spezifisch fir die Phospholipase A2 des
Kaninchens, da ein derartiges Zusammenspiel bei anderen Spezies wie dem Menschen nicht
beobachtet werden konnte (E/sbach et al., 1979). Den Laktoferringehalt in den sekundaren Granula
der neutrophilen Granulozyten verschiedener Saugetiere, darunter auch dem Kaninchen, eruierten
1988 Barton et al. (Barfon et al., 1988). Ferencik et al. (1982) konnten zudem die Anwesenheit von
Elastase in den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens belegen (Ferencik et al., 19582). In den
neutrophilen Granulozyten des Kaninchen befinden sich zudem Cathelicidine als auch Defensine
(Smith, 2000). Defensine sind mikrobizide Peptide in den primaren Granula der neutrophilen
Granulozyten (Wiesner und Ribbeck, 2000). Beim Kaninchen wurden bislang sechs verschiedene
Defensine NP-1, -2, -3a, -3b, -4 und -5 nachgewiesen (Selsfted et al, 71985). Eine genauere
Untersuchung der Defensine NP-2 und NP-5 erfolgte durch Klut et al. (2000). Sie zeigten, dass NP-2
und NP-5 in den zytoplasmatischen Granula der neutrophilen Granulozyten des Kaninchens und aller

myeloiden Vorstufen der neutrophilen Granulozyten im Knochenmark vorhanden sind (Klut et al.,
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2000). Zu den Cathelicidinen gehdrt unter anderem das ,Cationic Antibacterial Protein 18 (CAP18),
das von Hirata et al. (1994) in peritonealen Granulozyten des Kaninchens nachgewiesen wurde
(Hirata et al, 1994). Auf den Granulozyten des Kaninchens wurden von Brodersen et al. (1998)
folgende CD-Antigene festgestellt: CD9, CD11a, CD14, CD18, CD23 und CD43 (Brodersen et al.,
1998).

2.25.5 Aufgaben

Die neutrophilen Granulozyten sind an unspezifischen Abwehrvorgangen beteiligt, zu denen die
Phagozytose von Bakterien, Parasiten und unbelebten korperfremden Partikeln gehért, die
intrazellular abgebaut werden (Karlson et al., 2005). Aufgrund ihrer amdboiden Fortbewegung kénnen
sie mittels Diapedese die Blutbahn verlassen und ins Gewebe auswandern (Sinowafz und Hees,
2000). Dies geschieht durch Adh&sionsmolekile, wie beispielsweise den Integrinen (Jain, 7993). Beim
Kaninchen ist hierfir unter anderem der CD18-Rezeptorkomplex verantwortlich, mit dessen Hilfe die
Adharenz der neutrophilen Granulozyten an die Endothelzellen stimuliert wird. Zum CD18-
Rezeptorkomplex gehort der C3bi-Rezeptor fir den Faktor C3bi der Komplementkaskade, welcher
beim Menschen hochkonserviert und auch beim Kaninchen vorhanden ist. Dies konnten Arfors et al.
(1987) mit Hilfe eines monoklonalen Antikorpers aus der Maus darstellen (Arfors et al., 1987). Der
C3bi-Rezepor konnte beim Rind im Gegensatz zum Kaninchen in keiner Studie nachgewiesen werden
(Styrt, 1989). Nach Anlockung durch chemotaktische Stoffe, beim Kaninchen sind dies
Komplementfaktoren wie C5a und C3bi, Leukotrien B4 (LTB4), Formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
(FMLP) und mit Zymosan aktiviertem Serum (Chenoweth et al., 1980; Arfors et al., 1987, Sugawara et
al, 1995), wandert der neutrophile Granulozyt (Sinowatz und Hees, 2000) mit Hilfe seines
Zytoskeletts aktiv zu den Zielzellen. Dieser Vorgang wird auch als Chemotaxis bezeichnet (Jain,
7993). Auf der Zelloberflache der neutrophilen Granulozyten gibt es verschiedene Rezeptoren, die bei
der Bindung eines Liganden zu einer Aktivierung des neutrophilen Granulozyten fihren. Hierzu gehort
unter anderem der Rezeptor fir das chemotaktische Tripeptid FMLP, das Chemotaxis, Degranulation
und oxidativen Metabolismus hervorruft (Styrt, 7989). Wie beim Menschen gibt es auch beim
Kaninchen zwei Populationen an FMLP-Rezeptoren (Kermode et al., 1988). Der Rezeptor fur FMLP
befindet sich beim Menschen nicht nur auf der Zelloberflache, sondern auch gespeichert in den
Granula und kann bei einer Aktivierung an die Zelloberflache transportiert werden (Styrt, 7989). Er ist
auch beim Kaninchen mit einem GTP-bindenden Protein mit GTPase-Aktivitat gekoppelt. Dabei wird
die GTPase-Aktivitat nicht nur durch die Bindung von FMLP an die Zellmembran eingeleitet (Feltner et
al., 1986). Die Bindung von LTB4 an seinen speziellen Rezeptor erfolgt beim Kaninchen wie bei FMLP
durch ein GTP-bindendes Protein, das die Information Uber eine GTPase in die Zelle weiterleitet

(Feltner et al., 1986). Eine weitere heterogene Gruppe an Membranrezeptoren sind Rezeptoren fir
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das Fc-Ende von Immunglobulinmolekilen (Styrt, 7989). Auf die Bindung von aggregiertem humanen
IgG reagieren die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens und des Schweins mit einer
Degranulation (Ferencik et al., 1982). Nach chemotaktischer Anlockung erfolgt die Phagozytose von
opsonisierten, durch Immunglobuline oder Komplementfaktoren fiir die neutrophilen Granulozyten
kenntlich gemachten Partikel (Jain, 7993). Nach Internalisierung des Partikels wird dieser im
Phagosom vom Ubrigen Zytoplasma separiert. Die in der Phagosomenmembran lokalisierte NADPH-
Oxidase reduziert daraufhin Sauerstoff zu Superoxidanionen. Hieraus entstehen weitere
Sauerstoffradikale sowie Wasserstoffperoxid, wodurch es zur Schadigung und Abtétung von
Fremdstoffen kommt. Dieser Vorgang wird als ,oxidative burst® (Kar/son et al., 2005) oder ,respiratory
burst® bezeichnet und ist sauerstoffabhangig (Jain, 7993). Ein weiterer Mechanismus ist
sauerstoffunabhangig und resultiert aus der Verschmelzung von Lysosomen und dem Phagosom zum
Phagolysosom (Karlson et al., 2005). Hier werden durch die saure Umgebung des Phagosoms und
die verschiedenen in den Granula beinhalteten Substanzen wie Laktoferrin, Lysozym,
Myeloperoxidase und kationische Proteine die Bakterien erfolgreich abgetétet (Jain, 7993). Dabei
produziert die Myeloperoxidase H202 aus molekularem Sauerstoff, sodass Keime abgetttet werden
kénnen (Sinowatz und Hees, 2000). Das Lysozym sorgt fur die Aufspaltung der Proteoglykane in
Zellmembranen von gramnegativen Bakterien. Laktoferrin hingegen bindet Eisen, sodass dieses den
Bakterien nicht mehr zur Verflgung steht (Karlson et al., 2005). Abgesehen von enzymatisch aktiven,
antimikrobiellen Enzymen enthalten die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens auch
nichtenzymatische, antimikrobielle Stoffe, die die Effektivitdt der Enzyme, die nur eine limitierte
Wirkung haben, potenzieren. Hierzu gehdrt auch das “Bacterial permeability-inducing protein (BPI)”.
Es ist bei einem neutralen pH-Wert aktiv und tétet gramnegative Bakterien, jedoch keine
grampositiven Bakterien ab (Elsbach et al, 1979). Weiterhin haben die Defensine, die von den
neutrophilen Granulozyten abgegeben werden, antibakterielle, zytotoxische und chemotaktische
Wirkung und sind an der Immunabwehr und an inflammatorischen Prozessen beteiligt (Jain, 7993).
Bei experimentellen Infektionen mit Aspergillus fumigatus konnte gezeigt werden, dass die Defensine,
vor allem NP-1, fiir die Abtotung der Sporen und Hyphen verantwortlich sind (Levitz ef al., 1986). In
der Plasmamembran der neutrophilen Granulozyten des Kaninchens befindet sich aulRerdem eine
Calcium-Pumpe (Volpi et al, 171983). Nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten durch
chemotaktische Stoffe wie FMLP und LTB4 steigt die Konzentration an freiem Calcium im Zytoplasma.
Dabei wird Calcium aus den internen Speichern entlassen und aus dem extrazellularen Medium in die
Zelle transportiert. Somit kann eine ,second messenger“-Funktion durch Calcium-lonen angenommen

werden (White et al., 1983).
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2.2.6 Eosinophile Granulozyten

2.2.61 Allgemeines

Die eosinophilen Granulozyten wurden von Jones im Jahr 1846 entdeckt. Paul Ehrlich identifizierte sie
daraufhin 1879 erstmals als Leukozyten (Jain, 1993; Young, 2000) und bezeichnete sie nach
eingehender Studie der Granulation von Blutzellen als eosinophile Granulozyten. In seinen
Untersuchungen konnte Ehrlich (1879) eine konstante Anzahl einer geringen Menge von eosinophilen
Zellen im Blut des Kaninchens feststellen (Ehrfich, 1879). Sie sind im Kaninchenblut mit 0-2 %
(Dodds, 2000), 0,5-5 % (Mitruka und Rawnsley, 1981), 0-4 % (Harkness und Wagner, 1995), 1-3 %
(Schermer, 1958, Campbell und Ellis, 2007), 1-4 % (Benson und Paul-Murphy, 1999; Quesenberry,
2004; Jenkins, 2008) an der Gesamtleukozytenzahl vertreten. Eine niedrige Anzahl von bis zu Null an

eosinophilen Granulozyten im Blut des Kaninchens ist somit nicht ungewdhnlich (Marshall, 2008).

226.2 Bildung

Die Entwicklung der eosinophilen Granulozyten ist der Entwicklung der neutrophilen Granulozyten
dhnlich und geht somit auch von einer pluripotenten Stammzelle aus. Uber die ,colony-forming unit-
eosinophil® (CFU-Eos) entwickeln sich Myeloblasten und Promyelozyten. Der eosinophile Promyelozyt
kann in der Wright-Giemsa-Farbung durch seine gro3en, azurophilen Granula identifiziert werden. Sie
stellen sich im Elektronenmikroskop homogen, sphérisch und elektronendicht dar (Jain, 7993). Die
eosinophilen Granula haben beim Kaninchen eine Grolke von ca. 0,25-1,0 ym. Sie sind von einer
Membran umgeben (Weizel et al., 1967a) und werden vom Golgi-Apparat gebildet (Jain, 7993). Die
eosinophilen Promyelozyten besitzen beim Kaninchen weiterhin einen runden Zellkern mit grof3en,
komplexen Nukleoli. Ihr Kern-Zytoplasma-Verhaltnis ist hoch. Im Zytoplasma finden sich raues
endoplasmatisches Retikulum mit umfangreichen, dilatierten Zisternen und Mitochondrien, die gréRer
und zahlreicher als die der neutrophilen Promyelozyten sind (Wetzel/ et al., 1967a). Hier kdnnen
typische unreife eosinophile Granula mit einem Durchmesser von 0,65 + 0,3 pm beobachtet werden
(Spicer et al., 1968).

Die Granula im eosinophilen Myelozyten wandeln sich zu kristalloiden Granula um oder bleiben
homogen. In jedem Fall werden sie kompakter und nehmen die zelllinienspezifischen Charakteristika
an. Diese zwei Granulatypen, die homogenen und die kristalloiden Granula, zeichnen die eosinophilen
Granulozyten aus (Jain, 7993). Die Granula mit der kristalloiden Struktur sind gewinkelt und nehmen
im Laufe der Entwicklung der eosinophilen Granulozyten des Kaninchens zu (Spicer et al., 1968). Der

Zellkern der eosinophilen Myelozyten zeigt eine Lappung und Margination des Heterochromatins.
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Zudem verringert sich die ZellgréRe. Der Golgi-Apparat schlie3t prominente, Ubereinander gestapelte
Vesikel und zahlreiche damit assoziierte Mikrovesikel ein (Wetzel et al., 1967a).

Die eosinophilen Granulozyten entwickeln sich Uber den Metamyelozyten zu stabkernigen
eosinophilen Granulozyten und dann zu segmentkernigen eosinophilen Granulozyten, die ins Blut
abgegeben werden (Jain, 1993). Die Differenzierung und Reifung der eosinophilen Granulozyten im
Knochenmark dauert je nach Tierspezies 2-6 Tage (Young, 2000). Die Regulation der eosinophilen
Granulopoese erfolgt durch Wachstumsfaktoren und Zytokine. Der ,granulocyte-macrophage colony-
stimulating factor* (GM-CSF) und IL-3 stimulieren dabei die Entwicklung der eosinophilen
Granulozyten und anderer Leukozyten, wohingegen IL-5 ausschlie8lich die Entwicklung und die

abschlieBende Reifung der eosinophilen Granulozyten beeinflusst (Jain, 71993).

226.3 Morphologie

Der eosinophile Granulozyt des Kaninchens ist mit einem Durchmesser von ca. 10-15 ym (Schermer,
1958, Kozma et al., 1974), 10-16 um (Melillo, 2007), 12-16 uym (Sanderson und Phillips, 1981; Moore,
2000; Lester et al., 2005; Jenkins, 2008), 14-15 um (Osbaldisfon und Sullivan, 1978b) gréer als der
neutrophile Granulozyt (Kozma et al., 1974, Benson und Paul-Murphy, 1999, Dodds, 2000; Moore,
2000, Quesenberry, 2004, Thrall, 2004; Harcourt-Brown, 2008). Der Zellkern ist zweigelappt und U-
bzw. hufeisenférmig (Sanderson und Phillips, 1981, Benson und Paul-Murphy, 1999; Moore, 2000,
Thrall, 2004; Campbell und Ellis, 2007, Melillo, 2007, Jenkins, 2008). Er lasst sich purpur oder violett
(Melillo, 2007) bzw. in einem dunklen purpur-blau (Sanderson und Phillips, 19817) anfarben und ist
groRer als der Zellkern der neutrophilen Granulozyten (Schermer, 1958). Eine ausbleibende
Segmentierung des Zellkerns der eosinophilen Granulozyten des Kaninchens kann aufgrund der
Pelger-Huét-Anomalie auftreten (Nachisheim, 1950). Charakteristisch fir die eosinophilen
Granulozyten beim Kaninchen sind die zytoplasmatischen, eosinophilen Granula, die zahlreich im
Zytoplasma vorhanden sind (Moore, 2000) bzw. dieses oft ganz ausflllen (Schermer, 1958; Kozma et
al., 1974; Sanderson und Phillips, 1981; Benson und Paul-Murphy, 1999; Jenkins, 2008) und drei- bis
viermal so grof} sind wie die Granula der neutrophilen Granulozyten (Kozma et al., 1974; Harkness
und Wagner, 1995, Moore, 2000). In Romanowsky-Farbungen zeigen die Granula intensives Pink bis
dunkles Pink-Orange (Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007; Jenkins, 2008). Auch Osbaldiston und
Sullivan (1978b) konnten in der Giemsa-Farbung eine einzelne Population von Granula, die sich
hellrot anfarbten, mit einer Grée von mehr als 1 um feststellen. Mit Hilfe von Giemsa-Urea und Eosin-
Urea konnen die eosinophilen Granulozyten von den neutrophilen Granuloyzten unterschieden
werden, da die neutrophilen Granulozyten mit diesen Farbungen keine positive Reaktion zeigen
(Osbaldiston und Sullivan, 1978b). In der Hamalaun-Eosin-(H.E.)-Farbung farben sich die Granula der

eosinophilen Granulozyten des Kaninchens in einem dunklen Rot an, sodass sie sehr gut von anderen
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Leukozyten, die sich mit Hadmalaun-Eosin nicht anfarben lassen, differenziert werden kénnen. Auch
mit der modifizierten Undritz Il Farbung kénnen die eosinophilen Granulozyten durch ihre roten
Granula identifiziert werden (Shanklin et al., 1977). Da die Granula die Zelle oft vollstédndig ausfillen,
verleihen sie dieser ein orange-pinkfarbiges, schaumiges Aussehen (Sanderson und Phillips, 1981;
Melillo, 2007).

Elektronenmikroskopisch zeigen die eosinophilen Granulozyten allgemein eine runde oder leicht
unregelmafige Form und sind mit Mikrovilli besetzt (Steffens, 2000). Im zweigelappten Zellkern kann
man haufig Nukleoli erkennen. Das Zytoplasma enthalt gréRere Mitochondrien und einen besser
ausgebildeten Golgi-Apparat als die neutrophilen und basophilen Granulozyten. Ribosomen,
Glykogenpartikel, Lipidkérper sowie raues und glattes endoplasmatisches Retikulum sind stets zu
beobachten (Steffens, 2000; Young, 2000). Die Lipidkorperchen stellen dabei kugelférmige Speicher
von Arachidonséure in der Zelle dar (Young, 2000).

Insgesamt kann man ultrastrukturell vier Granulatypen in den eosinophilen Granulozyten der
Saugetiere ausmachen. Dazu gehdren spezifische Granula, primare Granula, kleine elektronendichte
Granula und Mikrogranula (Young, 2000).

Die spezifischen oder sekundaren Granula haben eine typische Struktur (Young, 2000).
Charakterisiert sind sie bei vielen Spezies, wie auch beim Kaninchen, durch eine Aufteilung in zwei
Kompartimente, einem elektronendichten kristalloiden Kern, umgeben von einer klaren Matrix (Spicer
et al., 1968, Young, 2000), oder durch eine rein homogene Struktur (Jain, 7993). Beim Kaninchen ist
das Kristalloid nadelférmig (Parmley et al., 1982; Thrall, 2004). Die spezifischen Granula haben einen
Durchmesser von 0,5-0,9 um (Parmley et al., 1982) bis ca. 1 ym (Osbaldisfon und Sullivan, 1978b)
und werden im Golgi-Apparat produziert. Sie besitzen lysosomale Funktionen (Steffens, 2000).

In  den eosinophilen Granulozyten des Kaninchens findet man die kristalloid-freien,
membrangebundenen priméren Granula (Young, 2000) mit ca. zehn Stick pro Zellprofil (Bainton und
Farquhar, 1970). Die dritte Granulapopulation sind die kleinen elektronendichten Granula.

Die kleinen Mikrogranula sind nur bei den eosinophilen Granulozyten anzutreffen (Young, 2000). Sie
wurden 1973 von Schafer et al. bei verschiedenen Saugetieren, unter anderem auch beim Kaninchen,
in den eosinophilen Granulozyten nachgewiesen und als spezifische Mikrogranula bezeichnet. Sie
kommen nicht in den eosinophilen Vorstufen im Knochenmark vor. In reifen eosinophilen
Granulozyten im Knochenmark sind sie selten anzutreffen, dafir regelmaRig in den eosinophilen
Granulozyten im Blut und Gewebe. Beim Kaninchen sind sie hantelférmig und ca. 25-180 nm groR.
Sie sind von einer Membran umgeben. |hr Inhalt ist im Vergleich zum Zytoplasma relativ

elektronendicht (Schéfer et al., 1973).
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2264 Histochemische Eigenschaften

Mit der ,periodic-acid-Schiff-reaction” (PAS-Reaktion) kommt es zu einer maRig-positiven Reaktion im
Zytoplasma zwischen den Granula der eosinophilen Granulozyten des Kaninchens (Hermansky et al.,
1970, Jain, 1969). Murata et al. wiesen 1978 mit der PATCH-SP-Reaktion (,periodic acid
thiosemicarbazide-thiocarbohydrazide-silver proteinate procedure®) Glykogen in den eosinophilen
Granulozyten des Kaninchens nach. Dabei enthalten eosinophile Granulozyten nur halb so viel
Glykogen wie die neutrophilen Granulozyten (Murata et al., 1978). Genauere Untersuchungen auf
komplexe Kohlenhydrate der eosinophilen Granulozyten des Kaninchens zeigen eine mittlere
Reaktivitét der elektronendichten Granula auf Glykokonjugate mit vizinalen Glykolen (Parmley et al.,
1979).

Mit der Sudanschwarz B-Féarbung sind in eosinophilen Granulozyten des Kaninchens Sudanschwarz
B-positive Granula mit einem Durchmesser von ca. 1 ym zu sehen (Osbaldiston und Sullivan, 1978b).

Mittels histochemischer Methoden kénnen verschiedene Enzyme, wie Peroxidase, in den eosinophilen
Granulozyten des Kaninchens nachgewiesen werden (Fey und Kunize, 1970, Osbaldiston und
Sullivan, 1978b,; Bainfon und Farquhar, 1968). Dabei handelt es sich um eine Myeloperoxidase (Dunn
et al, 1968), die in der Matrix der spezifischen Granula (Young, 2000) und dem rauen
endoplasmatischen Retikulum mittels Elektronenmikroskopie identifiziert werden kann (Dunn et al.,
7968). Die Peroxidase der eosinophilen Granulozyten unterscheidet sich von der Peroxidase der
neutrophilen Granulozyten durch antigenetische, genetische und physikalische Eigenschaften (Jain,
7993). Der Nachweis von Phosphatasen gelingt auch in den eosinophilen Granulozyten des
Kaninchens (Fey und Kuntze, 1970). Sie enthalten jedoch keine alkalische Phosphatase (Jain, 7968),
sondern lediglich saure Phosphatase (Seeman und Palade, 1967; Wetzel et al., 1967b). Dabei kann
man eine schwache Reaktion in den spezifischen Granula der eosinophilen Granulozyten des
Kaninchens beobachten. Eine starkere Aktivitat tritt intergranuldr im Zytoplasma auf (Micheev und
Suchanov, 1972). Seeman und Palade (1967) beobachteten eine Reaktion in der Matrix der Granula,
jedoch nicht im Kristalloid (Seeman und Palade, 1967). Parmley et al. (1979) konnten die saure
Phosphatase sowohl in den spezifischen Granula als auch in den elektronendichten Granula
nachweisen (Parmley et al., 1979).

Unspezifische Esteraseaktivitat in den eosinophilen Granulozyten des Kaninchens kamn mit -
Naphthyl-Acetat als Substrat evaluiert werden (Osbaldiston und Sullivan, 1978a; Osbaldiston und
Sullivan, 1978b; Ozcan, 2005). Fey und Kuntze (1970) wiesen sowohl die a-Naphthyl-Acetat-
Esterase, als auch die Naphthol-AS-Acetat-Esterase und die Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase in
den eosinophilen Granulozyten des Kaninchens nach (Fey wund Kuntze, 1970), wohingegen

Osbaldiston und Sullivan (1978) keine Chloracetat-Esterase in den eosinophilen Granulozyten
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ausmachen konnten (Osbaldijston und Sullivan, 1978a; Osbaldiston und Sullivan, 1978b). Die
Arylsulfatase der eosinophilen Granulozyten befindet sich vor allem in den Zisternen des
endoplasmatischen Retikulums, einigen Zisternen des Golgi-Apparates als auch in unreifen, aber
nicht in den spezifischen, reifen Granula (Bainfon und Farquhar, 1970).

Die spezifischen Granula enthalten eine Gruppe von hoch aktiven Proteinen. Das ,major basic
protein“ (MBP) befindet sich im Kristalloid, wohingegen die anderen Proteine wie die eosinophile
Peroxidase (EPO), eosinophiles kationisches Protein (ECP) und ,Eosinophil-derived neurotoxin®
(EDN) in der Matrix lokalisiert sind. Andere Bestandteile der Granula sind Katalase, Enzyme der
peroxisomalen (3-Oxidation wie Enoyl-CoA-Hydratase und 3-Ketoacyl-CoA-Thiolase, Flavoprotein, B-
Glucuronidase, Cathepsin D, Serin-Pyruvat-Aminotransferase und Zink. In aktivierten eosinophilen
Granulozyten kann man in den spezifischen Granula auch saure Phosphatase und Arylsulfatase
nachweisen, wohingegen die primaren Granula Lysophospolipase-Aktivitat besitzen.

Die kleinen elektronendichten Granula enthalten, wie auch die spezifischen Granula, saure
Phosphatase, Arylsulfatase, ECP, Katalase und Peroxidase.

Eosinophile Granulozyten synthetisieren aullerdem Zytokine, Proteoglykane, Vitamin B-
Bindungsproteine und zahlreiche Enzyme wie Kollagenase, Histaminase, Phospholipase D und
unspezifische Esterasen. Den eosinophilen Granulozyten fehlen allerdings Lysozym, Laktoferrin und

Phagozytin (Young, 2000).

2.2.6.5 Aufgaben

Die eosinophilen Granulozyten haben unterschiedliche Funktionen. Dazu gehdrt auch eine
Phagozytoseaktivitét, die jedoch geringer ist als die der neutrophilen Granulozyten, da sie eine
geringere Dichte als neutrophile Granulozyten an Rezeptoren auf ihrer Oberflache haben und ihnen
verschiedene bakterizide Substanzen fehlen (Young, 2000). Durch Antigen-Antikdrper-Komplexe,
Antigene, Gammaglobuline, Fibrin und Histamin chemotaktisch angelockt, wandern sie aus dem Blut
in Gewebe und Organe aus (Kraft et al., 2005). Mittels Phagozytose nehmen sie Immunkomplexe, mit
Antikérpern besetzte Erythrozyten, Mastzellgranula, inerte Partikel, Hefen und Bakterien auf. lhr
eigentliches Angriffsziel, die Helminthen, sind zu grof3 fir die Phagozytose (Young, 2000). Diese
werden durch Interaktionen des IgG-Rezeptors auf der Zelloberfliche der eosinophilen Granulozyten
mit dem Parasiten erkannt, woraufhin die Exozytose der Granula oder eine Degranulation erfolgen.
Die Degranulation kann auch durch Interaktionen mit IgE und Parasitenantigen forciert werden. Die
Produkte der eosinophilen Granula zerstéren den Parasiten durch Bildung eines Komplexes aus
Peroxidase, H202 und Chlorid-lonen (Jain, 7993). Beim Kaninchen zeigt das Leukogramm bei
Parasitenbefall jedoch kaum eine Eosinophilie wie bei anderen Saugetieren (Dodds, 2000).

Eosinophile Granulozyten haben aulRerdem eine immunsuppressive Wirkung, da sie Immunkomplexe
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und granuldren Debris, der von Mastzellen stammt, abbauen, von basophilen Granulozyten und
Mastzellen abgegebene Mediatoren und ihre Degranulation inhibieren und die Bildung von aktiven
Metaboliten verhindern. Die eosinophilen Granulozyten scheinen die Haupteffektoren von
Gewebsschadigungen in der Lunge bei Erkrankungen wie Asthma zu sein, die durch eine Typ-IV-
Allergie hervorgerufen werden, zu sein. Durch verschiedene proinflammatorische Mediatoren wie
Leukotrien C4, Eicosanoide und MBP kommt es zur Schadigung des Gewebes. Bei Asthma ist hier
vor allem das Atemwegsepithel betroffen. In einigen Studien wurde inzwischen auch die antitumordse
Wirkung von eosinophilen Granulozyten nachgewiesen, wobei der Mechanismus noch ungeklart ist

(Young, 2000).

2.2.7 Basophile Granulozyten

2271 Allgemeines

Basophile Granulozyten wurden erstmals von Paul Ehrlich im spéten 19. Jahrhundert beschrieben.
Sie sind mit den Mastzellen die einzigen Zellen von Saugetieren, die Histamin synthetisieren und
hochaffine Rezeptoren fiir IgE besitzen (Scott und Sfockham, 2000). Die basophilen Granulozyten
sind allgemein die bei Tieren am seltensten vorkommenden Granulozyten, abgesehen von einigen
Végeln und Reptilien (Steffens, 2000). Eine Sonderstellung bei den Saugetieren nimmt das Kaninchen
ein. Bei ihm werden in Blutausstrichen regelmafig basophile Granulozyten in geringer oder maRiger
(Moore, 2000), in grolRer (Melillo, 2007) bzw. in gleicher Anzahl wie die der eosinophilen Granulozyten
bei anderen Spezies (Quesenberry, 2004) gefunden. Die Literaturangaben im Hinblick auf den Anteil
der basophilen Granulozyten an der Gesamtleukozytenzahl variieren. Er betragt beim Kaninchen
0-4 % (Boseila, 1959), 2,4-1,5 % (Mitruka und Rawnsley, 1981, Eguchi, 1991), 4 % (Banks, 1986;
Parmley, 1988), 2-5 % (Jenkins, 2008), 5 % (Thrall, 2004), 1-7 % (Quesenberry, 2004), ca. 10-15 %
(Jain, 1993) und kann mit bis zu 30 % bei klinisch unauffalligen Kaninchen vorhanden sein (Benson
und Paul-Murphy, 1999; Thrall, 2004; Harcourt-Brown, 2008). \hre durchschnittliche Uberlebenszeit in
der Zirkulation betragt 8-9 Stunden, bevor sie durch Monozyten und Makrophagen verdaut werden
(Clark et al., 1977). Die Anzahl der basophilen Granulozyten ist normalerweise umgekehrt proportional
zu der Anzahl der Mastzellen im Gewebe. Beim Kaninchen sind, im Gegensatz zur Katze, viele

basophile Granulozyten im Blut und wenige Mastzellen im Gewebe (Jain, 7993).

2272 Bildung

Die Entwicklung der basophilen Granulozyten entspricht grundséatzlich der der neutrophilen und

eosinophilen Granulozyten. Von einer pluripotenten Stammzelle ausgehend erfolgt die Differenzierung
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zur myeloischen Stammzelle, aus der sich die CFU-Bas (“colony-forming-unit basophil”) entwickelt
(Jain, 1993). Aus dieser entsteht der Myeloblast, welcher sich zum Promyelozyten differenziert. Im
Elektronenmikroskop zeigt der Promyelozyt des Kaninchens einen vesikularen Zellkern mit darin
verteiltem Heterochromatin (Komiyama und Spicer, 1974) und prominenten Nukleoli (Wetzel et al.,
19673). Sein Zytoplasma ist mit Ribosomen und rauem endoplasmatischen Retikulum maRig gefullt
(Komiyama und Spicer, 1974). Im Stadium des Myelozyten werden die basophilen Granula gebildet,
die fur den basophilen Granulozyten charakteristisch sind (Sinowatz und Hees, 2000). Beim
Kaninchen ist das Chromatin im Zellkern starker kondensiert und zeigt eine Margination. Auch die
Nukleoli sind weniger aufféllig (Wetzel et al., 1967g). Von diesem Stadium stammt der Metamyelozyt
ab, aus dem schliel3lich der basophile Granulozyt entsteht (Sinowatz und Hees, 2000). Die Produktion
der basophilen Granulozyten ist antigenspezifisch und wird durch IL-3 und durch ein von T-
Lymphozyten synthetisiertes, noch nicht charakterisiertes, spezifisches Lymphokin, das als

Basophilopoetin bezeichnet wird, gesteuert (Jain, 7993).

2273 Morphologie

Die basophilen Granulozyten beim Kaninchen entsprechen in ihrer Morphologie dem typischen Modell
fur Saugetiere (Dodds, 2000). Sie sind rund (Steffens, 2000) und etwa 8-12 um (Melillo, 2007) bzw.
10-15 pm grol3 (Sanderson und Philljps, 1987). Schermer (1958) und Jenkins (2008) beschreiben sie
beim Kaninchen von ahnlicher Grofie wie die neutrophilen Granulozyten (Schermer, 1958; Jenkins,
2008).

Der Zellkern ist gelappt oder segmentiert (Schermer, 1958, Campbell und Ellis, 2007), jedoch weniger
segmentiert als bei den neutrophilen und eosinophilen Granulozyten (Melillo, 2007; Reagan, 2008),
teilweise auch langgestreckt (Sanderson und Phillips, 1987). Er kann bei Tieren, die an der Pelger-
Huét-Anomalie leiden auch rund sein (Scoft und Stockham, 2000). Der Zellkern wird in der Regel von
den basophilen Granula verdeckt. Wenn er sichtbar ist, hat er in Ubersichtsfarbungen eine
purpurblaue (Sanderson und Phillips, 19817) bzw. purpurne Farbung (Moore, 2000). Die zahlreichen
basophilen Granula verleihen dem Zytoplasma ein schaumiges (Reagan, 2008) oder auch getlpfeltes
Aussehen (Quesenberry, 2004). Aligemein zeigt das Zytoplasma des basophilen Granulozyten des
Kaninchens eine eher hellgraue Farbe (Sanderson und Phillips, 1981, Melillo, 2007).

Die das Zytoplasma dicht bepackenden Granula (Moore, 2000) sind in Romanowsky-Farbungen stark
basophil (Campbell und Ellis, 2007). Die Farbe der Granula wird in der Literatur Gber violett und
tiefviolett (Sanderson und Phillips, 1981, Moore, 2000, Melillo, 2007) sowie purpurfarben
(Quesenberry, 2004, Reagan, 2008) oder dunkelblau in der Wright-Farbung (Osbaldiston und
Sullivan, 1978b; Harcourt-Brown, 2008) bis hin zu schwarz beschrieben (Moore, 2000). Teilweise

farben sie sich auch metachromatisch mit basischen Farbstoffen wie z.B. saurem Toluidinblau oder
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Alcianblau an (Moore, 2000, Scott und Stockham, 2000; Jenkins, 2008). Unter Metachromasie
versteht man das Vermdgen von Zellen, sich in einem anderen Farbton als des in der angebotenen
Farblésung enthaltenen Farbstoffes anzufarben. Dies kommt durch einen hohen Gehalt an sauren
Mukopolysacchariden in der Zelle zustande (Pschyrembel, 2007).

Ultrastrukturell sieht man eine Zellmembran mit zahlreichen Falten und Mikrovilli (Steffens, 2000), an
die IgE durch einen membranstandigen Rezeptor gebunden ist (Sinowalz und Hees, 2000, Thrall,
2004). Basophile Granulozyten des Kaninchens zeigen im Elektronenmikroskop einen tief
eingekerbten Nukleus mit stark am Rand gelegenem Heterochromatin (Komiyama und Spicer, 1974).
Auch Euchromatin befindet sich im Zellkern, jedoch meist in granuldrer Form. Falls Nukleoli
vorhanden sind, sind sie unregelmaflig geformt und beschrénken sich auf ein nukledres Segment
(Steffens, 2000).

Das Zytoplasma schliet ein paar elektronentransparente Bereiche ein und enthalt zahlreiche
Ribosomen, Polyribosomen und Glykogengranula. Andere Organellen wie Mitochondrien,
endoplasmatisches Retikulum und ein gut entwickelter zentraler Golgi-Apparat sind gewdhnlich
prasent, obwohl diese sich mit fortschreitender Zellreifung reduzieren. Zytoskelettale Elemente
umfassen Aktinfilamente, Intermediarfilamente und Mikrotubuli (Steffens, 2000).

Es gibt zwei Granulatypen beim Kaninchen, die als basophile Granula und kleine Granula, im
Englischen ,small type granules®, bezeichnet werden (Eguchi, 1991).

Die basophilen Granula der basophilen Granulozyten des Kaninchens enthalten elektronendichtes
Material (Eguchi, 1997) und haben einen Durchmesser von 1,0-1,2 ym (Osbaldiston und Sullivan,
1978b), 0,15-0,5 ym (Wetzel et al., 1967a) oder 0,35 £ 0,2 ym (Spicer et al., 1968). Ihre Form ist
kugelig oder langgestreckt (Wetzel et al., 1967a). Ein paar Granula zeigen eine homogene Textur
oder Myelinstrukturen (Eguchi, 19917). Sie enthalten Histamin, Heparin (7Thrall, 2004) und zinkhaltige
Proteine (Sinowatz und Hees, 2000), was durch spezifische Farbungen sichtbar gemacht werden
kann (Steffens, 2000). In frihen basophilen Granulozyten, d.h. Promyelozyten, haben die Granula
unterschiedliche Auspragung. Sie kdnnen eine locker gedrehte, fadenférmige Struktur in einer
transparenten Matrix enthalten, oder kleinere Granula darstellen, die mit einer kompakteren,
fadenférmigen Komponente von einheitlich hoher Dichte ausgefillt sind. Mitunter bestehen die
Granula auch aus konzentrischen Laminae aus elektronendichtem Material, die durch die
transparente Matrix rdumlich abgetrennt sind. Die intrazelluldre Verteilung der Granula, die eine
fadenférmige Struktur beinhalten, verandert sich im Laufe der Zellentwicklung nicht. Spate basophile
Granulozyten enthalten anteilig mehr kompakte, dichte zytoplasmatische Granula und einen
geringeren Anteil an weniger elektronendichten Granula, die die lockere fadenférmige Struktur

besitzen (Komijyama und Spicer, 1974).
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Die kleinen Granula haben einen Durchmesser von 0,12-0,16 ym, von denen man ca. 2-3 pro
Zellquerschnitt im Elektronenmikroskop findet, und kommen in jedem Reifungsstadium der basophilen
Granulozyten vor. Sie sind von einer Einheitsmembran umgeben und mit amorphem Material von
mittlerer Dichte gefullt. Zwischen der Membran und dem amorphen Material befindet sich ein
ringférmiges Areal von geringer Elektronendichte. Es gibt keine morphologischen Unterschiede
zwischen den kleinen Granula der unreifen Zellen der basophilen Reihe, wie den Promyelozyten und
Myelozyten, und denen der reifen Zellen. In unreifen Zellen liegen die kleinen Granula jedoch
hauptsachlich in der Nahe des Golgi-Apparates, wohingegen sie bei reifen Zellen vor allem in der

Peripherie der Zelle zu sehen sind (Sakakibara und Eguchi, 1985a).

2274 Histochemische Eigenschaften

In den basophilen Granulozyten kénnen verschiedene Enzyme und Stoffe histochemisch erfasst
werden. Die saure Phosphatase kann nach Wetzel et al. (1967) nur in den Sackchen des Golgi-
Apparates und damit assoziierten Vesikeln nachgewiesen werden (Wetzel et al., 1967b). Bei Micheev
und Suchanov (1972) zeigte sich eine diffuse Anfarbung des Zytoplasmas bei Untersuchungen auf
saure Phosphatase (Micheev und Suchanov, 1972). Im Gegensatz dazu konnten Komiyama und
Spicer (1974) keine Aktivitat mit dem Barka-Anderson-Medium, sondern nur mit dem Gomori-Medium,
nachweisen. Diese beim Kaninchen durchgeflihrten histochemischen Untersuchungen der basophilen
Granula ergaben auch eine Aktivitat der sauren Phosphatase in den oben genannten gedrehten,
fadenférmigen Strukturen (Komjyama und Spicer, 1974) bzw. allgemein in den basophilen Granula
(Parmley et al., 1979). Nach Jain (1993) besitzen die basophilen Granulozyten der Saugetiere jedoch
keine saure Phosphatase (Jain, 7993). Nach Osbaldiston et al. (1987) enthalten alle Granulozyten
kleine zytoplasmatische, fiir alkalische Phosphatase positive, Granula. Dabei konnte jedoch nicht
zwischen neutrophilen, eosinophilen und basophilen Granulozyten unterschieden werden
(Osbaldiston und Sullivan, 1978b). Jain (1993) hingegen wies keine Reaktivitat fur alkalische
Phosphatase in den basophilen Granulozyten des Kaninchens nach (Jain, 7968). Der Unterschied
zwischen verschiedenen Tierarten und dem Menschen manifestiert sich in dem Gehalt von
Chloracetat-Esterase in den basophilen Granulozyten (Hermansky et al, 1970). Die basophilen
Granulozyten des Kaninchen besitzen keine histochemisch nachweisbare Chloracetat-Esterase
(Hermansky et al., 1970) (Osbaldiston und Sullivan, 1978b).

Die basophilen Granulozyten enthalten aulerdem keine Peroxidase (Scoft und Stockham, 2000).
Diesem Befund widerspricht Jain (1993), indem er schreibt, dass die basophilen Granulozyten des
Menschen und der Kaninchen Peroxidase beséalen (Jain, 7993). Mit Sudanschwarz B zeigen die
basophilen Granulozyten eine hellrote Farbe und ein paar oder auch keine Sudanschwarz B-positiven

Granula im Zytoplasma (Osbaldisfon und Sullivan, 1978b).
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Durch histochemische Methoden kénnen zudem Glykogenpartikel in den basophilen Granulozyten
nachgewiesen werden, die in groRerer Anzahl bei reifen basophilen Granulozyten als bei unreifen
Zellen vorkommen (Murata et al., 1978).

Beim Kaninchen befinden sich in den basophilen Granulozyten verschiedene Glykokonjugate
(Sakakibara und Eguchi, 1985b). Saure Mukopolysaccharide sind an der Zellhille und in den
basophilen Granula lokalisiert (Hardin und Spicer, 1971, Clark et al., 1977). Daher farben sich die
basophilen Granula auch mit Toluidinblau und Alcianblau metachromatisch an (Osbaldiston und
Sullivan, 1978b). Chondroitinsulfat stellt dabei das am haufigsten vorkommende Polysaccharid in den
basophilen Granula dar. Daneben sind auch Heparin, Histamin und andere Enzyme in den basophilen
Granula gespeichert (Clark et al., 1977). In diesen besteht zudem auch eine Reaktivitadt gegeniiber
sulfatierten Glykokonjugaten. Dabei nimmt die positive Reaktion mit zunehmendem Reifungsstadium
der basophilen Granulozyten ab. Anhand des Verteilungsbildes von sauren Mukopolysacchariden und
sulfatierten Glykokonjugaten, kann man die basophilen Granula des Kaninchens wie beim Menschen
in drei Typen untergliedern. Man unterscheidet eine Gesamtreaktion des Granulums, eine Reaktion
nur an der Peripherie und keine Reaktivitat nach Versetzen mit dialysiertem Eisen. Daraus ergibt sich
folgende Verteilung: Bei den Granula von unreifen basophilen Granulozyten sieht man eine Reaktion
im ganzen Granulum, im Gegensatz zu den reifen basophilen Granulozyten, bei denen diese mit
zunehmendem Reifungsstadium abnimmt bis hin zur Reaktionslosigkeit (Sakakibara und Eguchi,
71985b). Weiterhin sind Perjodsaure-reaktive Glykokonjugate in den basophilen Granula mittels der
PA-TCH-SP (,periodate-thiocalbohydrazide-silver proteinate*)-Methode nachweisbar (Eguchi, 19917).
Die kleinen Granula enthalten im Gegensatz zu den basophilen Granula keine sauren
Mukopolysaccharide sowie keine sulfatierten Glykokonjugate. Lediglich neutrale Glykokonjugate
konnten in maRiger Menge oder diffus in den kleinen Granula nachgewiesen werden (Sakakibara und
Eguchi, 1985a).

Es gibt noch zahlreiche andere Inhaltsstoffe in den basophilen Granulozyten von Saugetieren, die hier
der Vollstandigkeit halber aufgezahlt werden, obwohl ein definitiver Nachweis beim Kaninchen noch
aussteht. Es handelt sich hierbei um Phospholipasen, Leucin-Aminopeptidase, a-Chromotrypsin, PAF,
Prostaglandine, Thromboxane, Prostazykline, hydroperoxieicosatetranoide Sauren, Leukotriene und

~Slow reacting substance of anaphylaxis“ (Uston und Lee, 2003).

2275 Aufgaben

Die Funktion der basophilen Granulozyten beim Kaninchen ist zwar noch nicht ganz verstanden
(Melillo, 2007), es ist jedoch erwiesen, dass sie eine wichtige Rolle bei der Auslésung einer sofortigen
Hypersensitivitatsreaktion nach allergischer Stimulation spielen (Clark et al, 1977). Aligemein wird

durch die Bindung von Antigenen mit IgE-Antikdrpern an membransténdige Rezeptoren die
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Degranulation hervorgerufen und getriggert (Benveniste et al., 1977). Aufgrund des in den Granula
gespeicherten Histamins kommt es zu Juckreiz und Bildung von Quaddein. Eine weitere Aufgabe der
basophilen Granulozyten besteht in der Bereitstellung von Leukotrienen bei entzlindlichen Prozessen
und allergischen Reaktionen (Sinowatz und Hees, 2000). Durch Freisetzung chemotaktischer Stoffe
locken sie zudem eosinophile Granulozyten an (Jain, 7993). Bei parasitaren Infektionen scheinen sie
auch eine Rolle zu spielen. Es ist jedoch nicht geklart inwieweit ihre Reaktionen protektiv sind. Auch
der spezifische Mechanismus ihres Schutzes ist unbekannt, da er anscheinend abhangig vom
Parasiten, der Wirtsspezies und dem Ort der Infektion ist. Basophile Granulozyten beeinflussen durch
die Freisetzung von Heparin und Proteasen die Hadmostase. Auch die Lipolyse wird durch Aktivierung
der Lipoproteinlipase durch Heparin geférdert. Das phagozytotische Potential der basophilen
Granulozyten ist jedoch im Gegensatz zu den neutrophilen Granulozyten gering (Scott und Stockham,

2000).
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2.3 Histochemie

2.3.1 Entstehung und Definition

Die Histochemie, auch Zytochemie genannt, ist eine Wissenschaft, bei der durch Farbreaktionen unter
dem Lichtmikroskop und Elektronenmikroskop chemische Gruppen oder Komponenten in Zellen und
Geweben nachgewiesen und lokalisiert werden (Wiesner und Ribbeck, 2000).

Diese Wissenschaft wurde erstmals angewandt bei der Erforschung von Techniken zum Nachweis der
alkalischen Phosphatase von Gomori (1939) und Takamatsu (1938, 1939) vor mehr als 80 Jahren
(Nagata, 2001).

2.3.2 Kilassifikation der histochemischen Methoden

Die histochemischen Verfahren kénnen in drei Gruppen, die chemischen, physikalischen und
biologischen Methoden, unterteilt werden.

Zu den chemischen Methoden gehdren die Anfarbung von DNA durch die Feulgen-Reaktion oder der
Nachweis von Kohlenhydraten mit der PAS-Reaktion und der ,high-iron diamine-alcian blue
sequence”. Mit Hilfe der Millon-Reaktion kénnen angeférbte Proteine in der Zelle identifiziert werden.
Die Sudanfarbung dient zur Darstellung von Lipiden. Weitere chemische Verfahren werden in der
Enzymhistochemie zur Lokalisation verschiedener Enzyme in den Zellen verwendet.

Die physikalischen Methoden der Histochemie umfassen Mikroveraschung, Kryotechniken,
Mikrospektrometrie, Fluoreszenzmikroskopie, Autoradiographie und Rd&ntgen-Mikroanalyse. Diese
Techniken basieren auf physikalischen Phanomenen wie Temperatur, verschiedenen Lichtressourcen
und radioaktiver Markierung mit Isotopen.

Die biologischen Methoden der Histochemie nutzen biologische Reaktionen, die in lebenden Pflanzen
und Tieren beobachtet werden koénnen. Sie etablierten sich spater als die chemischen und
physikalischen Methoden. Heutzutage umfasst dieser Bereich die Immunhistochemie und die
Lektinfarbungen (Nagata, 2001).

In den folgenden Kapiteln soll nun auf die fur diese Arbeit relevanten Gebiete der Enzymhistochemie,

Glykohistochemie und Immunhistochemie eingegangen werden.
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2.3.3 Enzymhistochemie

2.3.3.1 Definition und Anwendung

Die Enzymhistochemie dient dem Nachweis von Enzymen in verschiedenen Zellen und Geweben.
Durch enzymhistochemische Techniken kénnen Stoffwechselvorgange in der Zelle dargestellt und
bestimmte Zellstrukturen aufgrund ihres charakteristischen Enzymgehalts identifiziert werden. Die
hohe Substratspezifitdt der Enzyme ist auf ein aktives Zentrum innerhalb des Molekiils, das spezifisch

Verbindungen spaltet, zuriickzufiihren (Sinowatz und Hees, 2000).

2.3.3.2 Technik der Enzymhistochemie

Prinzipiell kann man Enzyme nur indirekt durch den Nachweis ihrer katalytischen Aktivitat erfassen
(Arnold, 1968). Bei der Enzymhistochemie muss man mehrere Methoden zum Nachweis eines
Enzyms unterscheiden. Erstens erfolgt der Nachweis der Anwesenheit eines Enzyms durch das
Anbieten eines Substrates, welches durch das Enzym in ein oder mehrere Produkte umgesetzt und
anschlielend sichtbar gemacht wird (Romeis, 1989). Dieser Vorgang stellt eine Fallungsreaktion dar,
bei der das Substrat durch das Enzym in seine Bestandteile aufgespalten und als unléslicher Komplex
zur Féllung gebracht wird. Diesen kann man im Licht- oder Elektronenmikroskop nachweisen
(Sinowatz und Hees, 2000). Nach diesem Prinzip werden Prazipitationsreaktionen mit Metallionen
durchgefiihrt (Lojda et al., 1979). Diese werden auch als Metallsalzmethode bezeichnet (Deane et al.,
7960). Die Metallsalzmethode umfasst insgesamt drei Schritte. Zunachst erfolgt die primare Reaktion,
bei der es zur Umsetzung des Substrats durch das Enzym kommt. AnschlieBend wird eine
Prazipitationsreaktion durchgefiihrt, bei der lonen wie Ca2*, Pb2*, Cu2* oder Ba?* hinzugefligt werden.
Im Anschluss wird das gefarbte Endprodukt durch die Zugabe eines Farbstoffes, der sich an dieses
bindet, im Lichtmikroskop sichtbar (Lojda et al., 71979). Ein weiteres Verfahren zur Darstellung des
Substratumsatzes ist die simultane Azokopplungsreaktion (Sinowatz und Hees, 2000, Lojda et al.,
7979). Hier wird auch zunachst ein Substrat durch das entsprechende Enzym umgesetzt. Danach wird
ein Diazoniumsalz hinzugegeben, das mit dem primaren Reaktionsprodukt reagiert, sodass ein
unléslicher Azofarbstoff entsteht (Arnold, 1968; Lojda et al., 1979). Hierbei ist das Diazoniumsalz fir
die Farbe und Farbtiefe des Pigments verantwortlich (Arnold, 1968). Zu den Prazipitationsreaktionen
gehdrt auch die Tetrazoliummethode, bei der zunachst das Substrat oxidiert wird. Danach wird ein
zum Inkubationsmedium hinzugegebenes Coenzym reduziert. Darauf erfolgt die Reduktion der

Tetrazoliumreduktase oder eines anderen Elektronenakzeptors, durch die das hinzugeflgte
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Tetrazoliumsalz zu unléslichem Formazan, das als Indikator dient, reduziert wird (Lojda et al., 1979).
Weitere Enzymnachweismethoden sind die sukzessive Azokopplungsreaktion, Synthesereaktionen
und Substratfilmverfahren (Lojda et al., 1979) sowie die Autoradiographie (Arnold, 1968).

Zweitens kann man ein Enzym aufgrund seiner antigenen Eigenschaften direkt darstellen. Dies wird
mittels immunhistochemischer Methoden durchgefihrt (Romeis, 1989).

Nach Lojda et al. (1979) missen folgende Voraussetzungen fiir einen verlasslichen Enzymnachweis

erfullt sein:

a) Die Aufbereitung von Geweben und Schnitten sollte die Aktivitat und Verteilung des Enzyms
nicht beeinflussen.

b) Das Substrat und unterstitzende Reagenzien sollten in alle Zellen und ihre Komponenten mit
gleicher Geschwindigkeit vordringen kénnen.

c) Das Substrat sollte durch nur ein einziges Enzym umgesetzt werden.

d) Die Hilfsreagenzien sollten weder mit der enzymatischen Reaktion interagieren noch das
Vordringen des Substrats verhindern.

e) Das Reaktionsprodukt sollte durch die Hilfsreagenzien, unabhangig vom Milieu der Zelle,
schnell eingefangen werden.

f) Das Endprodukt sollte unverziglich prazipitiert werden. Es sollte wasser- und lipidunléslich
sein.

g) Die in die Reaktion involvierten Substanzen sollten nicht an andere Strukturen als die

enzymatisch aktiven Stellen gebunden oder absorbiert werden (Lojda et al., 1979).

Entscheidend fir den Nachweis eines Enzyms in Blutzellen sind zum einen frische native
Blutausstriche, die nicht dlter als drei Tage sein dirfen. Zum anderen muss bei der Probengewinnung
beachtet werden, dass Antikoagulanzien wie EDTA die Enzymreaktion stark abschwachen. Weiterhin
sollten nur Ausstriche verwendet werden, die vorher mindestens 30 Minuten luftgetrocknet wurden
(Mahlberg et al., 2004). Bei der Fixation der Ausstriche sollte beachtet werden, dass manche Enzyme
gegenlber bestimmten Fixationsmitteln sehr empfindlich sind (Romeis, 7989). Die Aktivitat der
Enzyme ist weiter abhangig vom pH-Wert des Inkubationsmediums. Das sogenannte pH-Optimum
stellt dabei den Bereich hdchster Aktivitdt dar. Dieser kann konstant sein oder in Abhangigkeit vom
Substrat variieren. Um das pH-Optimum eines Enzyms im Inkubationsmedium zu erreichen, werden
Pufferlésungen eingesetzt. Auch die Temperatur hat einen Einfluss auf die Reaktionsfahigkeit eines
Enzyms. Allgemein fihrt eine Erhdhung der Temperatur zu einer Reaktionsbeschleunigung. Dabei

muss man berucksichtigen, dass bei zu starker Erwdrmung eine Denaturierung der Enzyme erfolgen
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kann. Somit existiert fir jedes Enzym ein Temperatur-Optimum, welches meist der Kérpertemperatur

des Organismus entspricht (Deane et al., 1960).

2333 Charakterisierung in der Arbeit nachgewiesener Enzyme

Peroxidasen fordern die Oxidation eines Stoffes in Anwesenheit von Wasserstoffperoxid (Romeis,
7989), weswegen sie als Hamproteine bezeichnet werden. Eine Form der Peroxidasen sind
Pseudoperoxidasen, zu denen Zytochrome, Hamoglobin oder Myoglobin gehéren (Romeis, 1989).
Peroxidasen findet man in zahlreichen Tier- und Pflanzengeweben. In den Leukozyten ist die
Myeloperoxidase vertreten (Lojda et al., 1979). Sie kann als Markerenzym fir den Nachweis von
Monozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten dienen (Raskin und Valenciano, 2000). Dies
gilt jedoch nicht fir die Monozyten des Kaninchens, in denen keine Peroxidase vorkommt (Nichols et
al, 1971; Oka et al., 1982). Wahrend der Entwicklung von polymorphnukledren Blutzellen ist eine
Aktivitat der Myeloperoxidase im endoplasmatischen Retikulum, in der Kernhiille und im Golgi-Apparat
vorhanden. Im Laufe der Reifung begrenzt sich die Aktivitdt auf die Granula der Monozyten, der
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. In den Thrombozyten ist die Peroxidase im DTS
lokalisiert (Borgers und Verheyen, 1985). Die Peroxidase ist sehr empfindlich gegeniber der
histologischen Aufbereitung von Geweben, weshalb stets frische und nicht in Paraffin eingebettete
Praparate verwendet werden sollten. Die Fixierung der Probe sollte mit Formalinaceton erfolgen
(Raskin und Valenciano, 2000). Nach Lojda et al. (1979) toleriert die Myeloperoxidase langer
andauernde Fixierung mit Formaldehyd und nach einer grindlichen Waschung auch das Einbetten in
Paraffin (Lojda et al., 1979). Ihre Aktivitat nimmt im Laufe der Zeit ab, vor allem in Proben, die alter als
eine Woche sind (Raskin und Valenciano, 2000).

Phosphatasen sind sehr genau untersuchte Enzyme. Sie sind der Gruppe der Hydrolasen

zuzuordnen. Die alkalische und saure Phosphatase gehdéren dabei zu den Hydrolasen der

Phosphomonoester (Lojda et al., 1979).

Die alkalische Phosphatase ist fir die Katalyse der hydrolytischen Spaltung von Estern der

Phosphorsaure mit Alkoholen oder Phenolen zustandig. Dies geschieht stets bei einem alkalischen

pH-Wert (Romeis, 1989). Das pH-Optimum der alkalischen Phosphatase liegt zwischen 9,2 und 9,8

und ist abhangig von der Art und der Konzentration des Substrats oder des Puffers. Durch

verschiedene lonen wie Mg2*, Mn2+, Zn2* und Co2* wird das Enzym aktiviert, wohingegen es durch

Phosphat- und Arsenatanionen als auch durch zahireiche Alkohole, wie L-Cystein und Tetramisol,

inhibiert wird (Lojda et al., 1979). Alkalische Phosphatasen werden als Markerenzym der neutrophilen

Granulozyten angesehen (Romeis, 1989), kbnnen aber auch in Osteoblasten, Histiozyten,

Endothelzellen der Gefalle und Untereinheiten von Lymphozyten nachgewiesen werden (Raskin und
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Valenciano, 2000). Sie befinden sich priméar in der Zellmembran, dem Ort aktiver Transportprozesse
(Lojda et al., 1979).

Saure Phosphatasen sind Enzyme, die Phosphatester in einer sauren Umgebung hydrolysieren
(Raskin und Valenciano, 2000). Inhibiert wird die saure Phosphatase durch Fluorid- und
Phosphationen. Fir einige saure Phosphatasen wirken aullerdem Cu?*, Tartrationen, Alloxan und
Formaldehyd hemmend. Mn2*-lonen hingegen aktivieren das Enzym. Sein pH-Optimum liegt zwischen
pH 4 und 5 (Lojda et al., 1979). Da saure Phosphatasen empfindlich auf Gewebebehandlung und
Hitze reagieren, sollte man keine Praparate, die in Paraffin eingebettet sind, verwenden (Raskin und
Valenciano, 2000), da durch eine inaddquate Vorbehandlung des Untersuchungsmaterials Lysosomen
zerstort werden kdénnen (Lojda et al., 1979). Die saure Phosphatase wird allgemein als Markerenzym
fir Lysosomen angesehen (Borgers und Verheyen, 1985, Lojda et al., 1979). Sie kommt jedoch auch
extralysosomal im endoplasmatischen Retikulum oder im Hyaloplasma vor. Die extralysosomalen
sauren Phosphatasen kénnen aufgrund ihrer unterschiedlichen Reaktivitdt gegeniiber Inhibitoren und
aliphatischen sowie aromatischen Estern der Orthophosphorsauren differenziert werden (Lojda et al.,
7979). Mit histochemischen Methoden wird die saure Phosphatase in Lymphozyten, Monozyten,
Histiozyten, Granulozyten, Thrombozyten, Megakaryozyten, Plasmazellen und erythrozytaren
Vorlaufern nachgewiesen (Raskin und Valenciano, 2000).

Die Esterasen unterteilt man in zwei Gruppen. Es gibt spezifische Esterasen, wie die Chloracetat-
Esterase, und unspezifische Esterasen, zu denen die a-Naphthyl-Acetat-Esterase (Raskin und
Valenciano, 2000) und die Naphthol-AS-Acetat-Esterase gehoéren (Stobbe, 71970). Die spezifischen
Esterasen werden von den unspezifischen Esterasen durch Separierung ihrer Isoenzyme mittels
Gelektrophorese unterschieden. Zudem zeigen sich spezifische Esterasen resistent gegen die
Inhibition durch Natriumfluorid. Die Chloracetat-Esterase ist spezifisch fiir neutrophile Granulozyten
sowie Mastzellen und hydrolysiert Ester, die mit Naphthol AS-D (3-Hydroxy-2'-methyl-2-naphthanilidin)
Chloracetat verbunden sind. Die histochemische Reaktion ist stabil und kann auch bei in Paraffin
eingebetteten Praparaten verwendet werden (Raskin und Valenciano, 2000). Lediglich neutrophile
Granulozyten und ihre Vorlaufer sowie Mastzellen zeigen eine positive Reaktion (Lojda et al., 1979).
Die unspezifischen Esterasen sind unter anderem im endoplasmatischen Retikulum, in Lysosomen
und manchmal auch in den Mitochondrien lokalisiert (Lojda et al., 1979). Sie werden aufgrund ihrer
groRen Spanne an Substratspezifitdt und ihrer Aktivitdt in unterschiedlichen pH-Bereichen als
unspezifisch bezeichnet. Viele dieser Esterasen, die mittels Polyacrylamid-Gelelektrophorese
bestimmt wurden, sind spezifisch fur bestimmte Zellen. Monozyten, Granulozyten und eine
Untereinheit der Lymphozyten zeigen einzigartige Reaktionsprodukte. Im Gegensatz zu den
unspezifischen Esterasen in den T-Lymphozyten kénnen die unspezifischen Esterasen in Monozyten

durch Natriumfluorid gehemmt werden. Dieser Unterschied ist auf die Lokalisation der unspezifischen
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Esterasen in den Zellen zurlickzufihren. Die Enzyme sind eher instabil und empfindlich gegeniber
Hitze, Fixation und Lagerung (Raskin und Valenciano, 2000). Zudem sind sie in wassrigen
Inkubationsmedien l6slich, sodass die Enzyme der Zellen ohne vorherige Fixation innerhalb einer
Minute verloren gehen kénnen (Lojda et al., 1979). Auldierdem sollten nur frische Blutausstriche oder
Gewebe auf Objekttrager aufgetragen werden. Die Zellspezifitat demx -Naphthyl-Acetat-Esterase kann
durch spezifische Inkubationsparameter (pH-Wert, Temperatur, Inhibitoren und Inkubationszeit)
demonstriert werden. Monozyten und Granulozyten zeigen Enzymaktivitdt in neutralem Medium,
obwohl die Anfarbung der Monozyten im sauren Medium am besten ist. In Lymphozyten kann man
das Enzym vorzugsweise unter sauren Bedingungen und einer verldngerten Inkubationszeit
nachweisen (Raskin und Valenciano, 2000).

Die B-Glucuronidase gehort zu den sauren Hydrolasen (Pearse, 7980) und zeigt eine &hnliche
Reaktivitdt wie die Esterasen (Raskin und Valenciano, 2000). Sie katalysiert unter Anwesenheit von
H20 die Umwandlung eines B-Glucuronids zu einem Glucuronat und einem Aglykon (Lojda et al.,
7979). Sie kommt an zwei Lokalisationen in der Zelle vor, zum einen in Lysosomen, zum anderen im
endoplasmatischen Retikulum (Lojda ef al., 1979). lhre Aktivitat kann sowohl in den Lymphozyten, als
auch in den Monozyten und Granulozyten nachgewiesen werden (Raskin und Valenciano, 2000). Die
Existenz verschiedener Isoenzyme mit unterschiedlichen pH-Optima weist auf eine Inhomogenitat der
B-Glucuronidase hin. Das pH-Optimum ist organ- und speziesspezifisch, liegt jedoch meist zwischen
4,5 und 5,5. Eine Inhibition des Enzyms kann durch D-Glucuronolacton, D-Saccharonolacton, Citrat

und Ascorbinsaure erfolgen (Lojda et al., 1979).
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2.3.4 Glykohistochemie

2341 Definition, Anwendung und Technik

Der Begriff Lektin entstammt dem lateinischen Wort ,legere® fur auflesen, sammeln, auswahlen und
wurde 1954 von William C. Boyd etabliert. Nach seiner Auffassung beinhaltete dieser Begriff
blutgruppenspezifische Antigene und andere Antikérper-ahnliche Substanzen aus Samen und
anderen Pflanzenteilen (Boyd und Shapleigh, 1954). Eine eingrenzende Definition wurde 1980 von
Irwin J. Goldstein verfasst: ,Ein Lektin [...] ist ein zuckerbindendes Protein oder Glykoprotein nicht-
immunogenen Ursprungs, das Zellen agglutiniert und / oder Glykokonjugate prazipitiert* (Goldstein et
al, 1980). Diese Definition beinhaltet folgende Eigenschaften fiir Lektine: Sie besitzen mindestens
zwei Bindungsstellen fur Zuckerstrukturen und agglutinieren Zellen von Tieren und Pflanzen
und / oder prazipitieren Polysaccharide, Glykoproteine und Glykolipide. Dabei wird die Spezifitat eines
Lektins durch ein Monosaccharid oder ein einfaches Oligosaccharid, das die lektininduzierten
Agglutinationen oder Prazipitationen hemmt, definiert. Durch ihr ubiquitares Vorkommen miissen
Lektine von anderen zuckerbindenden Molekilen differenziert werden (Goldstein et al., 1980). Nach
der aktuellen Definition werden Lektine als Kohlenhydrat-bindende Proteine aufgefasst, die weder
Antikdrper sind noch enzymatisch an Liganden agieren oder Sensor- bzw. Transportproteine
darstellen (Rddiger und Gabius, 2009a).

Da Lektine in allen Organismen vorkommen, thermisch stabil sind und eine meist gut definierte
Spezifitat fir bestimmte Kohlenhydrate aufweisen, werden sie in vielen Forschungsfeldern verwendet
(Rddiger, 1998). In der Frihphase der Lektinforschung befasste man sich hauptséchlich mit der
Blutgruppenspezifitdt der Lektine (Franz, 71990). Allgemein dienen Lektine vor allem der Identifizierung
und Isolierung von Zuckerstrukturen auf verschiedenen Zellen (Franz, 1990; Gabius et al., 1988,
Sharon und Lis, 2004). Dies kann sowohl mit der Affinitatschromatographie, die von Goldstein und
Agrawal (1965) etabliet wurde (Agrawal und Goldstein, 1965), als auch mit der
Affinitatselektrophoresechromatographie von Bgg-Hansen (1973) untersucht werden (Bag-Hansen,
7973). Gerade die Kohlenhydratstrukturen auf Zelloberflachen sind von grof3er Bedeutung, da sie sich
bei malignen Prozessen verandern kénnen. Somit kdnnen mit Hilfe verschiedener Lektine entartete
von normalen Zellen unterschieden werden (Rddiger, 1982). Dieser Nachweis gelang Aub et al.
(1963), als sie herausfanden, dass das Wheat germ Agglutinin (WGA) vorzugsweise maligne Zellen
agglutiniert (Sharon und Lis, 2004). \Weitere Lektine, die bevorzugt mit Tumorzellen reagieren, sind

Lektine aus der Leibeshohlenflissigkeit der Mérdermuschel T7ridacna gigas und des Schwamms
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Geodja cydonium (Gabius et al., 1988). Insgesamt ist der Einsatz von Lektinen in der Tumorforschung
weit verbreitet (Franz, 71990). Auch die Tumorzellen selbst tragen Lektine auf ihrer Oberflache. Diese
Lektine spielen eine groe Rolle bei der Ansiedlung von Tumorzellen wéhrend der Metastasierung in
anderen Geweben (Gabius et al., 1988). Die mitogenen Eigenschaften verschiedener Lektine, unter
anderem des Lektins PHA (Phaseolus vulgaris Agglutinin) der Gartenbohne Phaseolus vulgaris,
machen sie zu geeigneten Instrumenten zur Untersuchung von Signaltransmissionen in Zellen. Da die
mitogenen Lektine wie PHA die Proliferation von Lymphozyten stimulieren, gelang es, den T-Cell-
Growth-Factor (IL-2) in menschlichen Lymphozyten nachzuweisen (Sharon und Lis, 2004).

Im Rahmen der Lektinhistochemie werden Lektine auch zur Identifizierung von Zellen und ihrer
Bindungsstellen an den Zellen eingesetzt (Nicolson, 1974). Die Verfahrensweise der
Lektinhistochemie &hnelt der Immunhistochemie. Hier werden jedoch anstelle von Antikdrpern
spezifische Lektine eingesetzt, die an Mono- oder Oligosaccharide an bzw. in Zellen binden (Mulisch
und Welsch, 2070). Im Licht- bzw. Elektronenmikroskop kann man ihre Bindungsstellen durch
Konjugation der Lektine mit fluoreszierenden Stoffen wie FITC (Fluoresceinisothiocyanat) oder auch
mit Enzymen wie der Meerrettich-Peroxidase sichtbar machen (Nicolson, 1974, Cooper, 1984, Mulisch
und Welsch, 2010). Mit Biotin markierte Lektine sind eine weitere Moglichkeit, die Bindung des Lektins
an einen Zucker zu demonstrieren. Eine genauere Erlduterung der Methode erfolgt in Kapitel 3.5.4

(Mulisch und Welsch, 2010).

2342 Lektine aus Pflanzen — Struktur, Einteilung und Funktion

Bei den Lektinen kann man allgemein zwischen Lektinen von Pflanzen, von Tieren und
Mikroorganismen unterscheiden. Pflanzenlektine sind gewdhnlich multimere und I6sliche Proteine, die
multiple Bindungsstellen fiir Kohlenhydrate besitzen, was sie befahigt, gebundene Zellen zu
agglutinieren (Cummings, 1997). Die als Glykoproteine bezeichneten Pflanzenlektine enthalten zu 2-
50 % Kohlenhydrate. Ausnahmen sind Concanavalin A und das Agglutinin WGA aus Weizenkeimen,
die keine Zuckerstrukturen besitzen (Rddiger, 1982, Riidiger, 1998). Pflanzliche Lektine wurden
bislang am genauesten untersucht und stellen wichtige Werkzeuge in der Forschung dar (Gabius et
al, 1988). Man kann ihre normalen Aufgaben in den Zellen in extrinsische Funktionen, bei denen die
Lektine mit einem externen Partner reagieren, und in intrinsische Funktionen, bei denen die Lektine
mit Bindungspartnern in der Pflanze interagieren, untergliedern (Rddiger, 1998, Gabius et al., 2004).
Die Interaktion zwischen einigen Leguminosen und Bakterien der Gattung Rhizobium wird durch
Lektine vermittelt (Rddiger, 1981; Franz, 1990). Durch die in den Wurzelhaaren lokalisierten Lektine
werden die Rhizobien festgehalten (Franz, 7990), die den atmosphérischen Stickstoff in Ammoniak
umwandeln, der wiederum den Pflanzen zur Verfliigung gestellt wird (Rdidiger, 7987). Weiterhin

schutzen Lektine die Pflanzen gegen phytopathogene Mikroorganismen und Insekten sowie gegen
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Fressfeinde (Sharon und Lis, 2004). In Bezug auf intrinsische Funktionen wird eine Beteiligung der
Lektine an der Verpackung von Speicherproteinen in Leguminosensamen und an Keimungs- und
Wachstumsprozessen vermutet (Franz, 1990, Gabius et al., 2004). Die Funktionen der Pflanzenlektine
sind insgesamt vielfaltig. Gemeinsam ist ihnen jedoch die Fahigkeit an der Speicherung von Proteinen
teilzunehmen (Ridjger und Gabius, 2009b).

Man kann die Pflanzenlektine ihrer Herkunft nach in Lektine aus Leguminosen, Lektine aus
Nachtschattengewadchsen, Lektine aus Wolfsmilchgewachsen und Lektine aus Monokotyledonen
einteilen (Cummings, 1997, Ridiger und Gabius, 2001). Die pflanzlichen Agglutinine kommen vor
allem im Samen, seltener in den Wurzeln und Blattern der Pflanzen vor (Gabius et al., 1988). Die
Struktur der Pflanzenlektine ist entsprechend ihrer verschiedenen Quellen sehr unterschiedlich. Am
besten untersucht sind dabei die Lektine der Leguminosen, die Sequenzhomologien mit einer hohen
Variabilitdt in der Bindung an Zuckerstrukturen besitzen. Es wurden Lektine mit Spezifitat fur Glukose,
N-Acetylglukosamin, Mannose, Galaktose, N-Acetylgalaktosamin, Fukose und komplexe
Oligosaccharide festgestellt (Ridiger und Gabius, 20017). In dieser Gruppe unterscheidet man
Einkettenlektine mit zwei gleichgroRen Untereinheiten und Zweikettenlektine mit zwei verschiedenen
Untereinheiten (Riidiger, 1981; Riidiger, 1998). Den Lektinen der Leguminosen gemeinsam ist jedoch
ihre Sekundarstruktur, die einf -Faltblatt bildet (Ridiger und Gabius, 2009b). Zudem enthalten sie N-
Glykane (Rddiger und Gabius, 20071). Zu den Einkettenlektinen gehdren unter anderem PHA-E und -L
aus der Gartenbohne sowie SBA aus der Sojabohne und Con A aus der Schwertbohne. PHA besteht
aus zwei Typen von Untereinheiten, die fur die bevorzugte Bindung an Leukozyten im Fall von PHA-L
und an Erythrozyten im Fall von PHA-E verantwortlich sind (Rddiger und Gabius, 20017). Insgesamt
gibt es funf verschiedene Isolectine von PHA mit unterschiedlichen biologischen Eigenschaften. Das
Isolectin L4 wirkt als Mitogen auf T-Lymphozyten, wohingegen das Isolectin Es4 Erythrozyten
agglutiniert. Zudem koénnen die Isolectine von PHA zwischen sogenannten ,diantennary® und ,non-
diantennary“ N-Glykanen unterscheiden (Gabius et al., 2004). SBA (Soybean Agglutinin) besitzt zwei
Bindungsstellen fur Kohlenhydrate in einem einzigen Molekil. Eine dieser Bindungsstellen hat eine
hohe Spezifitat fir Oligosaccharide mit einem hohen Anteil an Mannose, die andere Bindungsstelle ist
spezifisch fur Galaktose und N-Acetylgalaktosamin (Rddiger und Gabius, 2007). Die biologische
Funktion von SBA ist die Speicherung von Proteinen und Enzymen in Proteinkérpern der Zelle.
Zudem fordert SBA den Kontakt zwischen den Speicherproteinen und den Membranen der
Proteinkdrper. Aulerdem kann es die Aktivitdt von Enzymen, z.B. der Phosphatasen, regulieren
(Rddiger und Gabius, 2009b). Con A ist das bekannteste Lektin, das bereits 1919 mittels
Kristallisation isoliert wurde (Gabius et al, 2004). Seine Aminosauresequenz zeigt eine starke

Ubereinstimmung mit der anderer Leguminosenlektine. Reifes Con A ist in der Lage Kohlenhydrate zu
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binden, da es im Gegensatz zu seinem Vorlaufer nicht glykosyliert ist. Das Protein bestehf3aus -
Faltblattern, die Uber a-Helices miteinander verbunden sind (Rdidiger und Gabius, 20017).

Zu den Zweikettenlektinen gehoéren Lektine der Pflanzenfamilie Vicia (Wicken). Entsprechend
unterschiedlicher molekularer GréRen unterscheidet man eine kleinere - und eine groRer@ -
Untereinheit (Rédiger und Gabius, 2001).

Alle Lektine der Nachtschattengewachse, wie das Kartoffellektin, binden an N-Acetyl-Glukosamin und
seine Oligomere. Das Kartoffellektin liegt zu 52,3% glykosyliert vor und enthalt O-Glykane, die an
einen Hydroxyprolin- oder Serinrest gebunden sind (Rddiger und Gabius, 2001).

Bei den Lektinen der Wolfsmilchgewachse (Euphorbiaceae) ist das RCA (Ricinus communis
Agglutinin) am genauesten untersucht worden (Ridiger und Gabius, 2007). Die Untereinheit der AB-
Toxine von Ricinus communis bildet ein B-,trefoil“-(Kleeblatt)-Faltungsmuster (Ridiger und Gabius,
2009b). Es schitzt die Pflanzen vor herbivoren Tieren (Ridiger und Gabius, 2009b), inaktiviert
Ribosomen und wird zur Herstellung von Immunotoxinen genutzt (Gabius et al., 2004).

Lektine der Monokotyledonen, wie WGA (Wheat germ Agglutinin), weisen Hevein-dhnliche Doméanen
als Sekundarstruktur auf (Gabius et al., 2004). Diese vier unterschiedlich gefalteten und helikal
aufgebauten Hevein-dhnlichen Doméanen werden durch Disulfidbricken stabilisiert. lhre
Bindungsstellen fiir Kohlenhydrate sind an der Ubergangsstelle zwischen den Untereinheiten
lokalisiert. WGA interagiert mit N-Acetylglukosamin, bevorzugt mit f1->4-gebundenen Oligomeren.
Das gesamte Molekll ist nach seiner Reifung ein Dimer mit einem Molekulargewicht von 36 kDa
(Rddiger und Gabius, 2001). Biologische Eigenschaften von WGA sind zum einen die Férderung der
Symbiose zwischen Pflanze und Bakterium, zum anderen auch der Schutz der Pflanze vor herbivoren
Tieren (Rddiger und Gabius, 2009b).

Goldstein und Poretz (1986) stellten die erste Klassifizierung der Pflanzenlektine auf (Goldstein und
Porelz, 1986). Diese wurde im Laufe der Zeit durch andere Autoren wie Rudiger und Gabius (2009)
modifiziert und auf den aktuellsten Forschungsstand gebracht. Demnach existieren zur Zeit sechs
Lektingruppen (Rddiger und Gabius, 2009a; Lohr et al., 2010).

Die Mannose und Glukose bindenden Lektine wurden bislang am griindlichsten untersucht, da zu
ihnen auch das Lektin Concanavalin A gehort. Diese Lektingruppe stammt zum grofdten Teil aus
Leguminosen. Gemeinsam ist allen, dass sie Metallionen, z.B. Mn2* und Ca?*, fir ihre Aktivitat
bendtigen. Zudem zeichnen sie sich teilweise durch eine mitogene Wirkung auf Lymphozyten aus
(Goldstein und Poretz, 1986).

Viele N-Acetylglukosamin-bindenden Lektine stammen aus Getreiden, wie z.B. WGA (Wheat germ
Agglutinin), Nachtschattengewachsen und Leguminosen (Goldstein und Poretz, 1986).

Die N-Acetylgalaktosamin- und Galaktose-bindenden Lektine werden traditionell in einer Gruppe

zusammengefasst. Zu ihnen gehdéren toxische Lektine wie z.B. das Lektin der Rizinusbohne Ricinus
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communis und der Paternostererbse Abrus precaforius (Goldstein und Poretz, 1986). Bei einigen
Mitgliedern dieser Lektingruppe wurde die Blutgruppenspezifitdit von Lektinen entdeckt und naher
untersucht. So fand man heraus, dass das Lektin der Limabohne (Phaseolus lunatus) wie auch DBA
(Dolichos biflorus Agglutinin) spezifisch fir die Blutgruppe A des Menschen sind (Goldstein und
Poretz, 1986; Gabius et al., 2004). Das Lektin der Erdnuss Arachis hypogea (PNA) hingegen tragt zur
Etablierung der Symbiose zwischen Pflanze und Bakterium bei (Ridiger und Gabius, 2009b). Zudem
kann es unreife von reifen Thymozyten differenzieren (Gabius et al, 2004). VAA (Viscum album
Agglutinin) wird aus Extrakten der Mistel gewonnen und ist ein Ribosomen-inaktivierendes Protein
(Gabius et al., 2004).

Fir Fukose spezifische Lektine wurden aus unterschiedlichen Quellen gewonnen, zu denen sowohl
Grinpflanzen als auch Pilze und Tiere gehéren (Goldstein und Poretz, 1986). Daher haben sie auch
nur sehr wenige Gemeinsamkeiten. UEA-1 von Ulex europaeus agglutiniert beispielsweise
Erythrozyten des Menschen mit der Blutgruppe 0 und stellt einen selektiven Marker fiir endotheliale
Zellen von Primaten dar (Gabius et al., 2004).

Schliel3lich gibt es Lektine mit Bindungsstellen fir komplexe Kohlenhydrate. Zu ihnen gehéren das
Lektin der Gartenbohne Phaseolus vulgaris (PHA) (Goldstein und Poretz, 1986) und das Lektin von
Maackia amurensis (Asiatisches Gelbholz) (Riidiger und Gabius, 2009b).

Wichtig ist, dass die Bindungsaffinitdt von Lektinen an Monosaccharide durch konservierte
Aminosaurereste bestimmt wird, wohingegen die Spezifitdit von der Lange der a-Helices in der
Sekundarstruktur des Moleklls abhangig ist (Rddiger und Gabius, 2007). Mit Hilfe der
Dissoziationskonstante kann die Affinitdt der Lektine fir Monosaccaride ausgedriickt werden. Im
Gegensatz zu Monosacchariden ist eine héhere Bindungsaffinitdt der Lektine fir Oligosaccharide
vorhanden (Rddiger et al., 2010). Durch Substitutionen und Verzweigungen an Glykanen wurden in
experimentellen Versuchen die Bindungsaffinitdten von Lektinen moduliert (André et al., 2004; André
et al., 2006). Damit wurde gezeigt, dass sich die Bindung der Lektine nicht nur auf eine Zuckereinheit
beschrankt (Rddiger und Gabius, 2001).

In der folgenden Tabelle sind fiir die einzelnen Gruppen Beispiele aufgefiinrt. Die Spezifitdt der

Lektine fur a- und B-Anomere ist nicht berticksichtigt.
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Zuckerspezifitét Herkunft Abk.
Canavalis ensiformis (Schwertbohne) Con A
Glukose/Mannose Lens culinaris (Speiselinse) LCA
Pisum sativum (Erbse) PSA
Erythrina cristagalli (Korallenstrauch) ECA
Arachis hypogea (Erdnuss) PNA
Ricinus communis (Rizinusbohne) RCA-I und -lI
Galaktose
Viscum album (Mistel) VAA
Sambucus nigra (Schwarzer Holunder) SNA
Glycine max (Sojabohne) SBA
Griffonia simplicifolia (Afrikanische Schwarzbohne) GSA-II/GSL-II
N-Acetylglukosamin Triticum vulgare (Weizen) WGA
Datura stramonium (Stechapfel) DSA
Griffonia simplicifolia (Afrikanische Schwarzbohne) GSA-I/GSL-1
Dolichos biflorus (Afrikanische Pferdebohne) DBA
N-Acetylgalaktosamin Glycine max (Sojabohne) SBA
Sophora japonica (Chinesischer Schnurbaum) SJA
Sambucus nigra (Schwarzer Holunder) SNA
Lotus tetragonolobus (Rote Spargelerbse) LTA
L-Fukose
Ulex europaeus (Stechginster) UEA-1
Phaseolus vulgaris (Gartenbohne) PHA-E/-L
Oligosaccharide
Maackia amurensis (Asiatisches Gelbholz) MAA

Tabelle 2.4. Einteilung ausgewahlter Pflanzenlektine

2.34.3 Zuckerstrukturen auf den Blutzellen des Kaninchens

Das wichtigste Ziel fir die Bindung von Lektinen sind die Oberflachen von Zellen. Dabei ist die
Bezeichnung ,Zelloberflache” nur ein allgemeiner Begriff, der die Plasmamembran und damit
assoziierte intra- und extrazellulare Strukturen umfasst. Daher ist es wichtig, den allgemeinen Aufbau
von Zellmembranen zu verstehen (Nicolson, 1974). Die Grundstruktur der Zellmembran bildet eine
Lipiddoppelschicht, die aus Phospholipiden, Glykolipiden und Cholesterin besteht (Schréder und
Diener, 2005). Sie besitzt einen hydrophilen und einen lipophilen Anteil. Dabei ist der hydrophile Teil
zur wassrigen Phase, der hydrophobe Teil zur Membranmitte hin angeordnet (Nicolson, 1974). Ein
weiterer Bestandteil der Zellmembran sind Proteine, die dieser angelagert sind oder sie durchziehen.
Dabei handelt es sich vor allem um Glykoproteine, die in die wassrige Umgebung ragen und mit ihren
Kohlenhydratresten auf der Zelloberflache eine Hiulle bilden, die als Glykokalyx bezeichnet wird
(Schréder und Diener, 2005).

Bereits 1968 wurden von Eto et al. Glykolipide auf der Zelloberflaiche von Erythrozyten des
Kaninchens mittels Chromatographie bestimmt. Sie stellten fest, dass vor allem das Glykolipid

Galaktosyl-Galaktosyl-N-Acetylglukosaminyl-Galaktosyl-Glukosyl-Ceramid auf der Zelloberflache, aber
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auch Galaktosyl-Galaktosyl-Glukosyl-Ceramid und ein geringer Anteil an Dihexosyl-Ceramid vertreten
sind (Efo et al., 1968)

1973 wiesen Parmley et al. in ihren Untersuchungen nach, dass sdmtliche peripheren Blutzellen sowie
die erythrozytdaren und granulozytiaren Vorlaufer im Knochenmark Glukosereste auf ihrer
Zelloberflache tragen, da sie Con A, ein glukosespezifisches Lektin, binden (Parmley et al., 1973). Die
verschiedenen Kohlenhydrate der Zellmembran wurden bei den Erythrozyten des Kaninchens und des
Menschen von Ogawa und Galili (2006) mit unterschiedlichen Untersuchungsmethoden identifiziert.
Sie konnten nachweisen, dass auf der Zelloberflache der Erythrozyten des Kaninchens im Gegensatz
zum Menschen a-Galaktose-Epitope exprimiert werden. Da die Erythrozyten des Kaninchens 2 x 106
Epitope pro Zelle zeigen, sind sie einzigartig im Vergleich zu den Erythrozyten anderer Sdugetiere, die
keine oder nur sehr wenige a-Galaktose-Epitope besitzen. Andere Epitope, wie ungekapptes N-
Acetyllactosamin und N-Acetyllactosamin bedeckt mit Sialinséure, finden sich bei den Erythrozyten
des Kaninchens im Gegensatz zum Menschen und anderen Saugetierspezies nicht (Ogawa und
Galili, 20086).

Auf den Lymphozyten werden jedoch 0,8 x 108 unbedeckte Acetyllactosamin-Epitope pro Zelle
gefunden. Sie weisen aullerdem annahernd die gleiche Anzahl an mit Sialinsdure bedeckten
Acetyllactosamin-Epitopen auf sowie a-Galaktose-Epitope (Ogawa und Galili, 2006).

Die Thrombozyten des Kaninchens exprimieren an ihrer Oberflaiche verschiedene
Membranglykoproteine (Packham et al., 1992). Zunachst konnten Nurden et al. (1977) durch SDS-
Polyacrylamidgelelektrophorese und anschlieRender PAS-Farbung drei verschiedene Banden an
Glykoproteinen bei Thrombozyten des Menschen und des Kaninchens ausmachen. Diese als
Glykoprotein |, 1l und Il bezeichneten Glykoproteine haben beim Kaninchen ein Molekulargewicht von
170 000 Da, 132 000 Da bzw. 108 000 Da (Nurden et al., 1977). 1982 wiesen Toor et al. durch
Markierung der Zelloberflache nach, dass es sich bei dem terminalen Zuckerresten um Galaktose und

N-Acetylgalaktosamin handelt (7oor et al., 1982).

2344 Lektinbindungsstellen der Blutzellen des Kaninchens

Die Lektinbindungsstellen an Blutzellen beim Kaninchen wurden vor allem bei den Erythrozyten,
Thrombozyten und Lymphozyten evaluiert.

Die Blutzellen des Kaninchens wurden bereits 1973 von Parmley et al. auf die Bindung von Lektinen
untersucht. Dabei verwendeten sie Con A, welches mit Meerrettichperoxidase gekoppelt wurde. Es
zeigte sich, dass alle peripheren Blutzellen des Kaninchens Bindungsstellen flir Con A besitzen. Im
Gegensatz zu den Erythrozyten des Menschen agglutinieren die Erythrozyten des Kaninchens bei
Zugabe von Con A. Auch die erythrozytdren und granulozytaren Vorlaufer im Knochenmark des

Kaninchens haben Bindungsstellen fir Con A (Parmley et al., 1973). 1976 untersuchten Haskovec
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und Kinkor die Agglutination von Erythrozyten des Kaninchens, der Menschen und des Schafes nach
Zugabe von Con A. Dabei zeigte sich, dass eine Steigerung der Agglutination der Erythrozyten des
Kaninchens durch Vorbehandlung mit Trypsin oder Neuraminidase hervorgerufen werden kann. Sogar
die Erythrozyten des Menschen, die normalerweise in Anwesenheit von Con A nicht agglutinieren,
zeigten eine Reaktion nach Vorbehandlung mit Trypsin und Neuraminidase. Keinen Effekt hatte diese
Vorbehandlung jedoch auf die Erythrozyten der Schafe (Haskovec und Kinkor, 1976). Verloes und
Kanarek (1976) konnten aulRerdem nachweisen, dass Erythrozyten des Kaninchens bei Zugabe von
PHA als auch Con A eine Agglutination zeigen (Verloes und Kanarek, 1976). Die Erythrozyten des
Kaninchens agglutinieren und hédmolysieren auch bei Zugabe eines nichttoxischen Lektins der Samen
des Krotondlbaums Crofon tiglium. Aufféllig hierbei ist, im Gegensatz zu den Erythrozyten anderer
Tierspezies, die hamolysierende Eigenschaft dieses Lektins gegenliber Erythrozyten des Kaninchens.
Dabei ist die Rolle der Lektinbindungsstellen unklar, da man nicht sicher sagen kann, ob verschiedene
Kohlenhydratrezeptoren auf der Zelloberflache fiir die Agglutination und Hamolyse verantwortlich sind.
Durch Trypsinisierung der Erythrozyten kann die Lektin-induzierte Agglutination gesteigert werden.
Eine Steigerung der Hamolyse bleibt jedoch meist aus. Die Hamolyse wird vielmehr von der
Temperatur beeinflusst. Sie verringert sich bei niedrigen Temperaturen (Banerjee und Sen, 19817).
Das Lektin der Sojabohne (SBA) ist ein weiteres Lektin, das zur Agglutination von Erythrozyten flhrt.
Es bindet an N-Acetyl-D-Galaktosamin oder Galaktose (Medina, 1990, Reisner et al., 1976).

Die Untersuchung von Bindungsstellen der Thrombozyten des Kaninchens fir die verschiedenen
Lektine erfolgte 1982 durch Toor et al. Nach Waschung der Thrombozyten konnte eine Aggregation
bei Zugabe des Lektins RCA | (Ricinus communis | Agglutinin) mit einer Zuckerspezifitat vor allem fir
B-D-Galaktose nachgewiesen werden. Bei Zugabe des Erdnussagglutinins (PNA) mit einer
Zuckerspezifitat furf -D-Galaktose sowie D-Acetylgalaktosamin und des Agglutinins der Sojabohne
(SBA) mit einer Zuckerspezifitat fura -D-Acetylgalaktosamin kam es zu keiner Aggregation. Erst nach
Behandlung mit Neuraminidase trat eine Reaktion mit PNA und SBA sowie eine gesteigerte Reaktion
mit RCA | auf (Toor ef al., 19582). Bei der Exposition von Thrombozyten des Kaninchens gegenulber
WGA kommt es bei der Halfte der Population zu einer Interaktion mit Thrombozyten (Dhar und
Ganguly, 1988).

Alle Lymphozyten des Kaninchens besitzen Rezeptoren fir PHA und Con A. Diese Lektine sind fir
mitogene Reaktionen bei den Lymphozyten verantwortlich (Raffe/ und Sell, 19582). Dabei reagieren die
T-Lymphozyten auf Con A (Sell, 1979; McNicholas et al., 1981), wohingegen die B-Lymphozyten des
Kaninchens keine mitogene Antwort auf die Zugabe von Con A zeigen (Se/l, 17979). Hingegen kommt
es bei beiden Lymphozytenpopulationen zu einer mitogenen Reaktion auf PHA (Sel, 1979,
MecNicholas et al., 1987). Auch das PWM zeigt bei den T-Lymphozyten eine mitogene Wirkung
(McNicholas et al., 1981).
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Blutzellen

Erythrozyten

Thrombozyten

B-Lymphozyten

T-Lymphozyten

Granulozyten

Monozyten

Lektin
Con A
PHA
Croton tiglium
SBA

Quelle
(Parmley et al., 1973) (Verloes und Kanarek, 1976)
(Verloes und Kanarek, 1976)
(Banerjee und Sen, 1981)
(Reisner et al., 1976) (Medina, 1990)

Con A (Parmley et al., 1973)

RCA | (Toor et al., 1982)

PNA + NM (Toor et al., 1982)

SBA + NM (Toor et al., 1982)

WGA (Dhar und Ganguly, 1988)

PHA (Raffel und Sell, 1982)

Con A (Parmley et al., 1973) (McNicholas et al., 1981)

Con A (Parmley et al., 1973) (Raffel und Sell, 1982) (McNicholas et al., 1981)
(Raffel und Sell, 1982) (McNicholas et al., 1981)

PHA (McNicholas et al., 1981)

PWM

Con A (Parmley et al., 1973)

Con A (Parmley et al., 1973)

Tabelle 2.5: Lektinbindung der Blutzellen des Kaninchens

NM = Neuraminidase.
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2.3.5 Immunhistochemie

2.3.5.1 Definition und Anwendung

Unter Immunhistochemie bzw. Immunzytochemie versteht man die Darstellung antigener bzw.
~Lmmunologisch reaktiver® Strukturen in Zellen und Geweben mit Hilfe von bindenden Antikérpern
(Wiesner und Ribbeck, 2000; Pschyrembel, 2007). Die Antikdrper werden dabei mit verschiedenen
Markersubstanzen konjugiert, sodass die Bindung sichtbar gemacht werden kann (Sinowatz und
Hees, 2000). 1941 wurde die Immunhistochemie erstmals angewendet, indem ein Antikbrper mit
einem Fluoreszenzfarbstoff gekoppelt wurde (Coons et al, 1947). Seitdem wurde die
Immunhistochemie im Hinblick auf Spezifitat und Sensitivitat verbessert und stellt eine der am

haufigsten angewendeten Techniken in der Histologie dar (Denk, 1989).

2.3.5.2 Technik der Immunhistochemie

In der Immunhistochemie unterscheidet man grundsatzlich zwei verschiedene Methoden. Bei der
direkten Methode wird eine Losung mit einem mit einer Markersubstanz gekoppelten Antikérper direkt
auf das Praparat mit dem gebundenen Antigen aufgebracht, wo eine spezifische Bindung an das
Antigen erfolgt. Dies kann anschlieBend im Mikroskop beobachtet werden. Bei der indirekten Methode
wird zunachst ein fir das Antigen spezifischer Antikdrper ohne Marker aufgebracht. Daraufhin wird ein
zweiter markierter Antikorper, ein sogenannter ,Anti-Antikérper®, dazu gegeben, der gegen den ersten
Antikérper gerichtet ist. Durch die Verwendung von zwei Antikérpern kann mit der zuletzt genannten
Vorgehensweise eine héhere Empfindlichkeit des Nachweises erreicht werden (Sinowatz und Hees,
2000).

Zur Darstellung der Antikdrper und Antigene gibt es in der Immunhistochemie verschiedene
Verfahren. Bei der immunenzymatischen Methode werden unter anderem die alkalische Phosphatase
aus E. coli, die Glukoseoxidase aus Aspergillus niger und die Meerrettichperoxidase verwendet
(Pearse, 1980). Die Enzyme kdnnen direkt an den Antikdrper gekoppelt sein oder erst durch Kopplung
an einen Anti-Antikérper an den Ort der Antikérper-Antigen-Reaktion gebracht werden. Durch Zugabe
von Substraten (Chromogene) kommt es zu einer Farbreaktion, die den Antigen-Antikérper-Komplex
anzeigt. Ein Chromogen der Peroxidase ist beispielsweise Diaminobenzidin, welches mit H202 ein
braunes Reaktionsprodukt bildet (Denk, 7989). Bei dem Antigennachweis mit Hilfe der Peroxidase
kdnnen verschiedene Techniken angewendet werden. Zu ihnen gehért auch die

Enzymbrickentechnik. Hierbei wird ein sogenanntes 3-Schicht-Verfahren durchgefihrt. Zunachst wird
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ein erster, spezifischer Antikdrper gegen das gesuchte Antigen appliziert. Der zweite Antikdrper (Anti-
Antikoérper gegen den ersten Antikorper) wird danach hinzugefiigt. Er dient dem Peroxidase-
bindenden Antiperoxidase-Antikérper als Briicke zum ersten, spezifischen Antikdrper. Diese Technik
gehdrt zu den ,unmarkierten Antikérpermethoden® (Luppa, 7986). Eine Modifikation stellt die ,Enzym-
Anti-Enzym-Komplex-Technik® dar, bei der der Brickenantikérper und das Markerenzym in Form
eines Ioslichen Komplexes, dem Enzym-Anti-Enzym-Komplex, zugegeben werden. Der Peroxidase-
Anti-Peroxidase (PAP)-Komplex und der alkalische-Phosphatase-Anti-alkalische-Phosphatase
(APAAP)-Komplex sind Beispiele fur diese Methode (Denk, 71989). Der PAP-Komplex besteht dabei
aus drei Molekullen Peroxidase und zwei Antiperoxidase-Antikérpern. Er hat eine fiinfeckige Struktur
und fihrt somit zu einer stabilen Bindung. Daher sind die Verluste von Peroxidase bei der Inkubation
bei diesem Verfahren geringer als bei der Enzymbrickentechnik. Zudem steigert sich die
Nachweisempfindlichkeit, sodass diese Methode um das 100- bis 1000-fache genauer ist als die
Immunfluoreszenz (Luppa, 1986).

Abgesehen von Enzymen koénnen auch Schwermetallverbindungen und Immunkolloide als
Markersubstanzen zum Einsatz kommen. Die Immunferritintechnik stellt hierbei das alteste Verfahren
zur Darstellung antigener Strukturen im Elektronenmikroskop dar. Dabei werden Ferritinmolekule
direkt oder indirekt an Antikoérper gekoppelt (Luppa, 7986). Eine weitere Darstellung von Antigenen
erfolgt mit Antikérpern, die mit kolloidalen Goldpartikeln markiert sind. Die an die Antikérper
gekoppelten Goldpartikel sind sowohl im Lichtmikroskop als auch im Elektronenmikroskop erkennbar.
Sie stellen sich lichtmikroskopisch mit roter Farbung dar (Denk, 71989).

Eine weitere immunhistochemische Methode ist die Avidin-Biotin-Technik, deren Grundlage die hohe
Affinitdt des HuhnereiweilRes Avidin zum Vitamin Biotin ist (Denk, 1989), einem Glykoprotein, das aus
Vogel- oder Amphibieneiern stammt. Unspezifische Farbungen kénnen durch die Verwendung von
Streptavidin, aus Strepomyces avidini, anstelle von Hihner-Avidin vermieden werden. Sowohl Avidin
als auch Streptavidin besitzt vier hochaffine Bindungsstellen fiir Biotin. Das Coenzym Biotin bindet an
Fc-Fragmente von Immunglobulinmolekilen, die mehrere Bindungsstellen fiir Biotinmolekile haben.
Allgemein unterscheidet man bei der Avidin-Biotin-Methode die Avidin-Biotin-Brickenmethode und die
Avidin-Biotin-Peroxidasekomplex-Methode (ABC-Methode) (Luppa, 7986). Bei der Avidin-Biotin-
Briickenmethode verbindet sich unter Beteiligung des Avidins oder Streptavidins ein biotinylierter
Antikdrper mit einem biotinylierten Enzym (Denk, 79589) oder einem biotinylierten Antikérper (Luppa,
7986). Bei der sogenannten ABC-Methode wird ein bereits vorgefertigter Avidin-Biotin-Peroxidase-
Komplex (ABC-Komplex) verwendet (Denk, 1989).

In der Immunfluoreszenz wird ein Fluoreszenzfarbstoff als Markersubstanz verwendet. Die
Fluoreszenzfarbstoffe fluoreszieren bei Licht im UV-Bereich oder Blau-Anregung (Denk, 7989). Dazu

gehdren unter anderem Fluoresceinisothiocyanat (FITC), welches griin fluoresziert und
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Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC), das orangerot fluoresziert. Zu den
immunfluoreszenzmikroskopischen Verfahren zahlen unter anderem die bereits erwahnte direkte und
indirekte Methode sowie die Doppelimmunfluoreszenz, bei der zum Nachweis mehrerer Antigene mit
verschiedenen Fluoreszenzfarbstoffen markierte Antikdrper eingesetzt werden. Ein weiteres Verfahren

ist die Avidin-Biotin-Technik (Sforch, 1986), deren Anwendung oben bereits erwahnt wurde.

2.3.5.3 Immunhamatologische Differenzierung der Lymphozyten

Die Immunhamatologie beschéftigt sich mit den Antigenstrukturen von Blutzellen und deren
Erkrankungen, die durch Antigen-Antikorper-Reaktionen hervorgerufen werden. Das Wissen um
bestimmte Antigenstrukturen auf Zelloberflachen spielt fir Blut- und Organtransplantationen eine
wichtige Rolle. Auch zum Verstandnis des Immungeschehens ist die Kenntnis von Antigenen
entscheidend. Auf allen Blutzellen befinden sich Antigene, die in Histokompatibilitédts-Antigene oder
auch Transplantations-Antigene, Blutgruppenantigene und Leukozyten-spezifische Antigene unterteilt
werden kénnen (Jain, 1993). Auf die Blutgruppenantigene wird im nachsten Kapitel eingegangen. Hier
werden nur die Antigene auf der Oberflache der Lymphozyten des Kaninchens behandelt.

Auf  der Zelloberfliche der B-Lymphozyten befinden sich der B-Zell-Rezeptor,
Immunglobulinrezeptoren und Immunglobuline. Allgemein exprimieren unreife B-Lymphozyten vor
allem zytoplasmatisches IgM, wohingegen reife Zellen IgM-, 19G- und IgD-Antikérper zeigen, die an
spezifische Fc-Rezeptoren auf der Zelloberflache gebunden sind (Jain, 7993). Auch beim Kaninchen
ist IgM auf der Zelloberflache der B-Lymphozyten dominierend. Auch IgA und IgG befinden sich auf
der Zelloberflache der B-Lymphozyten. Die Anwesenheit von IgD konnte in Untersuchungen von Bast
et al. (1979) nicht belegt werden (Bast et al, 1979). Alle T-Lymphozyten besitzen einen T-Zell-
Rezeptor (TCR). Allgemein kénnen deraf -TCR und der yd-TCR unterschieden werden (Jain, 7993).
Die T-Lymphozyten des Kaninchens tragen hauptséchlich denaf -TCR auf ihrer Oberflache. Lediglich
ein geringer Prozentsatz der T-Lymphozyten im Blut zeigt den yo-TCR auf der Zellmembran (Davis
und Hamilfon, 2008). Die Unterscheidung von Untergruppen der B- und T-Lymphozyten erfolgt durch
die Klassifizierung spezifischer Antigene auf der Zellmembran in die sogenannten CD-Antigene (CD =
,cluster of differentiation”). Beim Menschen sind bei den B-Lymphozyten die CD-Antigene CD9, CD10,
CD19, CD20, CD21, CD22, CD24, CD37, CD38 und CD39, auf den T-Lymphozyten CD2, CD3, CD4,
CD7 und CD8 prasent (Jain, 1993). Beim Kaninchen kénnen mit Hilfe verschiedener monoklonaler
Antikérper die CD-Antigene auf den Lymphozyten charakterisiert werden. In einer Studie von
Broderson et al. (1998) wurden folgende CD-Antigene auf den Lymphozyten des Kaninchens mit
monoklonalen Antikérpern bestimmt: CD9, CD11a, CD18, CD20, CD23, CD43, Thy-1 (CD90), SWC7
(Brodersen et al., 1998). Davis und Hamilton (2008) konnten diese Ergebnisse mit anderen

monoklonalen Antikdrpern bestatigen und erganzen. Sie differenzierten folgende CD-Antigene auf den
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Lymphozyten des Kaninchens: CD4, CD5, CD8, CD9, CD11a, CD11b, CD11¢c, CD18, CD44, CD45,
CD58 (Davis und Hamilfon, 2008). Eine genauere Unterscheidung des Vorkommens der CD-Antigene
auf den verschiedenen Lymphozytenpopulationen wurde jedoch nicht vorgenommen. Lediglich Davis
und Hamilton (2008) treffen die Aussage, dass die CD4- und CD8-Molekile nur auf den T-
Lymphozyten zu finden sind (Davis und Hamilton, 2008). In den unten genannten Untersuchungen
wird hingegen die Zuordnung zu den Lymphozytenpopulationen naher besprochen.

Das CD4-Antigen wird allgemein auf den T-Helferzellen als TCR-assoziierter Korezeptor fir MHC-
Klasse-lI-Molekiile und IL-16 exprimiert (Moore und Vernau, 2000). Beim Kaninchen hat es ein
Molekulargewicht von 42 kDa (Kotani et al., 71993). Die biologische Rolle von CD5 in T- und B-
Lymphozyten ist die Regulation der intrazelluldren Signalstarke (Pospisil et al., 2009). Das CD5-
Antigen mit 67 kDa beim Kaninchen kann nach Kotani et al. (1993) bei nicht-stimulierten T-
Lymphozyten als Pan-T-Zell-Marker angesehen werden. Auf B-Lymphozyten, die Immunglobuline auf
ihrer Oberflache tragen, befindet sich kein CD5. Dies steht im Kontrast zu den Immunglobulin-freien B-
Lymphozyten in der Peritonealhéhle und den Lymphknoten des Zakums, die CD5 exprimieren (Kofan/
et al,, 1993). Nach Raman und Knight (1992) wird CD5 beim Kaninchen im Gegensatz zu Mausen und
dem Menschen auf allen B-Lymphozyten der peripheren Gewebe exprimiert (Raman und Knight,
7992). Das CD5-Molekiil des Kaninchens ist ein Glykoprotein mit je einer O- und N-glykosylierenden
Seite und einem terminalen Sialinsdurerest. Obwohl das CD5 von Menschen und Kaninchen zu ca.
63% identisch ist, hat das Kaninchen ein zuséatzliches Cystein, welches mdglicherweise die Struktur
und Funktion des CD5-Molekils beeinflusst. Der monoklonale Antikérper KEN-5 erkennt CD5 sowohl
auf den B-Lymphozyten des Kaninchens als auch auf den T-Lymphozyten. Es wird vermutet, dass
KEN-5 ein Epitop auf dem CD5-Molekll oder einem CD5-ahnlichen Molekil registriert, welches sich
auf den meisten T-Lymphozyten des Kaninchens befindet und nur auf einer geringen Anzahl an B-
Lymphozyten vorhanden ist. KEN-5 bindet nachweislich unterschiedlich an B- und T-Lymphozyten,
was man auf die unterschiedlichen Glykanstrukturen zuriickfiihren kann. Mit Hilfe von KEN-5 kénnen
90% der Thymozyten, 40-45% der Lymphozyten in den Mesenteriallymphknoten und 3-6 % an IgM-
tragende B-Lymphozyten differenziert werden. Es ist davon auszugehen, dass KEN-5 CD5-Isoformen
der B- und T-Zelllinien unterscheidet, die eine Rolle bei der Entwicklung, Selektion und Funktion der
B- und T-Zell-Untereinheiten spielen (Pospisil et al., 2009). Das CD8-Molekdl ist ein Korezeptor des
TCR zytotoxischer T-Lymphozyten fir MHC-Klasse-I-Molekile (Moore und Vernau, 2000). Der fiir den
Nachweis herangezogene monoklonale Antikdrper ruft eine Reaktion bei 70 % der im Thymus
lokalisierten T-Lymphozyten und bei 15-25 % der peripheren T-Lymphozyten des Kaninchen hervor
(De Smet et al, 1983). Die p2-Integrine (CD11/CD18) gehéren zu den wichtigsten
Adhasionsmolekilen der Leukozyten. CD18 bildet dabei die B2-Untereinheit, an die eines der vier

CD11-Molekule (CD11a, CD11b, CD11¢c, CD11d) gebunden ist. Dabei findet sich CD11a auf allen
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Leukozyten (Moore und Vernau, 2000). Der CD11a/CD18-Komplex stellt auch beim Kaninchen ein
heterodimeres Molekil dar. Seine a—Kette hat ein Molekulargewicht von 150 kDa, seine B-Kette ein
Molekulargewicht von 100 kDa. Es ist auf der Oberflache aller Lymphozyten des Kaninchens vertreten
(Kotani et al., 1993). In Untersuchungen auf das CD43-Antigen bei Lymphozyten des Kaninchens
konnte eine Spezifitat fir T-Lymphozyten gezeigt werden (Jackson et al., 1983; Wilkinson et al.,
1992). Es wird angenommen, dass das CD43 beim Kaninchen ein Aquivalent des Leukosialins ist,
welches das Haupt-Sialoglykoprotein auf den T-Lymphozyten darstellt (Wilkinson et al., 7992). In
Untersuchungen von Jacksons et al. (1983) wurden fiinf verschiedene Lymphozytenpopulationen
anhand ihrer Oberflachenantigene mit Hilfe von Fluoreszenz-markierten Antikdrpern in der Milz des
Kaninchens charakterisiert. Dabei handelt es sich um zwei Subpopulationen an T-Lymphozyten, zwei
Subpopulationen an B-Lymphozyten und Null-Zellen (Jackson et al., 1983). Sie kamen zu folgendem

Ergebnis:

Null-Zellen

Prozentualer Anteil in der Milz

CD18

CD43

CD44

CD45

Tabelle 2.6: Lymphozytenpopulationen anhand ihrer Oberflachenantigene nach Jackson et al. 1983

Das CD58-Antigen besteht aus einer einzelnen Polypeptidkette, deren Molekulargewicht von der
exprimierenden Zellart abhéngt. Beim Kaninchen wird es auf den Lymphozyten und Thrombozyten, im
Gegensatz zu den neutrophilen Granulozyten, Monozyten/Makrophagen und Erythrozyten, nur
schwach exprimiert. Sein Molekulargewicht betragt bei den Lymphozyten 43000 Da, auf den
Thrombozyten 48000 Da und auf den neutrophilen Granulozyten 60000-70000 Da. Diese
Heterogenitat wird auf eine unterschiedliche Glykosylierung des Molekils zurtckgefuhrt (Wilkinson et
al, 1992). Insgesamt sind Antikorper, die spezifisch gegen CD-Antigene auf den Blutzellen des
Kaninchens gerichtet sind, schwer zu erhalten. Erst durch die Entwicklung von Kaninchen-
spezifischen Antikoérpern durch Davis und Hamilton (2008) ist eine ndhere Differenzierung und
Evaluierung der einzelnen Zelltypen und des Vorhandenseins von CD-Antigenen auf der

Zelloberflache von Blutzellen des Kaninchens méglich (Davis und Hamilton, 2008).
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2.4 Blutgruppen beim Kaninchen

241 Aligemeines

Eine grolRe Anzahl von Proteinen und komplexen Kohlenhydraten, die als Antigene fungieren, sind in
der Zellmembran der Erythrozyten lokalisiert. Einige dieser Antigene kommen bei allen Mitgliedern
einer Spezies vor, andere hingegen, einschliellich der Blutgruppenantigene, werden genetisch
isoliert, sodass sie nicht bei allen Mitgliedern einer Spezies auftreten. Blutgruppenantigene werden
serologisch an der Zelloberflache der Erythrozyten durch Agglutination oder Hamolyse identifiziert.
Durch detaillierte genetische Studien kénnen die Isoantigene in Blutgruppen aufgeteilt werden.
Blutgruppen besitzen individuelle chromosomale Loci aus je zwei oder mehreren Allelen. Die meisten
von ihnen erhalten ihre Antigenitat durch den Kohlenhydratanteil der membranassoziierten Glykolipide
und Glykoproteine (Harvey, 2008). Ein Beispiel hierfur ist das ABO-System des Menschen, das 1900
von Landsteiner entdeckt wurde (Cohen und Tissot, 1974). Die Aminosaurenzusammensetzung von
Membranproteinen ist eine weitere antigenetische Determinante bestimmter Blutgruppen wie des Rh-
Systems des Menschen. Die meisten Isoantigene werden wahrend der Erythropoiese gebildet. Die
Blutgruppe J des Rindes und die DEA-7-Blutgruppe des Hundes stellen eine Ausnahme dar, da sie
von anderen Geweben produziert und aus dem Blutplasma an die Zellmembran der Erythrozyten

absorbiert werden (Harvey, 2008).

2.4.2 Die Blutgruppen des Kaninchens

Das Kaninchen ist eine der wenigen Saugetierspezies, die keinen signifikanten Gehalt an nattrlich
vorkommenden Antikérpern gegen Antigene der Erythrozyten der gleichen Spezies besitzt (Cohen
und Tissot, 1974). Daher behaupten einige Autoren, dass beim Kaninchen keine Blutgruppen
existieren (Lichtenberger, 2004, Marshall, 2008). Dies steht im Widerspruch zu den Ergebnissen von
Untersuchungen, die bereits ein Jahr nach Entdeckung des ABO-Systems des Menschens erstmals
beim Kaninchen durchgefihrt wurden. Im Jahr 1901 wiesen Hulot und Ramond nach, dass Kaninchen
Hamolysine und Agglutinine gegen Erythrozyten anderer Kaninchen produzieren (Hulot und Ramond,
7901). Diese Agglutinationsreaktionen durch Vermischung des Blutserums eines Individuums mit
Blutzellen anderer Individuen besafien jedoch nur geringe Aussagekraft. 1929 gelang es Levin und

Landsteiner als auch Fischer und Klinkhardt durch Alloimmunisierung Antikdrper gegen
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Blutgruppenantigene herzustellen (Levine und Landsteiner, 1929; Levine und Landsteiner, 1931;
Cohen und Tissof, 1974). Sie konnten damit zeigen, dass die Blutzellen der Kaninchen
moglicherweise Antigene besitzen, fur die keine normalerweise im Serum vorkommenden Antikérper
existieren (Cohen und Tissot, 1974). Die Alloimmunisierung ist die durch ein Alloantigen
hervorgerufene Produktion von Alloantikérpern bei einem Individuum. Dabei versteht man unter
Alloantigenen Antigene, die nicht bei allen Individuen einer Spezies vorkommen und somit bei
Individuen mit fehlendem Antigen eine Immunantwort, also eine Produktion von Alloantikérpern, zur
Folge haben. Sie gehdren nicht zu den regularen Antikérpern, die auch ohne Immunisierung im Serum
von gesunden Individuen vorkommen, sondern sind Antikérper, die erst durch eine Immunisierung
gebildet werden. Beim Menschen gehért das ABO-System zu den reguldr Antikdrper-bildenden
Systemen. Im Gegensatz dazu wird beim Rh-System erst nach einer Immunisierung durch den
Kontakt des maternalen Blutes mit fetalen Blutkérperchen eine Antikérperproduktion hervorgerufen
(Pschyrembel, 2007). Castle und Keeler (1933) verwendeten die zwei Antikérperseren von Levin und
Landsteiner (1929 und 1931) sowie das ABO-System als Modell. Sie stellten fest, dass mit den zwei
Antikdrpern anti-H1 und anti-Hz alle Kaninchen in die Blutgruppen Hi1, H2, HiH2 oder O eingeordnet
werden kénnen. Sie schlossen daraus auf die Existenz von drei Allelen, die insgesamt 6 verschiedene
Genotypen bilden (Castle und Keeler, 1933). In einer groRen Anzahl von Studien Uber die Blutgruppen
des Kaninchens fanden alle Autoren das gleiche System wie Castle und Keeler (1933). Cohen und
Tissot (1974) fihrten weitergehende Untersuchungen zu den Blutgruppen des Kaninchens durch. Sie
stellten fest, dass das von ihnen als Hg bezeichnete System der Komplexitdt des Rh-Systems des
Menschens und des B-Systems des Rindes sehr ahnelt. Zudem kamen sie zu dem Schluss, dass das
Hg-System beim Kaninchen aus insgesamt vier Allelen und 12 Antigenen in 10 Kombinationen
besteht. Abgesehen vom Hg-System gibt es noch flinf verschiedene Blutgruppensysteme mit den

dazugehérenden Allelen, Seren und Phanotypen (Cohen und Tissot, 1974). Eine Ubersicht soll in der

nachfolgenden Tabelle gegeben werden:

Blutsera

Allele Anzahl der Phanotypen

Hg?, HgP, HgF, HgM Anti-A, -D, -F, -I, -J, K, -N, -P, 3
R, -T,-V,-W (12)

HB?, HBM Anti-B, -M (2) 3

Hee, Het Anti-C, L (2) ”

He, he Anti-E (1) 5

Hh, hh Anti-H (1) 2

Ha?, Ha® Anti-Q, -S (2) ;

Tabelle 2.7: Blutgruppensysteme beim Kaninchen (Cohen und Tissot, 1974)
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2.4.3 Bedeutung der Blutgruppen des Kaninchens

Das Kaninchen kann als Modell dafiir verwendet werden, wie sich hamolytische Erkrankungen des
Fetus bei Neugeborenen manifestieren. Im Kaninchen ist es mdéglich, eine Erkrankung, die der fetalen
Erythroblastose menschlicher Neugeborener entspricht, zu induzieren (Moise et al., 1995). Die fetale
Erythroblastose oder auch Morbus haemolyticus fetalis wird beim Menschen zumeist durch eine
Rhesus-Inkompatibilitdt hervorgerufen. Dabei bildet die Mutter den Antikdrper Anti-D gegen das fetale
Antigen D der Rhesus-Blutgruppen. Dies geschieht jedoch erst nach einer vorangegangen
Schwangerschaft mit Blutgruppeninkompatibilitdt, da hier die Sensibilisierung der Mutter stattfindet.
Klinisch duBert sich die Erkrankung in einer fetalen oder postnatalen Andmie, in schweren Féllen auch
in Form eines Hydrops fetalis, der mit generalisierten Odemen, Pleuraerguss und Aszites einhergeht
(Pschyrembel, 2007). Beim Kaninchen wurde dieser Zusammenhang erstmals genauer durch Kellner
und Hedal (1952) untersucht. Sie beobachteten, dass intrauteriner Tod und Hydrops fetalis bei Feten
von Muttertieren, die mit inkompatiblen Erythrozyten alloimmunisiert wurden, auftritt (Kellner und
Hedal, 1952). Im Kaninchenmodell sind die Antikérper Anti-A und Anti-F gegen Erythrozyten ein
Nachweis fir das Auftreten der fetalen Erythroblastose. Ein Antikdrpertiter von 640 beim Muttertier ist
ein Indiz fur eine fetale Anamie. Zudem zeigen Erythrozyten von Feten mit inkompatiblen Muttertieren
im Gegensatz zu kompatiblen Feten einen positiven Coombs-Test. Weitere Hinweise fur einen Morbus
haemolyticus fetalis beim Kaninchen sind ein Hydrops fetalis, der ab dem 20. Trachtigkeitstag mit
Sonographie beobachtet werden kann und bei einem Antikdérpertiter von Uber 640 beim Muttertier
auftritt, sowie Kardiomegalie, Pleuraerguss und Aszites (Moise et al., 1995). Obwohl es seit 1968
Immunglobuline fir Rhesus-negative, schwangere Frauen gibt, kommt eine Alloimmunisierung mit
dem Rh(D) noch vor, sodass eines von 1000 Kindern Auswirkungen der Erkrankung bei der Geburt
zeigt (Whitecar et al., 2002). Neppert et al. (1999) konnten nachweisen, dass Leukozytenantikdrper
des Menschen (HLA), die gegen vaterliche Leukozyten gerichtet sind, einen protektiven Effekt auf den
Morbus haemolyticus fetalis bei Rh(D)-alloimmunisierten Frauen ausiiben (Neppert et al.,, 1999). An
einem Kaninchenmodell wurde herausgefunden, dass die maternale Alloimmunisierung mit paternalen
Leukozyten die Schwere der Erkrankung herabsetzt. Dies zeigte sich unter anderem durch eine
Verbesserung des Grades des Hydrops fetalis. Die Autoren schlossen daraus, dass die anti-HLA-
Antikérper die Plazenta passieren und die fetalen Monozyten inhibieren, sodass eine Destruktion der
Erythrozyten verhindert wird. Um dieses Verfahren jedoch beim Menschen anwenden zu kénnen,
bedarf es laut der Autoren jedoch noch besserer Methoden zur Aufreinigung der Leukozyten

(Whitecar et al., 2002).
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Kapitel 3

3 MATERIAL UND METHODEN

3.1 Untersuchungsmaterial

Fur die Untersuchungen an den Blutzellen wurden Blutproben von insgesamt 44 gesunden Kaninchen
unterschiedlicher Rassen und Nutzungsrichtungen (Schlachtkaninchen und Heimtiere) genommen.
Dabei stammen die Proben 1-10 von Kaninchen wahrend der Schlachtung, wohingegen die restlichen
Blutproben, aufgrund der raschen Gerinnung des Blutes durch die Probenahme wahrend der
Schlachtung, aus der Vena saphena lateralis entnommen wurden. Dazu wurden die Kaninchen in
Brust-Bauch-Lage fixiert und eine 20G Kandule zur Blutentnahme verwendet. Das Blut wurde in zwei
EDTA-Ro6hrchen und einem Serum-Réhrchen gesammelt. Insgesamt wurden 28 weibliche Tiere und
16 méannliche Tiere fir die Untersuchungen herangezogen. Zehn Tiere wurden als Heimtiere gehalten,
davon 4 Zwergkaninchen, 2 Angorakaninchen, 2 Riesenschecken und 2 Neuseeldnder. 34 der
untersuchten Tiere waren Masttiere. Die nachfolgende Tabelle zeigt eine Aufstellung der fir meine

Untersuchungen herangezogenen Kaninchen mit Angaben zu Geschlecht, Alter, Rasse und

Nutzungsrichtung.

Kaninchen Geschlecht! Haltung

6-7 Monate GroRchinchilla
w 6-7 Monate Heller GroRsilber MT
w 6-7 Monate Rheinischer Schecke MT
m 6-7 Monate Heller GroRsilber MT
m 6-7 Monate Heller GroBsilber MT
m 6-7 Monate Heller GroBsilber MT
m 6-7 Monate Havanna MT
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Kaninchen

Geschlecht! Alter Rasse Haltung
m 6-7 Monate Rheinischer Schecke MT
w 6-7 Monate Heller GroRsilber MT
m 6-7 Monate Heller GroRsilber MT
w 6-7 Monate Zika? MT
m 12-14 Wochen Weiler Neuseelander Mix MT
m 12-14 Wochen Weiler Neuseelander Mix MT
m 12-14 Wochen Weiller Neuseeldnder Mix MT
w 6-12 Monate Weiler Neuseelander MT
m 12-14 Wochen Weiler Neuseeldnder Mix MT
w 6-7 Monate Zika MT
w 6-12 Monate Heller GroRsilber MT
w 6-12 Monate Deutscher Riesenschecke MT
w 6-12 Monate Deutscher Riesenschecke MT
mk 4.5 Jahre Angora-Mix HT3
w 1,5 Jahre Deutscher Riesenschecke HT
mk 1,5 Jahre Deutscher Riesenschecke HT
w 1 Jahr Zwergkaninchen HT
w 1 Jahr Zwergkaninchen HT
w 4.5 Jahre Angora-Mix HT
m adult Weiler Neuseelander HT
m adult Weiler Neuseelander HT
mk 7 Jahre Zwergkaninchen HT
wk 7 Jahre Zwergkaninchen HT
w 6-7 Monate Zika MT
w 6-7 Monate Zika MT
w 6-7 Monate Zika MT
w 6-7 Monate Zika MT
w 6-7 Monate Zika MT
w 6-7 Monate Zika MT
m 6-7 Monate Zika MT
w adult Deutscher Riesenschecke MT
w adult Havanna MT
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Kaninchen Geschlecht! Haltung

40 Deutscher Riesenschecke

41 w adult Deutscher Riesenschecke MT

42 w adult Deutscher GroRsilber schwarz MT

43 w adult Deutscher Riesenschecke MT

44 w adult Heller GroRsilber MT

Tabelle 3.1: Aufstellung aller untersuchten Kaninchen

'Geschlecht: w = weiblich; m = mannlich; wk = weiblich kastriert; mk = mannlich kastriert

2Zika ist die Abkurzung fur Zimmermann-Kaninchen. Dies sind Masthybriden, die sich aus der Kombinationskreuzung von
+WeilRen

Neuseelandern® mit anderen Rassen entwickelten.

3HT = Heimtier

3.2 Konventionelle lichtmikroskopische Farbungen

Fur die lichtmikroskopischen Farbemethoden wurden zehn Blutausstriche von zehn verschiedenen

Tieren herangezogen.

3.2.1 Diff-Quick-Férbung

Bei der Diff-Quick-Farbung handelt es sich um eine Schnellfarbung vom Romanowsky-Typ. Zu den
Farbungen vom Romanowsky-Typ zdhlen hamatologische Farbungen wie Giemsa, Pappenheim oder
auch Schnellfarbungen wie der Diff-Quick (Mischke, 2005). Die Farbelésungen sind
Kombinationspakete, die von verschiedenen Firmen erhaltlich sind. Die hier verwendete Kombination
von Farbelésungen von MERCK (Darmstadt) besteht aus der Fixierlésung, Eosin-Lésung und

Hamalaun-Lésung. Die Farbung wurde nach folgendem Protokoll angefertigt:

1. Objekttrager in Fixierldsung tauchen
Nach Abtropfen Objekttrager fir ca. 5 Sekunden in Eosin-Lésung tauchen
Danach fiir ca. 5 Sekunden eintauchen in Hamalaun-Lésung

Waschen in Ag. dem.

o > w Db

Trocknen des Objekttragers
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In der Diff-Quick-Férbung stellen sich die Zellkerne der Granulozyten dunkelblau dar. Die Granula der
eosinophilen Granulozyten zeigen sich rot bis orange, die der basophilen Granulozyten dunkellila bis
schwarz und die der neutrophilen Granulozyten hellrosa. Die Zellkerne der Monozyten sind violett und

ihr Zytoplasma hellblau. Die Thrombozyten farben sich violett bis lila.

3.2.2 Giemsa-Farbung

Die Farbeldsung enthalt die Farbstoffe Eosin, Methylenblau, Azur A und Azur B, welche in Methanol
geldst sind und denen Glycerin als Stabilisator zugesetzt wurde. Bei der Farbung bilden die basischen
Farbstoffe Salze mit Eosin, sodass Azur-A-Eosinat, Azur-B-Eosinat und Methylenblau-Eosinat

entstehen. Die Eosinate sind schlussendlich fir die typische, rot-violette Anfarbung des Chromatins im

Zellkern verantwortlich. Es wurden zwei verschiedene Protokolle angewendet:

Verfahren |: Giemsa 1:11 Verfahren II: Giemsa 1:20
(nach Osbaldiston et al.) (nach Mulisch und Welsch)
1. Fixieren der Ausstriche fir 5 Minuten in Methanol (MERCK, Darmstadt) und anschlieRende Lufttrocknung
2. Herstellen der Giemsa-Gebrauchslésung durch | Herstellen einer Giemsa-Gebrauchslésung durch Mischen

Mischen von 20 ml Giemsa-Stammldsung (MERCK, [ von 5 ml Giemsa-Stammldsung (MERCK, Darmstadt) mit 95

Darmstadt) mit 200 ml Ag. dem. ml Ag. dem.
3. Blutausstriche ca. 30 Minuten in der verdiinnten Giemsa-Ldsung anfarben
4. Spulen mit Aq. dem. und anschlielend trocknen lassen.

5. Eindecken mit Eukitt® quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH, Steinheim).

Tabelle 3.2: Methoden der Giemsa-Farbung

In der Giemsa-Farbung 1:11 sind die Zellkerne der Leukozyten rétlich-violett. Neutrophile
Granulozyten zeigen sowohl hellrote als auch rétlich-schwarze Granula im blassrosa Zytoplasma. Die
eosinophilen Granulozyten hingegen haben leuchtend rote Granula in einem blassrosa Zytoplasma.
Basophile Granula farben sich nicht oder nur vereinzelt an. Eine Beurteilung der Erythrozyten,
Monozyten und Lymphozyten erfolgte bei Osbaldiston et al. (1978b) nicht (Osbaldiston und Sullivan,
1978b).

In der Giemsa-Farbung 1:20 stellen sich die Zellkerne der Leukozyten und der Erythrozytenvorstufen
rotlich-violett dar. Das Zytoplasma der Erythrozyten ist rétlich, der Lymphozyten blau und der
Monozyten grau-blau. Die Thrombozyten zeigen sich blau-violett. Die neutrophilen Granula sind hell-
violett bzw. rétlich, die eosinophilen Granula rot bis rétlich-braun und die basophilen Granula kraftig

dunkelviolett (Mulisch und Welsch, 2010).
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3.2.3 Farbung nach May-Griinwald

Die May-Griinwald-Lésung enthalt die Farbstoffe Eosin und Methylenblau, aus denen Methyleneosinat
entsteht, da Methylenblau in der Farbstofflésung mit Eosin ein Salz bildet. Zur Herstellung der im
Handel erhaltlichen Farbstofflosungen wird Methanol verwendet. Zur Farbung wird die Ldsung
unverdinnt eingesetzt, die zumeist auf den waagrecht liegenden Objekttrager aufgetropft wird

(Mulisch und Welsch, 2010). Das folgende Protokoll wurde angewendet:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche

2. Bedecken der Ausstriche fir mit ca. 30 Tropfen unverdinnter May-Grinwald-Lésung
(MERCK, Darmstadt) und 3 Min. inkubieren

Zusatz der gleichen Menge an Ag. dem. und 10 Minuten inkubieren

Kurz waschen in Ag. dem.

Abtropfen und Lufttrocknen lassen

o o W

Eindecken mit Eukitt® quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

In der May-Grinwald-Farbung sind die Zellkerne blau-violett, die eosinophilen Granula der
eosinophilen Granulozyten ziegelrot, wohingegen sich basophile Granula kraftig blauviolett darstellen.
Die Granula der neutrophilen Granulozyten sind hell-violett. Thrombozyten sind violett, die
Erythrozyten rétlich. Das Zytoplasma der Lymphozyten ist blau, das der Monozyten taubenblau

(Mulisch und Welsch, 2010).

3.2.4 Panoptische Farbung nach Pappenheim

Die panoptische Farbung nach Pappenheim ist eine Kombination der May-Griinwald- und Giemsa-
Farbung.

Es wurde nach folgendem Protokoll vorgegangen:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche

2. Bedecken der Ausstriche mit 30 Tropfen unverdiinnter May-Griinwald Eosin-Methylenblau-
Lésung (MERCK, Darmstadt) fir 3 Min.

3. Hinzuftugen der gleichen Menge Aqua dest. und 1 Minute féarben

4. Abgiellen der Farbeldsung
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5. Herstellen einer verdiinnten Giemsa-L&sung durch Aufgieen von 20 ml Giemsa Azur-Eosin-
Methylenblau-Lésung (MERCK, Darmstadt) in 200 ml Ag. dem.

Fir 15-20 Minuten in die verdiinnte Giemsa-L&sung einstellen

Abspllen mit Aq. dem.

Abtropfen und Lufttrocknen lassen

© ® N o

Eindecken mit Eukitt® quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

In der panoptischen Farbung nach Pappenheim zeigen die Zellkerne eine rétlich-violette, das
Zytoplasma der lymphatischen Zellen und Monozyten eine hellblaue bzw. graublaue Farbung. In
Monozyten und Lymphozyten vorhandene Azurkdérnchen kénnen sich purpurrot zeigen, in den Zellen
der myeloischen Reihe violett. Die Granula der neutrophilen Granulozyten stellen sich hellviolett, die
der eosinophilen Granulozyten ziegelrot bis orange und die der basophilen Granulozyten dunkelviolett
dar (Mulisch und Welsch, 2010). Erythrozyten sind rosafarben. Polychrome Erythroblasten zeigen sich
Uberwiegend bldulich. Die basophile Tupfelung der Erythrozyten ist stark kobaltblau und die Howell-

Jolly-Korperchen sind rotviolett (Romeis, 1989).

3.2.5 H.E.-Farbung

Die H.E.-Farbung ist eine Doppelfarbung mit Hadmalaun und Eosin. Folgendes Protokoll wurde

angewendet:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche

Fixation fir 5 Min. in Methanol, danach Lufttrocknung
Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer fir 20 Min.
Abspiilen mit Aqua dest.

Spilen in flieRendem Leitungswasser (,Blauen®) fir 20 Min.
Gegenfarben mit Eosin fiir 10 Min.

Abspiilen mit Ag. dem.

© N o g~ w0 b

Lufttrocknen und Eindecken mit Eukitt® quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH,

Steinheim)

Bei dieser Farbung stellen sich basophile Strukturen blau-violett und eosinophile Strukturen rétlich-

orange dar (Mulisch und Welsch, 2070). Beim Kaninchen kann die Farbung zur gezielten
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Differenzierung der eosinophilen Granulozyten herangezogen werden, da es bei neutrophilen und

basophilen Granulozyten zu einer Degranulation kommt (Shankiin et al., 1977).

3.2.6 Farbung der eosinophilen Granulozyten mit Sirius Red

Die Farbung mit Sirius Red dient der gezielten Darstellung eosinophiler Granulozyten im Blut und

Gewebe (Wehrend et al., 2004).

Reagenzien:
1) Methanol (MERCK, Darmstadt)

2) Saures Hadmalaun nach Mayer
3) Sirius Red — Farbeldsung
4) Eukitt® quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

Durchfliihrung der Farbung:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche

2. Fixation in Methanol 10 Min.
3. Einstellen in saures Hamalaun nach Mayer 10 Min.
4. Spdlen in flieRendem Leitungswasser (,Blauen®) 15 Min.
5. Einstellen in Sirius Red - Farbeldsung 60 Min.
6. Kurze Spililung mit Aqua dest.

7. Lufttrocknen

8. Eindecken mit Eukitt®

Die eosinophilen Granula zeigen eine leuchtend rote Anfarbung (Wehrend et al., 2004).

3.2.7 Toluidinblaufarbung der basophilen Granulozyten nach Undritz

Durch diese Farbung koénnen Blut- und Gewebsbasophile aufgrund der charakteristischen,
metachromatischen Granulation dargestellt werden. Sie entsteht durch die im Heparin veresterte

anorganische Schwefelsadure (Freund, 2008).
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Reagenzien:

a) Toluidinblau-Farbelésung

b) Eukitt® quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

Durchfliihrung der Farbung:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche

2. Blutausstriche mit der Farbelésung bedecken und 5 Minuten inkubieren
3. AbgieRen der Farbeldsung und spilen mit Ag. dem.

4. Lufttrocknen der Blutausstriche

5. Eindecken mit Eukitt®

Die Granula der basophilen Granulozyten zeigen aufgrund der Metachromasie eine leuchtend
rotviolette Farbung. Andere Zellen sind graublau. Die Granulation bei neutrophilen Granulozyten und
Thrombozyten kann aufgrund toxischer Ereignisse eine Metachromasie aufweisen, die von der der

basophilen Granulozyten unterschieden werden kann (Sfobbe, 1970).

3.2.8 Periodic-acid-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

Bei der PAS-Reaktion werden unsubstituierte 1,2-Glykole durch die Perjodsaure zu Aldehyden
oxidiert, die mit dem Schiff-Reagenz interagieren und Fuchsin freisetzen, sodass eine leuchtend rote
bis magentafarbene Verbindung entsteht (Mulisch und Welsch, 2010). Somit dient die PAS-Reaktion
zum Nachweis von Polysacchariden (Glykogen, Starke, Zellulose), neutralen Mukopolysacchariden,
Muko- und Glykoproteinen, Glykolipiden, ungeséttigten Fetten und Phospholipiden. Eine weitere
Differenzierung der verschiedenen Gruppen kann nur anhand von Blockierungsreaktionen erfolgen

(Romeis, 1989).

Reagenzien:
a) Formaldehyd 37 % (MERCK, Darmstadt)
b) Saures Hamalaun nach Mayer
c) 1 ml SO2-Wasser
d) 200 ml 0,5 %ige wassrige Perjodsaurelésung
e) Schiffs-Reagenz (MERCK, Darmstadt)
f)  Eukitt® quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
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Durchfliihrung der Farbung:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche

2. Fixation in Formoldampf 5 Min.
3. Spilen mit Leitungswasser
4. Einstellen in Perjodsaurelésung unter Lichtabschluss 10 Min.
5. Spilen mit Leitungswasser
6. Einstellen in Schiffs-Reagenz unter Lichtabschluss 30 Min.
7. Spulen in SO2-Wasser 4 Min.
8. Spulen mit Leitungswasser
9. Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer 5 Min.
10. Spulen in flieRendem Leitungswasser (,Blauen®) 5 Min.

11. Lufttrocknen

12. Eindecken mit Eukitt®

PAS-positive Substanzen in der Zelle stellen sich leuchtend rot, magenta, pink oder hellviolett dar
(Mulisch und Welsch, 2010), wohingegen die Zellkerne durch die Kernfarbung mit saurem Hamalaun

blau sind (Hennemann et al., 19917).

3.2.9 Alcianblaufarbung zum Nachweis saurer und sulfatierter Mukosubstanzen

Alcianblau 8 GX ist ein wasserléslicher Phthalocyaninfarbstoff. Alle sauren Muzine und andere
Makromolekiile sind negativ geladen, sodass sie den kationischen Farbstoff Alcianblau 8GX binden.
Bei einem pH-Wert von 2,5 kommt es zum Nachweis saurer Mukosubstanzen wie saurer Muzine und
Glykosaminoglykane. Durch einen pH-Wert von 1 wird die Dissoziation der Carboxylgruppen
unterdriickt, sodass nur noch Sulfatgruppen negativ sind und es zur Anfarbung stark sulfatierter
Mukosubstanzen und Glykosaminoglykane kommt. Dabei farben sich die sauren und sulfatierten
Mukosubstanzen tlrkis-blau an, wohingegen die Zellkerne durch eine Gegenfarbung mit Kernechtrot

hellrot erscheinen (Mulisch und Welsch, 2010).

Reagenzien fir Alcianblaufarbung pH 2,5 und pH 1:

1) Methanol (MERCK, Darmstadt)
2) Alcianblau-Farbelésung pH 2,5 / Alcianblau-Farbelésung pH 1
3) Kernechtrotlésung

4) Eukitt® quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
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Durchfliihrung der Farbung:

1.

Lufttrocknen der Blutausstriche

Kurze Spilung mit Aqua dest.

Lufttrocknen

2. Fixation in Methanol 10 Min.
3. Einstellen in Alcianblau-Farbelésung pH 2,5 oder pH 1 5 Min.
4. Spilen in flieBRendem Leitungswasser 3 Min.
5. Kurze Spiilung mit Aqua dest.

6. Einstellen in Kernechtrot-Losung 10 Min.
7. Spulen in flieBendem Leitungswasser 3 Min.
8

9

10. Eindecken mit Eukitt®
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3.3 Elektronenmikroskopie

Die Elektronenmikroskopie dient der Darstellung der Feinstruktur von Zellen. Hierfir verwendete ich
Blutproben von insgesamt 10 Kaninchen. Diese wurden zunachst 15 Min. lang in den EDTA-
Probenréhrchen bei 2000 U/Min. zentrifugiert. Anschliefend wurde das geronnene und zentrifugierte
Blut in Pellets von 1 ym geschnitten. Nach dem Abpipettieren des Uberstehenden Plasmas wurde, um
die Feinstruktur der Blutzellen zu erhalten, eine chemische Fixation mit Karnovsky-Gebrauchslésung
vorgenommen. Ein dem Plasmaiiberstand entsprechendes Volumen der Karnovsky-Gebrauchslésung
wurde daflir auf den Zytoplasmasaum aufgetragen. Dies wurde Uber Nacht bei 4°C im Kihlschrank
inkubiert. Am nachsten Morgen erfolgte eine Spulung mit mehrfach gewechseltem 0,1-molaren
Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) dreimal fiir je 60 Min. bei 4°C. Dies dient zum einen der Entfernung
von Blutresten, zum anderen dazu, eine Interaktion zwischen den Resten der Fixanzien mit den
Lésungsmitteln zu verhindern.

Im Anschluss erfolgte eine Vorkontrastierung mit 1 %igem Osmiumtetroxid und 1,5 %igem
Kaliumferrocyanid in 0,1-molarem Natriumcacodylatpuffer. Die Proben wurden daraufhin 2 Stunden
bei 4°C im Kuhlschrank osmiert. Nach Ende der Inkubationszeit wurden die Proben abermals bei 4°C
dreimal fir je 20 Minuten in 0,1-molarem Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) gewaschen. AnschlieRend
wurde eine Entwasserung Uber eine aufsteigende Alkoholreihe durchgefiihrt. Fir je 30 Min. wurden
die Proben mit 30 %- und 50 %igem Alkohol, fur 20 Min. mit 70 %- und 90 %igem Alkohol und einmal
fir 30 Min. in Ethanol absolut (MERCK, Darmstadt) gespiilt. Danach wurden die Proben zweimal fir
15 Min. in Propylenoxid gegeben, das zu einer Reduktion von Polymerisationsartefakten fihrt. Wichtig
hierbei ist, dass die Inkubationszeiten fir die Entwasserung und die Propylenoxideinwirkung strikt
eingehalten werden, um eine Extraktion von Zellbestandteilen zu verhindern und eine gute
Polymerisation zu erhalten. Im Anschluss wurden die Proben fiir eine Stunde in einem Propylenoxid-
Polyembed-Gemisch in einem Verhéltnis von 1:2 inkubiert. Uber Nacht wurden die Proben dann in
einem Propylenoxid-Polyembed-Gemisch von 1:1 bei 4°C polymerisiert. Am nachsten Morgen wurde
erneut Polyembed fir eine Stunde zugegeben und die Proben in Silikonformen gegossen, die man
max. 36 Stunden bei 60°C polymerisieren lasst. Danach wurden die Proben fiir die Semidinnschnitte
abhéngig von der Zellmenge der Probe ausgewahlt, mit einem Ultramikrotom (Ultracut E, REICHERT-
JUNG, Wien) von 1 um dick geschnitten und nach Richardson (1983) angefarbt (Richardson et al.,
7983). Die Ultradinnschnitte mit einer Dicke von 40-60 nm wurden von weiteren Proben angefertigt.
Sie wurden auf Grids hexagonal Copper 150 Mesh (POLYSCIENCES, Warrington) aufgezogen und
mit gesattigtem Uranylacetat und Bleicitrat nach Reynolds (1963) nachkontrastiert (Reynolds, 1963).
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Dabei dient das Uranylacetat, von dem 80-100 pl auf den Grid fir 20 Min. aufgetragen wurden, der
Kontrastierung von Membranen, vor allem dem Kernchromatin. Das Bleicitrat nach Reynolds (1963)
hingegen dient zur Kontrastierung von Ribosomen und Zytoplasmasubstanzen (Reynolds, 1963). Es

wurden 80-100 ul auf den Grid getropft und dieser fiir 5 Min. nachkontrastiert.
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3.4 Enzymhistochemie

Insgesamt wurden sieben verschiedene Enzymfarbungen durchgefiihrt. Das Ausgangsmaterial waren
frische, native Blutausstriche. Dabei wurde kein Antikoagulanz verwendet, da das Blut direkt auf einen
Objekttrager getropft und auf weitere Objekitrager Ubertragen wurde. Die luftgetrockneten

Blutausstriche waren maximal 2 Tage alt.

3.4.1 Nachweis der Peroxidase

Der Nachweis der Peroxidase erfolgte bei insgesamt 12 Tieren. Die Peroxidase ist eine lysosomale
Katalase, die Wasserstoff von einem Donor, in diesem Fall dem 4-Chlor-1-naphthol, auf ein Peroxid
Ubertragt. Im Zuge dessen kommt es zur Oxidation von 4-Chlor-1-naphthol, das in einen unléslichen,

schwarzbraunen Farbstoff umgewandelt wird.

Reagenzien:
a) LEUCOGNOST®-Fixiergemisch (MERCK, Darmstadt)
b) LEUCOGNOST® POX Reagenziensatz (MERCK, Darmstadt):
Reagenz 1: 4-Chlor-1-naphthol
Reagenz 2: Tris(hydroxymethyl-aminomethan)-HCI-Puffer
Reagenz 3: Wasserstoffperoxid-Losung
c) Saures Hamalaun nach Mayer

d) Aquatex® (MERCK, Darmstadt)

Herstellung der Féarbeldsung:

Die Farbelésung wurde anhand des von MERCK, Darmstadt vorgegebenen Protokolls hergestellt.

Die Farbeldsung ist farblos und maximal 3 Stunden stabil.

Durchfliihrung der Farbung:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche Mind. 30 Min.
2. Fixierung mit LEUCOGNOST®-Fixiergemisch 1 Min.

3. Spilen mit flieRendem Leitungswasser 10 Sek.

4. Einstellen in frisch bereitete Farbel6sung 10 Min.

5. Abspilen mit Aqua dest. 10 Sek.
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6. Lufttrocknen

7. Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer 2 Min.
8. Spulen in flieBendem Leitungswasser (,Blauen®) 3-5 Min.
9. Lufttrocknen

10. Eindecken mit Aquatex®

Alle Zellen der neutrophilen und insbesondere der eosinophilen Reifungsreihe ab den Promyelozyten
besitzen schwarz-braun gefarbte Granula. Monozyten zeigen eine schwachere positive Reaktion als
die neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. Basophile Granulozyten sowie alle Zellen der

lymphatischen und erythropoetischen Reihe sind Peroxidase-negativ.

3.4.2 Nachweis der alkalischen Phosphatase

Der Nachweis der alkalischen Phosphatase erfolgte bei insgesamt 12 Tieren. Die alkalische
Phosphatase katalysiert die Hydrolyse von Phosphatestern unter alkalischen Bedingungen. Dabei
wird 1-Naphthol, das aus 1-Naphthylphosphat freigesetzt wird, mit einem Diazoniumsalz gekoppelt,

das an Stellen der Enzymreaktivitat prazipitiert.

Reagenzien:

a) LEUCOGNOST® Fixiergemisch (MERCK, Darmstadt)

b) LEUCOGNOST® ALPA Reagenziensatz (MERCK, Darmstadt):
Reagenz 1: Tris(hydroxymethyl)-aminomethan
Reagenz 2: 1-Naphthylphosphat-Natriumsalz
Reagenz 3: Variamin-Blausalz B

c) Saures Hamalaun nach Mayer

d) Aquatex® (MERCK, Darmstadt)

Herstellung der Farbelbsung:

Die Farbelésung wurde anhand des von MERCK, Darmstadt vorgegebenen Protokolls hergestellt.

Die Farbelésung ist maximal 1,5 Stunden stabil.

Durchfliihrung der Farbung:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche Mind. 30 Min.
2. Fixieren mit LEUCOGNOST®-Fixiergemisch 1-3 Min.
3. Abspllen mit Aqua dest. 1 Min.
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4. Lufttrocknen

5. Einstellen in frisch bereitete Farbelésung 10-15 Min.
6. Absptlen mit Aqua dest. 10 Sek.

7. Lufttrocknen

8. Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer 5 Min.

9. Spilen in flieBendem Leitungswasser (,Blauen®) 3 Min.

10. Lufttrocknen

11. Eindecken mit Aquatex®

An Stellen der Enzymaktivitat zeigt sich ein braunes Reaktionsprodukt.

3.4.3 Nachweis der sauren Phosphatase

Der Nachweis der sauren Phosphatase erfolgte bei insgesamt 12 Tieren. Die saure Phosphatase
katalysiert die Hydrolyse von Phosphatestern unter sauren Bedingungen. In diesem Fall wird aus
Naphthol AS-OL Phosphorsaure Naphthol-AS Bi freigesetzt und mit einem Diazoniumsalz, dem

Pararosanilin, zu einem rot-braunen Azofarbstoff umgesetzt, der in der Zelle prazipitiert.

Reagenzien:

a) LEUCOGNOST® Fixiergemisch (MERCK, Darmstadt)

b) LEUCOGNOST® SP Reagenziensatz (MERCK, Darmstadt):
Reagenz 1: Naphthol AS-OL Phosphorsaure

Reagenz 2: Natriumacetat

Reagenz 3: Pararosanilin-HCI-Lésung (2N)

Reagenz 4: Nitritldsung

c) Saures Hamalaun nach Mayer

d) Aquatex® (MERCK, Darmstadt)

Herstellung der Féarbeldsung:

Die Farbelésung wurde anhand des von MERCK, Darmstadt vorgegebenen Protokolls hergestellt.
Die Farbeldsung ist maximal 3,5 Stunden stabil. Die Farbung sollte somit spatestens 15 Minuten nach

Herstellung erfolgen.

91



3.4 ENZYMHISTOCHEMIE

Durchfliihrung der Farbung:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche Mind. 30 Min.
2. Fixieren mit LEUCOGNOST®-Fixiergemisch 1-3 Min.

3. Abspulen mit Aqua dest. 1 Min.

4. Einstellen in frisch bereitete Farbel6sung 2-3 Std.

Inkubation im Dunkeln

5. Abspllen mit Aqua dest. 10 Sek.
6. Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer 15 Min.
7. Spilen in flieBendem Leitungswasser (,Blauen®) 2 Min.
8. Lufttrocknen

9. Eindecken mit Aquatex®

Das Reaktionsprodukt zeigt sich als rotbrauner Niederschlag in der Zelle. Die Zellkerne farben sich

blau an.

3.4.4 Nachweis der Naphthol-AS-Acetat-Esterase nach Léffler (1961)

Der Nachweis der Naphthol-AS-Acetat-Esterase erfolgte bei insgesamt 12 Tieren.

Reagenzien:
a) Formaldehyd 37 % (ROTH, Karlsruhe)
b) 8 mg Naphthol-AS-Acetat (0,1 mg/ml Inkubationslésung) (APPLICHEM, Darmstadt)
c) 1 mlAceton (MERCK, Darmstadt)
d) 80 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 7)
e) 160 mg Fast Blue BB Salt hemi (zinc chloride salt) (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
f) Saures Hamalaun nach Mayer
g) Aquatex® (MERCK, Darmstadt)
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Herstellung der Inkubationslésung:

8 mg Naphthol-
160 mg

AS-Acetat 1 ml Aceton @
\ / / rastBlue

Unter starkem
Schitteln 80 ml
0,1 M

Phosphatpuffer

0

In Kivette filtrieren

Zz m w O r

Abbildung 3.1: Herstellung der Farbelésung zum Nachweis der Naphthol-AS-Acetat-Esterase

Durchflihrung der Farbung:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche 1-3 Std.
2. Fixation in Formoldampf 5 Min.
3. Einstellen in frisch bereitete Farbeldsung 70 Min.
4. Abspilen mit Aqua dest.

5. Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer 8 Min.
6. Spulen in flieBendem Leitungswasser (,Blauen®) 15 Min.
7. Lufttrocknen

8. Eindecken mit Aquatex®

Am Ort der Enzymaktivitat bildet sich bei Verwendung von Fast Blue BB ein blauer, feingranulérer

Niederschlag. Die Zellkerne sind auch blau gefarbt (Stobbe, 7970).

3.4.5 Nachweis der a-Naphthyl-Acetat-Esterase nach Léffler (1961)

Der Nachweis der a—Naphthyl-Acetat-Esterase erfolgte bei 12 Tieren bei einem pH-Wert von 8.
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Reagenzien:
a) Formaldehyd 37 % (ROTH, Karlsruhe)
b) 10 mg 2-Naphthyl-Acetat (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
c) 0,2 ml absolut reines Aceton (MERCK, Darmstadt)
d) 40 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 8)
e) 50 mg Fast Blue BB Salt hemi (zinc chloride salt) (2 mg/ml) (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
f) Saures Hamalaun nach Mayer
g) Aquatex® (MERCK, Darmstadt)

Herstellung der Inkubationslésung:

10 mg 0,2 mil
a—Naphthyl- Aceton
Acetat 40ml 0,1 M

Phosphatpuffer

Kraftig rihren bis

Tribung

verschwindet

¢ 50 mg Fast

Blue BB Salt
@ Schiitteln
@ > In Kivette filtrieren

Abbildung 3.2: Herstellung der Férbelésung zum Nachweis der -eNaphthyl-Acetat-Esterase

Durchfliihrung der Farbung (Sfobbe, 1970):

1. Lufttrocknen der Blutausstriche 1-3 Std.
2. Fixation in Formoldampf 4 Min.
3. Einstellen in frisch bereitete Farbelésung 30 Min.
4. Grundlich abspilen mit flieBendem Leitungswasser

5. Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer 8 Min.
6. Spilen in flieBendem Leitungswasser (,Blauen®) 15 Min.
7. Lufttrocknen

8. Eindecken mit Aquatex®
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3.4.6 Nachweis der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase modifiziert nach

Moloney et al. (1960)

Der Nachweis der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase erfolgte nach folgendem Schema:

Anzahl der Tiere pH-Wert Puffer Kernférbung
6 6,5 PBS Saures Hadmalaun nach Mayer
12 7.4 Michaelis-Barbital-Natrium-Puffer Saures Hamalaun nach Mayer

55 PBS Kernechtrot

6,5 PBS Kernechtrot

7,4 PBS Kernechtrot

Tabelle 3.3: Ubersicht iber die Methoden zum Nachweis der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase

Reagenzien:

a) 10%iges Methanol-Formol:

b) 40 mg Naphthol AS-D Chloracetat (APPLICHEM, Darmstadt)

c) 4 ml Aceton (MERCK, Darmstadt)

d) 50 ml Michaelis-Barbital-Natrium-Puffer (pH 7,4)

e) Oder 50 ml 0,1 M Phosphatpuffer (pH 5,5; pH 6,5; pH 7,4) fir Variante

f) 50 ml Aqua Milli Q

g) 100 mg Fast Blue BB Salt hemi (zinc chloride salt) (1 mg/ml) (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
h) Saures Hamalaun nach Mayer oder Kernechtrotlésung

i) Aquatex® (MERCK, Darmstadt)

Herstellung der Féarbelésung:

Zunachst werden 40 mg Naphthol AS-D Chloracetat in 4 ml Aceton gelést und tropfenweise der
Pufferlésung (Michaelis-Barbital-Natrium-Puffer oder PBS-Puffer) hinzugefiigt. Daraufhin werden 100
mg Fast Blue BB Salt hemi (zinc chloride salt) in der Pufferldsung geldst, die anschlieend in eine

kleine Kiivette filtriert wird.

Durchflihrung der Farbung:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche 1-3 Std.
2. Fixation in kaltem (4°C) Methanol-Formol (10%) 30 Sek.
3. Einstellen in frisch bereitete Farbeldsung 30 Min.
4. Abspilen mit Aqua dest.

5. Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer 8 Min.
6. Spiulen in flieBendem Leitungswasser (,Blauen®) 15 Min.
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ODER:

5. Kernfarbung mit Kernechtrot 10 Min.
6. Spulen in flieBendem Leitungswasser 3 Min.
7. Lufttrocknen

8. Eindecken mit Aquatex®

An Stellen der Reaktivitdt der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase zeigt sich eine blaue Reaktion. Die

Zellkerne farben sich je nach Kernfarbung blau oder rot an.

3.4.7 Nachweis der B-Glucuronidase modifiziert nach Lojda et al. (1979)

Der Nachweis der B-Glucuronidase erfolgte bei insgesamt 12 Tieren.

Reagenzien:
a) 4 mg Naphthol AS-BI 3-D-Glucuronid (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
b) 0,25 ml N,N-Dimethylformamid (MERCK, Darmstadt)
c) 19 ml 0,2 M Natriumacetatldésung
d) 1 ml Hexazonium-p-Rosanilin-Lésung
e) Saures Hamalaun nach Mayer
f) Aquatex® (MERCK, Darmstadt)

Herstellung der Farbelbsung:

Es werden 19 ml der 0,2 M Natriumacetatiésung und 1 ml der Hexazonium-p-Rosanilin-Lésung
gemischt und auf einen pH-Wert von 5 eingestellt. Anschliefend wird das in N,N-Dimethylformamid
geldoste Naphthol AS-Bl B-D-Glucuronid der Inkubationslésung beigefiigt, gemischt und in einen

kleinen Erlenmeyerkolben filtriert.

Durchflihrung der Farbung:

Lufttrocknen der Blutausstriche Mind. 30 Min.

Betropfen der Blutausstriche mit der Farbelésung

Inkubation in der Feuchtkammer bei 37°C 3 Std.

Abspllen mit Aqua dest.

Kernfarbung mit saurem Hamalaun nach Mayer 8 Min.
Spllen in flieBendem Leitungswasser (,Blauen®) 15 Min.
Lufttrocknen

Eindecken mit Aquatex®
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Stellen der Enzymaktivitat farben sich rot an. Die Zellkerne zeigen eine Blaufarbung (Lojda et al,

1979).

97



3.5 GLYKOHISTOCHEMIE

3.5 Glykohistochemie

3.5.1

FITC markierte Lektine

Es wurden insgesamt 14 an FITC gekoppelte pflanzliche Lektine (VECTOR, Burlingame) verwendet,

wobei jeweils 14 mit Methanol fixierte und je 3 nicht mit Methanol fixierte Blutausstriche vom

Kaninchen auf die Bindungsfahigkeit des Lektins untersucht wurden. Die entsprechenden Lektine

werden in der folgenden Tabelle mit ihrer Zuckerspezifitat aufgelistet.

10

11

12

13

14

Concanavalin

Herkunft

Canavalis ensiformis

Spezifitat fir

Monosaccharide

Potente Oligosaccharide

» ConA Man, Glc GlcNAcB2Mana6(GlcNAcB2Mana3)ManB4GIcNAc
Agglutinin (Schwertbohne)
Lens culinaris Lens culinaris N-Glykan-Bindung durch Core-Fucosylierung
LCA Man, Glc
Agglutinin (Speiselinse) verstarkt
Pisum sativum Pisum sativum Bindung an N-Glykane durch Core-Fucosylierung
PSA Man, Glc
Agglutinin (Erbse) verstarkt
n Arachis hypogea
Peanut Agglutinin PNA Gal GalB3GalNAca/
(Erdnuss)
Ricinus communis Ricinus communis
n RCA Gal GalB4GIcNACB1R
Agglutinin (Kastorbohne)
(GIcNACcB4)n, (ManB4)GIcNAcB4GIcNAc(1,N-Asn);
Wheat germ Triticum vulgare o . . .
. WGA . GlcNAc/NeuSAc | Geclusterte sialysierte Tn/Tn-Antigene in Muzinen;
Agglutinin (Weizen)
O-GlIcNAcetylierung von Proteinen
Wheat germ
Triticum vulgare (GlcNACc)2,
Agglutinin WGAs a
o (Weizen) NeuNAc
succinyliert
Griffonia simplicifolia
Griffonia simplicifolia
GSL-1 (Afrikan. GalNAc GalNAca3Gal; GalNAca3GalNAcB3Gala4GalB4Glc
Agglutinin
Schwarzbohne)
Dolichos biflorus Dolichos biflorus GalNAca3GalNAca3GalB4GalB4Glc
DBA GalNAc
Agglutinin (Afrikan. Pferdebohne) > A-Tetrasaccharide
Sophora japonica Saphora japonica
o SJA . GalNAc GalNAcB6Gal; GalpGalNAc
Agglutinin (Chin. Schnurbaum)
Glycine max GalNAca3Gal(B6Gilc),
Soybean Agglutinin SBA . Gal; GalNAc L . .
(Sojabohne) Sialidase-vorbehandelte submaxillare Muzine
Ulex europaeus Ulex europaeus
e UEA-1 . Fuc Fuca2GalB4GIcNACBER
Agglutinin (Stechginster)
Mit 1->4 Bindung an zentrale Mannose von
Phaseolus vulgaris PHA.E Phaseolus vulgaris ) komplexen N-Glykanen verkniipfte GlucNAc;
Agglutinin Erythro (Gartenbohne) GalB4GIcNAcB2Mana6(GIcNAcR2-
Mana3)(GIcNAcB4)ManB4GIcNAc
Phaseolus vulgaris PHAL Phaseolus vulgaris . ,Tetraantennary” und ,triantennary” N-Glykane mit

Agglutinin Leuco

(Gartenbohne)

36-Verzweigung

Tabelle 3.4: Ubersicht Giber die in der Arbeit verwendeten direkt FITC-markierten Pflanzenlektine (modifiziert nach Ridiger,

Gabius und Habermann (Rddiger und Gabius, 2009b,; Gabius et al., 2011; Habermann et al., 2011))
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Man = Mannose; Glc = Glukose; Gal = Galaktose; GlcNAc = N-Acetyl-Glukosamin; NeuNAc = N-Acetyl-Neuraminsaure ;
GalNAc= N-Acetyl-Galaktosamin; Fuc = Fukose.
aSuccinylierung von WGA (WGAs) reduziert die Sensitivitdt der Bindung an Neuraminidase in Zellen (Monsigny et al., 1980).

bKeine Spezifitat fir Monosaccharide bekannt.

Die vierzehn Blutausstriche wurden zunachst in Methanol (MERCK, Darmstadt) 10 Minuten fixiert. Je
drei zusatzliche Blutausstriche wurden nicht mit Methanol fixiert, bevor sie dreimal fiir je 5 Minuten in
PBS-Puffer (pH 7,4) gewaschen wurden. Pro Blutausstrich wurden 100 pl des in PBS-Puffer geldsten
und an FITC-gekoppelten Lektins in einer Konzentration von 10 pg/ml aufpipettiert. Im Anschluss
wurden die Blutausstriche zum Schutz vor Austrocknung in einer Feuchtkammer 1 Stunde lang
inkubiert. Diese wurde aufgrund der Lichtempfindlichkeit des Fluoreszenzfarbstoffes mit
Aluminiumfolie abgedunkelt. Nach Ablauf der Inkubationszeit erfolgte eine erneute dreimalige Spulung
fur je 8 Minuten in PBS-Puffer. Um die Zellkerne im Fluoreszenzmikroskop identifizieren zu kénnen,
wurden die Blutausstriche mit dem VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI
(VECTOR, Burlingame) eingedeckt. Da die Ldésung nicht hartet, wurde das Deckglas mit
handelstblichem Nagellack verschlossen. Bei der Durchfihrung des Nachweises wurden die
Blutausstriche ab der Inkubation in der Feuchtkammer vor Lichteinwirkung geschiitzt. Sie wurden
aulRerdem bei 7°C im Kuhlschrank im Dunkeln bis zur Auswertung aufbewahrt.

Als Negativkontrolle wurden Blutausstriche verwendet, bei denen lediglich die Kernfarbung, aber keine
Lektine aufgetragen wurden, um die Eigenfluoreszenz der Blutzellen beurteilen zu kdénnen. Als

Positivkontrolle wurden Blutausstriche vom Rind verwendet.
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3.5 GLYKOHISTOCHEMIE

3.5.2 Inhibition mit Hemmzuckern

Bei den deutlich positiv reagierenden Lektinen wurde die Hemmung der Lektinbindung mit dem fir sie
spezifischen Kohlenhydrat durchgefiihrt. Daflir wurde das Lektin vor dem Auftragen auf den

Blutausstrich zunachst je nach Hemmzucker 30-60 Minuten mit diesem inkubiert. Die Konzentration

des in PBS-Puffer gelésten Hemmzuckers ist in der folgenden Tabelle dargestellt.

Lektin Hemmstoff Konzentration Inkubationszeit
WGA Chitin-Hydrolysat (VECTOR, Burlingame, USA) 1:4 30 Minuten
WGAs Chitin-Hydrolysat (VECTOR, Burlingame, USA) 1:4 30 Minuten
ConA Methyl-a-Mannopyranosid (E-Y Labs, San Mateo, USA) 84,8 mg/ml 1 Stunde
LCA Methyl-a-Mannopyranosid (E-Y Labs, San Mateo, USA) 84,8 mg/ml 1 Stunde
PSA Methyl-a-Mannopyranosid (E-Y Labs, San Mateo, USA) 84,8 mg/mi 1 Stunde

Tabelle 3.5: In der Arbeit verwendete Hemmzucker

Das Lektin-Hemmzucker-Gemisch wurde auf je 2 Blutausstriche aufgetragen. Als Negativkontrolle
diente jeweils ein Blutausstrich, auf den das Lektin ohne den Hemmzucker aufpipettiert wurde. Die
Positivkontrolle stellte je ein Blutausstrich vom Rind dar. Die Vorgehensweise entsprach der Farbung

der FITC-markierten Lektine in Kapitel 3.5.1.

3.5.3 Vorbehandlung mit Neuraminidase

Bei den Lektinen GSL-1, PNA, RCA120, DBA, SJA und SBA wurde der Einfluss einer vorangehenden
Neuraminidase-Behandlung untersucht. Durch die Vorbehandlung der Blutausstriche mit
Neuraminidase soll evaluiert werden, ob Lektine, die vorher nur eine schwache Bindung zeigten oder
negativ waren, in der Lage sind, nun eine Bindung einzugehen. Pro Lektin wurden drei native
Blutausstriche von den Kaninchen verwendet.

Das Enzym Neuraminidase spaltet allgemein Sialinsdure von Glykoproteinen ab. Sialinsduren sind
eine Familie von N- bzw. O-substitutierten Derivaten der Neuraminsaure. Die Spezifitat ihnrer Reaktion
ist abhangig von ihrem biologischen Ursprung. In dieser Arbeit wurde eine Neuraminidase von Vibrio
cholerae (SIGMA-ALDRICH, Steinheim) verwendet. Sie spaltet bevorzugt a-(2->3)-Verbindungen der
Sialinsaure, aber aucha -(2->6)- und a-(2->8)-Verbindungen. Voraussetzungen fiir die Aktivitdt des
Enzyms sind der Zusatz von Ca?*, ein pH-Wert von 5,0 und eine Temperatur von 37°C. Zudem kommt
es durch EDTA zu einer Hemmung der Enzymaktivitdt. Die folgende Methode wurde unter
Zuhilfenahme von menschlichen Blutproben zunachst etabliert und daraufhin auch beim Kaninchen

angewendet.
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Reagenzien:
a) Gebrauchslésung fir Neuraminidase-Vorbehandlung
b) Natrium-Acetatpuffer pH 5,5
c) Phosphate-buffered-saline pH 7,4
d) Lektinldsungen
e) VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (VECTOR, Burlingame)
Farbeprotokoll:
1. Lufttrocknen der Blutausstriche
2. Fixieren der nativen Blutausstriche in Methanol | 10 Min.
3. Waschen der Blutausstriche in Natriumacetat- 3 x 5 Min.
Puffer (pH 5,5)
4. Bedecken der Blutausstriche mit 200 pl Inkubation in Feuchtkammer bei 37°C fur
Neuraminidase-Gebrauchslésung 1 Std. unter Lichtausschluss
5. Spulen in PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x5 Min.
Bedecken der Blutausstriche mit 100 pl Lektin Inkubation 1 Std. bei Raumtemperatur
(10 pg/ml) unter Lichtausschluss in feuchter Kammer
7. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Min.
8. Auftragen von DAPI zur Kernfarbung

EinschlieBen mit handelsiblichem Nagellack
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3.5.4 Biotinylierte Lektine

Zum Nachweis der biotinylierten Lektine MAA-I, VAA und SNA (VECTOR, Burlingame) wurden je

zehn Methanol-fixierte und je vier nicht-Methanol-fixierte Blutausstriche von Kaninchen untersucht.

Spezifitat fir Potente Oligosaccharide/
Herkunft . e
Monosaccharide Glykoproteinliganden
Maackia amurensis . . Neu5Ac/Gca3GalB4GIcNAc/GlcP
Maackia amurensis
1 Agglutinin | MAA | L a 3’-Sulfatierung wird toleriert
(Asiatisches Gelbholz)
(Leukoagglutinin) Core-reaktiv bei 3-sullfatiertem LacNAc
Neu5Aca6Gal/GalNAce,
Sambucus nigra Sambucus nigra .
2 SNA Gal, GalNAc clustered Tr-Antigen,
Agglutinin (Schwarzer Holunder) i . . .
9°-0O-Acetylierung wird toleriert
. . Viscum album GalB2(3); Gala3(4)Gal; Fuca2Gal;
3 Viscum album Agglutinin VAA Gal
(Mistel) GalB3(4)GIcNAc ohne/mit a2,6-Sialisierung

Tabelle 3.6: In der Arbeit verwendete biotinylierte Lektine. Modifiziert nach Gabius und Habermann (Gabius et al., 2011;
Habermann et al., 2011)

Gal = Galaktose, GalNAc = N-Acetylgalaktosamin; Neu = Neuraminsaure; LacNAc = N-Acetyllactosamin.

aKeine Spezifitdt fir Monosaccharide bekannt.

bBindungsspezifitat fur Typ Il LacNAc Core.

¢Bindung von Typ | LacNAc Core bevorzugt; 6-Sulfatierung von GIcNAc in a2,6-sialysierten LacNAc steigert die Affinitat.

Zunachst wurden die Lektine in der entsprechenden Verdinnung fur MAA-1 und SNA 10 pg/ml und fur
VAA 2 pg/ml angesetzt. Fur den Nachweis wurden die Blutausstriche 10 Minuten in Methanol
(MERCK, Darmstadt) fixiert und vier Blutausstriche nicht fixiert. AnschlieRend wurden sie dreimal 5
Minuten in PBS (pH-Wert 7,4) gewaschen. Danach wurden die Ausstriche mit Dako Protein Block
Serum Free (DAKO, Hamburg), das zur Reduktion der Hintergrundfarbung dient, bedeckt und fir 10
Minuten in einer feuchten Kammer inkubiert. Nach AbgielRen des Dako Protein Block Serum Free
wurden 100 ul des verdiinnten, biotinylierten Lektins auf die Blutausstriche aufgetragen und fir 60
Minuten unter Lichtabschluss in einer Feuchtkammer inkubiert. Daraufhin erfolgte abermals eine
dreimalige Waschung fir je 5 Minuten in PBS. Dann wurde 3 pl aufgetautes Streptavidin/FITC (DAKO,
Hamburg) mit 1497 pl PBS verdinnt und 200 pl der Lésung auf jeden Ausstrich aufgetragen. Eine
erneute Inkubation fiir 30 Minuten in einer abgedunkelten Feuchtkammer folgte. AbschlieRend wurden
die Ausstriche erneut dreimal 5 Minuten in PBS gewaschen. Um die Zellkerne darstellen zu kénnen,
wurde die Blutausstriche mit VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI
(VECTOR, Burlingame) eingedeckt. Da die L&sung nicht hartet, wurde das Deckglas mit

handelsliblichem Nagellack verschlossen. Als Positivkontrolle dienten erneut Blutausstriche vom Rind.
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3.5.5 Galektine

In dieser Arbeit wurden erstmals rekombinante humane Galektine auf ihre Bindungseigenschaften an
Blutzellen des kaninchens getestet. Hierfir wurden je zehn mit Methanol fixierte und je zehn lediglich
luftgetrocknete Blutausstriche von Kaninchen zum Nachweis der Bindung rekombinant hergestellter
Galektine humanen Ursprungs (Department fir Veterindrwissenschaften der Tierarztlichen Fakultat,
Institut fUr Physiologische Chemie, LMU Miinchen) verwendet (sieche Tabelle 3.7.). Entsprechende
Untersuchungen wurden bereits fur die Galektine iniitiiert. Die Adhasion und Wachstum regulierenden
Galektine binden allgemein an Galaktose und haben eine B-Sandwich-Struktur (Smetana et al., 2006)
(Szabo et al., 2009). Alle Galektine besitzen konservierte Sequenzelemente, die eine Affinitdt zu dem
Disaccharid N-Acetyllactosamin haben (Dam et al, 2005). Weitere Untersuchungen zeigen, dass
Galektine in der Lage sind feinstrukturelle Eigenschaften von Oligosacchariden als auch ihre
Modifikationen wie Dichte, Status der Sialysierung und ihr Faltungsschema in Glykokonjugaten zu
erkennen (Krzeminski et al., 2071). Hierbei stellt sich die Frage, inwiefern die intrafamilidre Divergenz
bei den Galektinen die unterschiedliche Bindung an zytologische und histologische Proben beeinflusst

(Habermann et al., 20171).

Galektin . Zuckerspezifitét

a2,3-sialysiertes LacNAc und
1 Galektin 1 Gal-1 LacNAc  Wiederholungen in N-
Glykanen

a2,3-sialysiertes LacNAc und
p Galektin 3 full length | Gal-3 fl LacNAc  Wiederholungen in  N-

LacNAc und seine a2,3-sialysierten | Glykanen

Derivate a2,3-sialysiertes LacNAc und
8 Galektin 3 truncated | Gal-3 tra LacNAc  Wiederholungen in  N-
Glykanen

4 Galektin 8 Gal-8 a2,3-sialysierte Glykane

Monosialysierte  ,diantennary“  N-
5 Galektin 9 Gal-9

Glykane

Tabelle 3.7: In der Arbeit verwendete Galektine maodifiziert nach Habermann (Habermann et al., 2011)

LacNAc = N-Acetyllactosamin.

aGalektin 3 truncated: proteolytisch gespaltenes Galektin 3 full length.

Das Farbeprotokoll entspricht dem der biotinylierten Lektine, da auch die Galektine biotinyliert

vorlagen. Diese Lektine wurden in einer Verdinnung von 10 pg/ml aufgetragen.
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3.6 Immunhistochemie und Histochemie

3.6.1 Immunhistochemische Untersuchung der Blutzellen

Fir die immunhistochemische Differenzierung der CD8*-, CD4*- und B-Lymphozyten wurden
Blutausstriche von je zehn Tieren, fir die Differenzierung von basophilen Granulozyten von je flnf
Tieren verwendet und auf die Bindung der entsprechenden Primarantikérper untersucht. Diese
wurden durch den entsprechenden FITC-gekoppelten Sekundarantikbrper sichtbar gemacht. Zum
Nachweis der Bindung von MRB61A wurden insgesamt drei verschiedene Konzentrationen der
Antikérperlésung verwendet. Bei finf Blutausstrichen wurde eine Konzentration von 1:68, bei zwei
Blutausstrichen eine Konzentration von 1:40 und bei zwei weiteren Blutausstrichen eine Konzentration
von 1:20 getestet. Die Bindung der anderen Antikérper wurde stets mit der von VMRD, Pullman

angegebenen Konzentration von 1:68 Uberprift.

In der nachfolgenden Tabelle sind die Antikdrper und Sekundarantikérper zusammengestellt:

Zielzellen der Primarantikdrper Primarantikdrper . Sekundarantikérper Tierart

ISC29E

CD8*-Lymphozyten
(VMRD, Pullman) Anti-Maus-IgG-FITC

1:68 Maus Kaninchen 1:20
RTH1A (DAKO, Hamburg)
CD4+-Lymphozyten
(VMRD, Pullman)
Anti-Maus-IgM-
RACT30A FITC/u-chain specific )
B-Lymphozyten 1:68 Maus Ziege 1:20
(VMRD, Pullman) (SIGMA-ALDRICH,
Steinheim)
T-Lymphozyten + Basophile 1:20
A - MRB61A
Granulozyten 1:40
(VMRD, Pullman) Anti-Maus-IgG-FITC _
(Pan T3) 1:68 Maus Kaninchen 1:20
(DAKO, Hamburg)
Basophile Granulozyten, CD4+* + RACT20A

1:68

T- Lymphozyten-subpopulation (VMRD, Pullman)

Tabelle 3.8: In der Arbeit verwendete Antikérper

Luftgetrocknete Blutausstriche wurden dreimal je 5 Minuten in PBS gewaschen und anschlieRend mit
Dako Protein-Block Serum-Free (DAKO, Hamburg) fir 10 Minuten bei Raumtemperatur bedeckt. Nach
AbgieRen des Dako Protein-Block Serum-Free wurden pro Ausstrich 200 pl der Antikdrperldsung (in
Antibody-Diluent von DAKO, Hamburg) aufpipettiert. Die Inkubation erfolgte Uber Nacht bei 4°C in

einer Feuchtkammer. Am nachsten Morgen wurden die Blutausstriche dreimal 5 Minuten in PBS
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gewaschen und 200 pl der Sekundarantikdrperldsung aufgetragen. Die Inkubation wurde unter
Lichtabschluss in einer Feuchtkammer bei Raumtemperatur fir 30 Minuten vorgenommen. Nach
erneutem dreimaligem Waschen in PBS fur 5 Min. wurde eine Kernfarbung mit VECTASHIELD®
Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (VECTOR, Burlingame) durchgefiihrt (siehe auch
Kapitel 3.5.1).

3.6.2 Immunhistochemische und histochemische Untersuchungen des Zytoskeletts

3.6.2.1 Histochemischer Nachweis von Mikrofilamenten

Der Nachweis von F-Aktin erfolgte an Blutausstrichen von insgesamt 10 Kaninchen. Fur die
Untersuchung wurden die luftgetrockneten Blutausstriche dreimal je 5 Minuten in PBS (pH-Wert 7,4)
gewaschen und im Anschluss fur 10 Minuten mit Dako Protein Block Serum Free (DAKO, Hamburg)
bei Raumtemperatur bedeckt. Danach wurden 100 pl des Toxins Phalloidin von Amanita phalloides
(SIGMA-ALDRICH, Steinheim), das direkt mit TRITC (Tetramethylrhodamin B Isothiocyanat)
gekoppelt ist, in einer Konzentration von 1:500 aufgetragen. Nach einer Inkubationszeit von 45 Min.
bei Raumtemperatur unter Lichtabschluss in einer Feuchtkammer wurden die Ausstriche dreimal fir 5
Minunten in PBS gewaschen. AnschlieRend wurde eine Gegenfarbung mit VECTASHIELD® Mounting
Medium for Fluorescence with DAPI (VECTOR, Burlingame) vorgenommen und die Deckglaser mit

klarem Nagellack fixiert. Als Positivkontrolle dienten je zwei Blutausstriche von Pferd und Rind.

3.6.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von Intermediarfilamenten

Fir die immunhistochemischen Nachweise von Vimentin und Zytokeratinen (mittels Pancytokeratin-

Antikdrper) wurden je 10 Blutausstriche verschiedener Kaninchen verwendet. Als Positivkontrolle

dienten je zwei Blutausstriche vom Rind und Pferd. Folgende Antikorper wurden verwendet:

Zytoskelettales . . . . .
= " Prim&rantikérper Konz. Tierart Sekundéarantikérper Konz. Tierart
emen

. . Anti-Vimentin Anti-Maus-IgG-FITC )
Vimentin 1:500 Maus 1:20 Kaninchen
(DAKO, Hamburg) (DAKO, Hamburg)
. Pan Cytokeratin Plus Anti-Maus-IgG-FITC .
Zytokeratine 1:100 Maus 1:20 Kaninchen
(BIOCARTA, Hamburg) (DAKO, Hamburg)

Tabelle 3.9: In der Arbeit verwendete Antikdrper zum Nachweis von Intermediérfilamenten
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Folgendes Féarbeprotokoll wurde angewendet:

1. Lufttrocknen der Blutausstriche
2. Waschen in PBS (pH 7,4) 3 x 5 Min.
Auftragen von DAKO Protein-Block Serum-Free Inkubation bei Raumtemperatur fir 10
(DAKO, Hamburg) Min.
4. Auftragen von 100 pl der Primarantikérperlésung Inkubation tber Nacht bei 6°C in einer
Feuchtkammer
Waschen in PBS (pH 7,4) 3 x 5 Min.
Auftragen von 100 pl der Inkubation unter Lichtabschluss in
Sekundarantikérperlésung einer Feuchtkammer fiir 30 Min. bei
Raumtemperatur
Waschen in PBS (pH 7,4) 3 x 5 Min. unter Lichtabschluss
8. Gegenfarbung mit VECTASHIELD® Mounting
Medium for Fluorescence with DAPI (VECTOR,
Burlingame) unter weitgehendem Lichtabschluss
9. Fixation des Deckglases mit klarem Nagellack

3.6.2.3 Immunhistochemischer Nachweis von Mikrotubuli

Bei insgesamt zehn Kaninchen wurden immunhistochemische Untersuchungen zum Nachweis von
Mikrotubuli durchgefuhrt. Als Positivkontrolle dienten je zwei Blutausstriche vom Rind und Pferd.

Folgender Antikérper wurde verwendet:

Priméarantikérper Sekundérantikérper

Anti-Tubulin )
. Anti-Maus-IgG-FITC .
Tubulin (ABCAM, : Kaninchen
(DAKO, Hamburg)

Cambridge)

Tabelle 3.10: In der Arbeit verwendeter Antikérper zum Nachweis von Tubulin

Die Farbung entspricht der Verfahrensweise, die bereits in Kapitel 3.6.2.2. erlautert wurde.
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3.6.24 Doppelfarbungen des Zytoskeletts

Es wurden bei je finf Kaninchen Doppelfarbungen des Zytoskeletts vorgenommen. Die folgenden

Kombinationen und Antikdrper wurden verwendet:

Priméarantikdrper Sekundéarantikérper Toxin von Amanita phalloides
Anti-Tubulin Anti-Maus-IgG-FITC o
. Phalloidin-TRITC 1:1000
1 (ABCAM, Cambridge) 1:20
(SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
2 pg/ml (DAKO, Hamburg)
Anti-Vimentin Anti-Maus-IgG-FITC o
Phalloidin-TRITC 1:1000
2 1:500 1:20
(SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
(DAKO, Hamburg) (DAKO, Hamburg)

Tabelle 3.11: Fiir die Doppelfarbung verwendete Antikérper und Phalloidin

Folgendes Protokoll fiir die Nachweise wurde angewendet:

Luftgetrocknete Blutausstriche

Waschen in PBS

3x je 5 Minuten

Auftragen von Protein Block Serum Free 10 Minuten
Auftragen des Primarantikorpers — 100 pl/Blutausstrich:

1) Anti-Tubulin (2 pg/ml)

2)  Anti-Vimentin (1:500)
Inkubation bei 4°C Uber Nacht

Waschen in PBS

3x je 5 Minuten

Auftragen des Sekundérantikérpers — 100ul/Blutausstrich:
1)  Tubulin: Anti-Mouse IgG FITC (1:20)
2)  Vimentin: Anti-Mouse 1gG FITC (1:20)

Inkubation bei Raumtemperatur, abgedunkelt

30 Minuten

Waschen in PBS

3x je 10 Minuten

Inkubation mit Phalloidin-TRITC (1:1000) bei Raumtemperatur — 100ul/Blutausstrich

45 Minuten

Waschen in PBS

3x je 10 Minuten

Auftragen von VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (VECTOR, Burlingame)

zur Kernfarbung

EinschlieBen mit Nagellack
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Kapitel 4

4 ERGEBNISSE

4.1 Labordiagnostik

Von allen Blutproben wurde ein Differentialblutbild, einschlieRlich Beurteilung der Retikulozyten,
erstellt. Zusétzlich wurde der Gesundheitsstatus der Tiere anhand folgender Serumparameter
evaluiert: Harnstoff (UREA), Kreatinin (CREA), Alanin-Amino-Transferase (ALT), Glutamat-
Dehydrogenase (GLDH), Glukose (Glc), Natrium (Na*), Chlorid (Cl-) und Kalium (K*). Die folgenden
Tabellen stellen die Laborwerte der einzelnen Tiere, sortiert nach rotem Blutbild, weillem Blutbild und
Serumparametern, dar. Auffallige Blutwerte waren bei den ersten zehn Tieren, deren Blut wahrend der
Schlachtung entnommen wurde, zu vermerken. Da jedoch bei der amtstierarztlichen Untersuchung
nach der Schlachtung alle Schlachtkdrper als tauglich befundet wurden, kénnen diese Tiere als
gesund bezeichnet werden. Sie zeigten insgesamt erniedrigte Blutwerte. Zwischen den anderen
Kaninchen konnten keine groflen Unterschiede hinsichtlich der genannten klinischen Parameter

festgestellt werden. Lediglich Kaninchen Nr. 30 zeigte einen stark erhéhten Glukosewert, der durch

eine Uberpriifung des Fruktosaminwertes als physiologisch identifiziert wurde.

RET I RET Il HKT
1 5,03 0,16 3,18 34,8 11,5 22,9 69,2 33 23
2 5,21 0,107 2,05 37 12,2 23,4 71 33 278
3 5,24 0,077 1,46 33,9 1,4 21,8 64,7 33,6 17
4 4,98 0,093 1,86 33,8 1,4 22,9 67,9 33,7 102
5 5,25 0,052 0,98 31,2 10,4 19,8 59,4 33,3 54
6 6,08 0,136 2,24 39,7 13,4 22 65,3 33,8 86
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6,26 0,136 2,17 37,4 12,4 19,8 59,7 33,2 61

5,78 0,153 2,65 37,9 12,5 21,6 65,6 33 139
5,32 0,105 1,98 35,3 11,8 22,2 66,4 33,4 70
6,06 0,0939 1,55 40,5 13,1 21,6 66,8 32,3 43
6,86 0,3389 4,94 45,5 14,9 21,7 66,3 32,7 313
6,32 0,2388 4,55 41,2 13,6 21,5 65,2 33 319
6,44 0,2486 4,91 39,8 13,4 20,8 61,8 33,7 251
6,23 0,3162 3,99 41,5 13,7 22 66,6 33 284
7,06 0,2556 3,62 45,8 15,1 21,4 64,9 33 403
5,08 0,2876 4,7 33,9 11,4 22,4 66,7 33,6 213
6,93 0,2231 3,22 45,7 14,9 21,5 65,9 32,6 299
6,07 0,2446 4,03 42,6 13,3 21,9 70,2 31,2 607
6,63 0,2195 3,31 45,5 14,8 22,3 68,6 32,5 141
5,49 0,2619 4,77 37,9 12,2 22,2 69 32,2 307
5,59 0,112 1,99 36,5 11,8 211 65,3 32,3 491
4,51 0,1488 3,3 32,8 10,4 23,1 72,7 31,7 261
4,35 0,107 2,46 32,2 10,5 241 74 31,6 397
6,39 0,1112 1,74 38,2 13 20,3 59,8 34 365
6,09 0,1571 2,58 39,5 12,8 21 64,9 32,4 333
6,39 0,1761 3,02 40 12,7 21,8 68,6 31,8 457
5,49 0,0839 1,27 37,4 12,2 21,8 66,9 32,6 281
5,99 0,071 1,4 39,3 12,6 21 65,6 32,1 390
6,09 0,1821 2,99 39,3 12,6 20,7 64,5 32,1 512
5,96 0,1359 2,28 39,1 12,5 21 65,6 32 504
5,92 0,1977 2,72 46,5 14,6 20,1 64 31,4 381
7,52 0,151 2,4 41,2 13,8 21,9 65,5 33,5 338
4,97 0,1522 2,15 46,1 15,2 21,5 65,1 33 275
8,49 0,165 2,35 45,2 14,7 20,9 64,4 32,5 421
7,7 0,1757 2,63 44 14,3 21,4 65,9 32,5 273
4,94 0,2027 3,03 44,8 14,4 21,5 67 32,1 384
5,33 0,2336 3,24 44 14,3 19,8 61 32,5 399
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38 6,12 0,216 3,53 40,5 12,9 211 66,2 31,9 344
39 6,41 0,275 4,29 39,4 12,8 20 61,5 32,5 585
40 5,85 0,2106 3,6 36,8 11,9 20,3 62,9 32,3 454
41 6,11 0,1674 2,74 38,6 12,4 20,3 63,2 32,1 398
42 5,94 0,1325 2,23 42 13,5 22,7 70,7 321 378
43 5,97 0,1087 1,82 38,6 12,9 21,6 64,7 33,4 328
44 6,06 0,0854 1,41 39,8 12,7 21 65,7 31,9 433

Tabelle 4.1: Rotes Blutbild der Kaninchen
ERY = Erythrozyten (10¢/pl); RET | = Retikulozyten absolut (108/pl); RET Il = Retikulozyten prozentual (%); HKT = Hamatokrit

(%); HB = Hamoglobin (g/l); MCH = mean corpuscular hemoglobin (pg); MCV = mean corpuscular volume (fl); MCHC = mean

corpuscular hemoglobin concentration (g/l); THR = Thrombozyten (103/pl).

‘ LY | MON | MON II NEU I NEU Il EOI BAS | BAS II

1 ‘ 2,09 1,56 74,6 0,15 7,2 0,33 15,8 0,01 0,05 0,04 1,9
2 ‘ 4,08 3,36 82,4 0,24 5,9 0,43 10,5 0,02 0,5 0,03 0,07
3 ‘ 3,65 2,15 58,9 0,19 5,2 1,17 32,1 0,03 0,8 0,11 3

4 ‘ 3,93 2,73 69,5 0,18 4,6 0,96 24,4 0,02 0,5 0,04 1

5 ‘ 2,05 1,11 54,1 0,28 13,7 0,52 25,3 0,02 1 0,12 5,9
6 ‘ 4,74 2,77 58,4 0,36 7,6 1,39 29,6 0,03 0,6 0,19 4

7 ‘ 4,36 3,63 87,3 0,14 3,4 0,28 6,6 0,02 0,5 0,09 2,2
8 ‘ 2,93 2,3 78,5 0,17 5,8 0,27 9,2 0,02 0,7 0,17 58
9 ‘ 3,32 2,32 69,9 0,26 7,8 0,54 16,3 0,03 0,9 0,17 51
10 ‘ 2,72 1,84 67,6 0,23 8,5 0,54 19,8 0,01 0,4 0,1 3,7
11 ‘ 4,48 2,57 57,4 0,34 7,6 1,3 28,9 0,11 2,5 0,16 3,6
12 ‘ 8,12 4,74 58,4 0,73 9 2,03 25 0,07 1,1 0,53 6,5
(K] ‘ 7,85 4,95 63,1 0,47 6 2,07 26,3 0,18 0,8 0,3 3,8
14 ‘ 10,29 6,54 63,6 0,74 7,2 2,32 22,5 0,06 1,7 0,51 5

15 ‘ 9,77 5,87 60,1 0,69 7.1 2,7 27,6 0,19 0,19 0,32 3,3
16 ‘ 5,79 3,37 56,4 0,67 11,2 1,6 26,8 0,09 1,2 0,26 4,4
17 ‘ 4,93 2,98 60,4 0,35 7.1 1,34 27,3 0,1 2 0,16 3.2
18 ‘ 55 3,27 59,5 0,93 16,9 1,13 20,5 0,01 0,2 0,16 2,9
19 ‘ 4,73 2,48 52,4 0,6 12,7 1,33 28,2 0,03 0,6 0,29 6,1
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‘ MON | MON II NEU | NEU Il EOII BAS | BAS Il
20 ‘ 7,23 5,13 71 0,59 8,2 1,02 14 0,1 1,4 0,39 54
21 ‘ 3,87 1,17 30,2 0,37 9,6 2,25 58,1 0,02 0,5 0,06 1,6
22 ‘ 6,17 4,38 71 0,26 4,2 1,68 22,5 0,03 0,5 0,11 1,8
23 ‘ 6,24 3,26 52,2 0,57 9,1 1,64 36,5 0,05 0,8 0,09 1,4
24 ‘ 7,33 5,18 70,7 0,29 4 2,27 22,3 0,04 0,5 0,18 2,5
25 ‘ 9,7 7,29 75,2 0,36 3,7 1,39 17,3 0,1 1 0,27 2,8
26 ‘ 7,23 3,71 51,3 0,64 8,9 2,25 35,5 0,1 1,4 0,21 2,9
27 ‘ 7,29 2,23 30,6 0,41 5,6 4,07 55,8 0,06 0,6 0,48 6,6
28 ‘ 9,55 4,91 51,4 0,67 7 3,59 37,6 0,1 1,4 0,32 3.4
29 ‘ 3,59 1,78 49,6 0,33 9,2 1,23 34,3 0,04 1,1 0,21 58
30 ‘ 4,3 1,51 35,1 0,29 6,7 2,2 51,2 0,05 1,2 0,25 58
31 ‘ 5,92 2,79 47,1 0,56 9,5 2,17 36,7 0,19 3,2 0,21 3,5
32 ‘ 7,52 4,53 60,2 0,37 4,9 2,25 30 0,18 2,4 0,19 2,5
33 ‘ 4,97 3,41 68,6 0,31 6,2 1 20,2 0,1 2 0,15 3
34 ‘ 8,49 5,4 63,6 0,5 5,9 2,22 26,1 0,06 0,7 0,31 3,7
35 ‘ 7,7 4,91 63,8 0,51 6,6 1,75 22,7 0,1 1,3 0,43 5,6
36 ‘ 4,94 2,63 53,2 0,2 4 1,72 34,9 0,23 4,7 0,16 3.2
37 ‘ 5,33 2,72 51 0,37 6,9 1,95 36,7 0,13 2,4 0,16 3
38 ‘ 10,55 7,56 "7 0,83 7,9 1,44 13,5 0,28 2,7 0,44 4,2
39 ‘ 12,11 7,17 59,2 1,16 9,6 3,32 27,4 0,06 0,5 0,4 3,3
40 ‘ 10,74 7,17 66,8 0,83 7,7 2,38 22,1 0,07 0,7 0,29 2,7
41 ‘ 8,66 5,66 65,4 0,74 8,5 1,56 18 0,13 1,5 0,57 6,6
42 ‘ 8,02 4,7 58,6 0,49 6,1 2,33 29 0,15 1,9 0,35 4,4
43 ‘ 9,19 7,49 81,5 0,95 10,3 0,49 5,4 0,02 0,2 0,24 2,6
44 ‘ 9,07 5,42 59,8 1,07 1,8 1,98 21,8 0,1 1,1 0,5 55

Tabelle 4.2: Weiles Blutbild der Kaninchen

LEU = Leukozyten, LY | = Lymphozyten, MON | = Monozyten, NEU | = Neutrophile Granulozyten, EO | = Eosinophile
Granulozyten, BAS | = Basophile Granulozyten: 103/ul

LY II = Lymphozyten, MON Il = Monozyten, NEU Il = Neutrophile Granulozyten, EO Il = Eosinophile Granulozyten, BAS Il =

Basophile Granulozyten: %.
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56 6,26 93 7,51 111 149 7,65 6,1

64 7,75 124 7,2 118 152 6,79 3,6
87 7,57 120 6,82 114 147 6,08 2,9
55 5,46 96 6,68 112 146 6,7 1,7
56 5,87 107 6,11 117 146 6,78 3,7
48 4,67 96 6,81 109 145 6,42 1,9
125 5,63 89 6,68 111 147 6,36 6,1

69 5,96 115 6,97 113 150 7,42 3,8
64 6,95 102 6,81 108 145 6,31 3.2
73 7,69 114 6,85 115 149 6,83 3,3
76 9,38 78 6,44 109 153 4,59 4,1

48 7,66 M 7,6 99 147 8,09 6,3
27 8,28 64 7,75 105 149 8,54 54
43 7,01 71 7,94 102 151 7,71 3,5
55 0,96 48 6,6 107 148 5,07 4,7
52 6,68 67 6 105 144 8,75 4,2
58 7,44 68 6,2 110 151 6,05 2,6
68 7,33 68 6,14 102 151 5,16 2,8
80 6,16 51 6,78 105 146 5,02 6,2
47 7.2 64 7,26 108 149 4,73 3,2
109 3,58 74 6,67 104 144 4,34 7.2
7 4,88 88 6,26 107 143 4,78 11,2
86 7,16 104 6,02 107 144 51 5

78 4,27 118 9,16 104 141 3,71 3,7
81 4,13 97 7,89 105 144 4,16 3.2
81 5,29 86 7,17 104 145 4,87 2,4
91 6,14 67 6,86 98 138 4,65 4,8
92 4,55 88 5,96 98 140 4,99 3

18 2,3 115 10,78 84 127 3,93 3.4
27 3,86 89 21,16 78 123 3,04 1,7
60 9,31 76 6,34 108 156 4,83 3,8
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32 42 13,25 93 6,56 106 150 4,76 4,5
33 38 9,32 88 5,76 108 151 4,82 4,2
34 68 6,3 62 6,6 109 153 4,6 3,7
35 52 6,89 77 6 113 151 5,48 4,4
36 60 8,1 77 6,36 109 152 4,9 2,8
37 65 5,73 65 6,26 108 151 4,25 2,5
38 83 7,78 81 6,03 105 154 5,4 6,4
39 105 7,31 88 5,1 102 143 4,36 7
40 59 7,75 73 6,72 104 145 4,44 4,6
41 113 7,62 65 6,34 100 142 4,73 7,6
42 108 6,6 76 5,51 103 148 4,85 5
43 55 5,17 70 7,47 104 147 4,65 3,5
44 58 9,09 109 6,8 100 148 4,75 2,8

Tabelle 4.3: Serumparameter der Kaninchen
ALT = Alanin-Aminotransferase (U/l); UREA = Harnstoff (mmol/l); CREA = Kreatinin (umol/l); GLC = Glukose (mmol/l); CI- =

Chloridionen (mmol/l); Na* = Natriumionen (mmol/l); K+ = Kaliumionen (mmol/l); GLDH = Glutamatdehydrogenase (U/l).

Bei 9 mannlichen und 23 weiblichen Tieren wurden das rote und weil3e Blutbild verglichen. Dabei
wurden jedoch die ersten zehn Tiere (6 mannlich, 4 weiblich), deren Blut bei der Schlachtung
entnommen wurde, fir den Vergleich nicht beriicksichtigt, da ihre Blutwerte aufgrund der Art der
Probenahme insgesamt erniedrigt waren. Im roten Blutbild sind die Anzahl der Erythrozyten, der
Hamatokrit und das Hamoglobin bei den weiblichen Tieren hdher, wohingegen die Retikulozyten,
MCV, MCH und MCHC bei méannlichen und weiblichen Tieren anndhernd gleich sind. Beim weillen
Blutbild zeigen die weiblichen Tiere eine hdhere Anzahl an Leukozyten, Lymphozyten, Monozyten,
eosinophilen und basophilen Granulozyten. Mannliche und weibliche Tiere haben ein lymphozytares
Blutbild. Bei den mannlichen Tieren sind jedoch die absolute Anzahl und auch der prozentuale Anteil
der neutrophilen Granulozyten héher als beim weiblichen Tier. Ebenso ist auch der prozentuale Anteil
der Monozyten an Leukozyten beim mannlichen Tier héher, obwohl die Anzahl der Monozyten im Blut
geringer ist als beim weiblichen Tier. Die Thrombozytenzahl ist im Durchschnitt beim weiblichen Tier

hoéher. Die folgende Tabelle erfasst die Durchschnittswerte mannlicher und weiblicher Tiere.
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Kaninchen aller Rassen

Blutbild

maénnlich weiblich

Erythrozyten x 108/l 5,62 6,24 6,07
x 106/pl 0,18 0,18 0,18
Retikulozyten
% 2,99 2,9 2,93
Hamatokrit % 38,1 41,33 40,45
Hamoglobin g/dl 12,5 13,38 13,13
MCV fl 65,82 65,96 65,92
MCH pg 21,52 21,34 21,39
MCHC % 32,61 32,37 32,44
Leukozyten gesamt x 103/l 6,64 7,6 7,33
x 103/pl 3,44 4,81 4,42
Lymphozyten
% 49,79 62,01 58,57
x 103/pl 2,3 1,82 1,96
Neutrophile Granulozyten
% 37,18 24,97 28,4
x 103/pl 0,08 0,11 0,1
Eosinophile Granulozyten
% 1,17 1,39 1,32
x 103/pl 0,27 0,29 0,28
Basophile Granulozyten
% 3,89 3,8 3,83
x 103/pl 0,51 0,59 0,57
Monozyten
% 7,98 7,76 7,82
Thrombozyten x 103/pl 357,56 376,91 371,41

Tabelle 4.4: Differentialblutbild der mé&nnlichen und weiblichen Tiere im Vergleich
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Die Blutwerte aus Tabelle 4.4 legen nahe, die Mittelwerte der mannlichen und weiblichen Tiere auf
einen statistisch signifikanten Unterschied hin zu Gberprifen. Hierzu werden zuerst die Messwerte aus
Tabelle 4.1 und 4.2 der Tiere 11-44 auf Normalverteilung mit Hilfe des Kolmogorow-Smirnow-Tests
Uberprift. Es ergibt sich, dass alle Messwerte annahernd einer Normalverteilung folgten, so dass mit
dem t-Test fur unverbundene Stichproben auf statistische Signifikanz (zum Signifikanzniveau von 5%)
hin getestet werden konnte. Bei keinem der Blutwerte konnte hierbei ein signifikanter Unterschied

zwischen mannlichem und weiblichem Tier festgestellt werden.
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4.2 Konventionelle lichtmikroskopische Farbungen

Die Auswertung der lichtmikroskopischen Farbungen erfolgte unter dem Lichtmikroskop ,Aristoplan®
der Firma Leitz (LEITZ, Wetzlar). Die Fotoaufnahmen wurden mit einer daran gekoppelten Canon-

Powershot-A95-Digitalkamera erstellt.

4.2.1 Ubersichtsfarbungen

Die Blutausstriche der Kaninchen unterschiedlicher Nutzungs-, Geschlechts- und Altersgruppen
wurden fir die Ubersichtsfarbungen mit sechs verschiedenen Methoden gefarbt und unter dem

Lichtmikroskop im Hinblick auf die Morphologie der einzelnen Blutzellen untersucht.

4211 Erythrozyten

Die Erythrozyten des Kaninchens sind runde, kernlose Zellen, die von einer glatten Zellmembran
umgeben sind. Sie sind 5,05-7,4 ym grof3, im Durchschnitt 6,2 um. Diese Variation in der Gréf3e wird
auch als Anisozytose bezeichnet. Die Erythrozyten besitzen ein homogenes Zytoplasma, das eine
zentrale Aufhellung zeigt. In allen Ausstrichen werden auch sogenannte Sphérozyten beobachtet,
worunter man Erythrozyten ohne zentrale Aufhellung versteht. Zudem ist in allen Ubersichtsfarbungen
eine Polychromasie mit groflen Erythrozyten ohne zentrale Aufhellung und einem ins blduliche
gehenden Zytoplasma zu erkennen. Erythrozyten mit einem kugelrunden, dunkelblauen bis
ultramarinblauen Kern, der stark kondensiertes Chromatin aufweist und exzentrisch liegt, zeigen sich
in einigen Blutausstrichen. |hr Zytoplasma variiert je nach Farbung zwischen grau-blaulich bis rétlich-
grau. Im Randbereich eines Blutausstrichs ist oft eine Agglutination der Erythrozyten zu sehen (siehe
Abbildung 4.7). Die als Poikilozytose bezeichneten Abweichungen von der runden Form der

Erythrozyten sind in den meisten Blutausstrichen vorhanden. Sie sind in der folgenden Tabelle

zusammengefasst.

Bezeichnung Auspragung

Stomatozyten Erythrozyten mit einer ovalen bis langlichen zentralen Aufhellung

Dacryozyten Tranenférmige Erythrozyten

Akanthozyten Erythrozyten mit unregelméaRigen, in Lange und Durchmesser variablen Auslaufern des Zytoplasmas

Erythrozyten mit vielen kurzen, in Form und GréR3e einheitlichen Auslaufern (,stechapfelférmige

Echinozyten

Erythrozyten®)
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Bezeichnung Auspragung

Keratozyten Erythrozyten mit ein oder mehr spitzen Projektionen

Tabelle 4.5: Abweichungen der Erythrozyten von der physiologischen Form

Weder basophile Tupfelung noch Heinz-Kérperchen konnten in den Erythrozyten beobachtet werden.

Die Anfarbung der Erythrozyten in den Blutausstrichen wird in der nachfolgenden Tabelle dargestellt.

Struktur Diff-Quick Giemsa 1:11 Giemsa 1:20 May-Griinwald Pappenheim

beige bis beige bis beige bis

Zytoplasma hellrot blassrétlich blassrétlich

rotbraun hellrétlich ziegelrot

Tabelle 4.6: Ubersichtfarbungen der Erythrozyten

Abbildung 4.1: Ubersichtsfarbungen der Erythrozyten

A. Pappenheim. Die Erythrozyten zeigen eine Spharozytose (S = Spharozyten). Zudem sind groRe, hellviolette Erythrozyten (Pfeil) im
Blutausstrich zu erkennen. Kaninchen, w, 6-12 Monate. SB = 10 um.

B. Diff-Quick. Im Blutausstrich sind Spharozyten (S) zu sehen. Zusatzlich sind ein groRer, hellvioletter Erythrozyt (Pfeil) ohne Zellkern
und ein Normoblast (N) mit stark kondensiertem Chromatin und exzentrisch gelegenem Zellkern zu erkennen. Im Blutausstrich finden
sich auch zwei Thrombozyten (Thr) mit Pseudopodien (Ps). Kaninchen, m, 12-14 Wochen. SB = 10 uym.

C. Giemsa 1:11. Es sind ein Normoblast (N), ein Echinozyt (Ec) und Thrombozyten (Thr) zu erkennen. Zudem besteht eine Anisozytose
(A) zwischen den Erythrozyten. Kaninchen, w, 6-7 Monate. SB = 10 um.

D. May-Griinwald. Bei den Erythrozyten ist die zentrale Aufhellung gut zu erkennen. Weiterhin sind ein Stomatozyt (St) und Echinozyten
(Ec) zu sehen. Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB = 10 ym.
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4212 Thrombozyten

Thrombozyten sind kleine, runde Zellen ohne Zellkern mit einem Durchmesser von ca. 1-3 ym, im
Durchschnitt 1,9 ym. Im Zytoplasma der Thrombozyten zeigen sich deutlich granuldre Strukturen
(Granulomer), die von einem helleren Hyalomer umgeben sind. Die meisten Thrombozyten in den
untersuchten Blutausstrichen haben, wenn man im Lichtmikroskop durchfokussiert, zytoplasmatische
Auslaufer (Pseudopodien). Sie sind aktiviert, wohingegen die inaktivierten Thrombozyten keine
Pseudopodien besitzen. Im Blutausstrich vom Kaninchen liegen sie einzeln oder in Gruppen vor.
Teilweise kdnnen auch groRe Thrombozyten mit einem Durchmesser von 4,5 bis 9 ym beobachtet
werden (siehe Abbildung 4.2). Die Anférbung mit den verschiedenen Techniken ist in der

nachfolgenden Tabelle dargestellt. In der Giemsa-Farbung 1:20 konnten keine Thrombozyten sicher

identifiziert werden.

Struktur Diff-Quick Giemsa 1:11 G|1eglos a May-Griinwald Pappenheim HE

bi
Granulomer lila lila - lila bis violett lila bis violett rosa bis
helllila
blassgrau bis — hellblau bis
Hyalomer blassblau g‘ uo - U o hellblau blassrosa
lila blassblau

Tabelle 4.7: Ubersichtsfarbungen der Thrombozyten

Gr

Abbildung 4.2: Ubersichtsfarbungen der Thrombozyten

A. Pappenheim. Im Blutausstrich sind ein Riesenthrombozyt mit Pseudopodien (Ps) und weitere Thrombozyten (Thr) von normaler
GroéRe mit Pseudopodien erkennbar. Sie zeigen alle ein violettes bis lilafarbenes Granulomer (Gr) und ein hellblaues Hyalomer (H).
Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB = 10 ym.

B. May-Griinwald. Im Blutausstrich sind ein groRer Thrombozyt (Thr 1), sowie Thrombozyten (Thr 2) von normaler Grofle mit einem
violett angefarbten Granulomer (Gr) und einem hellblauen Hyalomer (H) zu erkennen. Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.
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4213 Lymphozyten

Lymphozyten sind in groBer Anzahl in allen Blutausstrichen vertreten. Die meist runden Zellen zeigen
eine starke Variation in der Grél3e. Ihr Durchmesser hat eine Variationsbreite von 6,8 bis 15,4 ym, im
Durchschnitt 10,2 um. Die Lymphozyten besitzen einen grof3en Zellkern, der bei kleinen Lymphozyten
nur einen schmalen Zytoplasmasaum erkennen lasst. Bei gréReren Lymphozyten ist das Zytoplasma
umfangreicher. Meist ist es homogen, kann aber auch marmoriert erscheinen. Bei aktivierten
Lymphozyten férbt es sich mittel- bis dunkelblau an. Der Zellkern hat unterschiedliche Form. Er kann
kugelrund, oval oder quaderformig sein und besitzt manchmal eine leichte Einkerbung. Bei vielen

Lymphozyten ist eine gute Differenzierung zwischen Heterochromatin und Euchromatin méglich.

Struktur Diff-Quick Giemsa 1:11 Giemsa 1:20

May-Griinwald Pappenheim

Zellkern lila bis violett lila bis mittelblau dunkellila dunkellila violett
dunkellila
hellblau bis hell- bis hellblau bis hell- bis N
Zytoplasma dunkelblau mittelblau farblos mittelblau hell- bis mittelblau helirosa

Tabelle 4.8: Ubersichtsfarbungen der Lymphozyten

Abbildung 4.3: Ubersichtsfarbungen der Lymphozyten |

A. Diff-Quick. Der Lymphozyt zeigt ein kraftig dunkelblaues Zytoplasma (ZP) und einen lilafarbenen, groRen Zellkern (ZK). Es sind
zudem ein Stomatozyt (St), ein Echinozyt (Ec) und einige Akanthozyten (Ak) zu erkennen. Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 um.

B. Giemsa 1:11. Der Lymphozyt hat ein helles, violettes, umfangreiches Zytoplasma (ZP). Dieses erscheint leicht marmoriert. Der
dunkel-lilafarbene Zellkern (ZK) besitzt einen hohen Anteil an Heterochromatin (HC). Euchromatin (EC). Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB
=10 pm.
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Abbildung 4.4: Ubersichtsfarbungen der Lymphozyten |1

A. Giemsa 1:20. Der Lymphozyt weist einen blaulichen Zellkern (ZK) mit viel Heterochromatin (HC) und ein hellblaues Zytoplasma (ZP)

auf. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

B. May-Griinwald. Der Lymphozyt besitzt ein hohes Kern-Zytoplasma-Verhaltnis. Dies wird durch den dunkel-lilafarbenen Zellkern (ZK)

und den schmalen, mittelblauen Zytoplasmasaum (ZP) deutlich. Kaninchen, w, 6-7 Monate. SB = 10 ym.

C. Pappenheim. Der dunkel-lilafarbene Zellkern (ZK) ist leicht eingebuchtet ist (Pfeil). Im Blutausstrich befinden sich zudem ein

blaulicher Erythrozyt (R) und Thrombozyten (Thr). Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

D. H.E. Der Lymphozyt hat einen quaderférmigen, violetten Zellkern (ZK). Das Zytoplasma (ZP) stellt sich rosafarben dar. Kaninchen, m,
7 Jahre. SB =10 ym.

4214 Monozyten

Der Monozyt ist die grofite Blutzelle im Blut des Kaninchens mit einem Durchmesser von 10,8 bis 18,4
pm, im Durchschnitt 15,1 ym. Der Monozyt hat einen gro3en, pleomorphen Zellkern, der weniger stark
kondensiertes Chromatin als das der Granulozyten aufweist. Das teilweise marmoriert erscheinende

Zytoplasma ist umfangreich und enthalt oft Vakuolen.

Struktur

Zellkern

Zytoplasma

Diff-Quick

lila

Giemsa
1:11
rotviolett

Giemsa
1:20
lila

May-Griinwald

lila

Pappenheim

rotviolett

HE

violett

hell- bis
mittelblau

hellblau bis lila

hellblau bis
helles lila

hell- bis
mittelblau

hell- bis
mittelblau

rosa

Tabelle 4.9: Ubersichtsfarbungen der Monozyten
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Abbildung 4.5: Ubersichtsfarbungen der Monozyten

A. Diff-Quick. Der Monozyt zeigt einen lilafarbenen, pleomorphen Zellkern (ZK) und ein hellblaues Zytoplasma (ZP). Im Zytoplasma sind
Vakuolen (V) erkennbar. Kaninchen, m, 12-14 Wochen. SB = 10 ym.

B. Giemsa 1:11. Der Monozyt weist einen plumpen, leicht eingebuchteten Zellkern (ZK) auf. Im Zytoplasma (ZP) ist eine groRe Vakuole
(V) zu erkennen. Kaninchen, w, 6-7 Monate. SB = 10 ym.

C. Giemsa 1:20. Ein groRer, pleomorpher Zellkern (ZK) liegt in einem sich hellblau anfarbenden Zytoplasma (ZP). ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

D. May-Griinwald. Im Zytoplasma (ZP) ist eine sehr starke Vakuolisierung (V) zu sehen. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB =
10 ym.

E. Pappenheim. Der Zellkern (ZK) ist an mehreren Stellen (Pfeil) leicht eingebuchtet und von pleomorpher Gestalt. ZP = Zytoplasma.
Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 ym.

F. H.E. Der hufeisenférmige Zellkern (ZK) ist von einem rosafarbenen Zytoplasma (ZP) umgeben. Es sind aulerdem ein Akanthozyt
(Ak) und zwei Keratozyten (Ke) erkennbar. Kaninchen, m, 7 Jahre. SB = 10 ym.
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4215 Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten sind von den in Blutausstrichen vorzufindenden Granulozyten am
haufigsten vertreten. lhr Durchmesser betragt 9,8 bis 15,7 ym, im Mittel 12,2 ym. Die neutrophilen
Granulozyten des Kaninchens haben einen mehrfach gelappten Zellkern, dessen Segmente durch
feine Chromatinfadden miteinander verbunden sind. Bei manchen segmentkernigen Neutrophilen ist
ein trommelschlegelartiger Fortsatz (,drumstick®) zu erkennen (siehe Abbildung 4.7). Im Zytoplasma
der neutrophilen Granulozyten befinden sich zwei Granulapopulationen, die man in der Giemsa-
Farbung 1:11 und in der Pappenheim-Farbung gut differenzieren kann. In diesen sind einige grofe,

violette Granula und viele kleine, rétliche bis pinkfarbige Granula zu erkennen.

Struktur Diff-Quick  Giemsa 1:11 G'ﬁ;":a May-Grinwald ~ Pappenheim HE
Zellkern dunkelblau lila bis violett mittelblau mittelblau violett schwarzviolett
hellbl i
Zytoplasma ellblau bis blassgrau rosa blassgrau blassblau rosa
blassgrau
feine pinke teilweise
Granula hellrot bis bis lilafarbene | degranuliert, rétlich bis rétlich-pink und dearanuliert
dunkelpink und grofe sonst dunkelpink violett-dunkelblau 9
violette dunkelrot

Tabelle 4.10: Ubersichtsfarbungen der neutrophilen Granulozyten

Abbildung 4.6: Ubersichtsfarbungen der neutrophilen Granulozyten |

A. Diff-Quick. Der neutrophile Granulozyt (Neu) hat einen mehrfach gelappten, sich dunkelblau anfarbenden Zellkern (ZK). Das
Zytoplasma (ZP) ist hellblau. In ihm befinden sich dunkle, pinke bis rétliche Granula (G). Der eosinophile Granulozyt (Eo) zeigt einen
zweifach gelappten, dunkelblauen Zellkern (ZK), ein mittelblaues Zytoplasma (ZP) und grof3e, pinkrote Granula (G). Kaninchen, w, 6-12
Monate. SB = 10 pm.

B. Giemsa 1:11. Im hellblauen Zytoplasma (ZP) liegt der multipel gelappte, violette Zellkern (ZK). Er ist umgeben von wenigen violetten
Granula (v) und einigen rétlich-lila- bis rosafarbenen Granula (rl). Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 10 um.
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Abbildung 4.7: Ubersichtsfarbungen der neutrophilen Granulozyten I

A. Giemsa 1:20. Der neutrophile Granulozyt weist einen vielfach gelappten, lilafarbenen Zellkern (ZK) und ein rosafarbenes Zytoplasma
(ZP) auf, in dem wenige dunkelrote Granula (G) zu erkennen sind. Stellen der Degranulation (D) zeigen sich aufgehellt. Die Erythrozyten
sind agglutiniert (Ag). Kaninchen, w, adult. SB = 10 um.

B. May-Griinwald. Der mittelblaue, multipel gelappte Zellkern (ZK) befindet sich in einem hellgrauen Zytoplasma (ZP), in dem hellrote bis
dunkelrote Granula vorhanden sind. Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 um.

C. Pappenheim. Der neutrophile Granulozyt zeigt einen multipel gelappten, violetten Zellkern (ZK) und ein blassblaues Zytoplasma (ZP).
Im Zytoplasma befinden sich violette (v) und rote (r) Granula. Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB = 10 ym.

D. H.E. Am multipel gelappten, schwarzvioletten Zellkern (ZK) ist ein trommelschlegelartiger Fortsatz (,drumstick) (dr) zu erkennen. Im
rosafarbenen Zytoplasma (ZP) sind aufgrund der Degranulation keine Granula vorhanden. Im Blutausstrich sind mehrere Echinozyten
(Ec) zu sehen. Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB = 10 ym.
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4216 Eosinophile Granulozyten

Die eosinophilen Granulozyten sind grof’e, runde bis ovale Zellen mit einem durchschnittlichen
Durchmesser von 13,9 uym (11,5-17,6 ym). Der Zellkern der eosinophilen Granulozyten besteht aus 2-
3 Segmenten. Die Segmente sind rundlich oder langgestreckt und oft iber schmale Chromatinbriicken
miteinander verbunden. Der Rand des Zellkerns stellt sich oft ,ausgefranst® dar. Im Zytoplasma
befinden sich bis zu 1 ym groRe, runde oder auch eckige Granula, die teilweise den Zellkern

Uberdecken. In der folgenden Tabelle werden die Ergebnisse der Farbungen zusammengefasst.

Struktur Diff-Quick Giemsa 1:11 Giemsa 1:20 \ May-Griinwald

Pappenheim

mittelblau bis
Zellkern mittelblau lla violett mittelblau violett el
violett
. . . hellrosa bis
Zytoplasma blassblau klar lila hellblau mittelblau bis lila
hellgrau
Granula rot rot dunkelrosa dunkelrosa hell-rotbraun ziegelrot

Tabelle 4.11: Ubersichtfarbungen der eosinophilen Granulozyten
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Abbildung 4.8: Ubersichtsfarbungen der eosinophilen Granulozyten

A. Diff-Quick. Der eosinophile Granulozyt zeigt einen mittelblauen, zweifach segmentierten Zellkern (ZK) und hellblaues Zytoplasma
(ZP). Die groBen, roten, teilweise quaderformigen Granula (G) sind im gesamten Zytoplasma verteilt und bedecken stellenweise den
Zellkern. Mon = Monozyt; Ly = Lymphozyt. Kaninchen, w, 6-12 Monate. SB = 10 ym.

B. Giemsa 1:11. Der eosinophile Granulozyt hat einen violetten, langgezogenen Zellkern (ZK) und rosafarbene, groRe Granula (G), die
das lilafarbene Zytoplasma (ZP) ausfiillen. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 10 pm.

C. Giemsa 1:20. Man kann im eosinophilen Granulozyten einen dreifach segmentierten Zellkern (ZK) und groRe, rote Granula (G)
erkennen. ZP = Zytoplasma. Kaninchen, w, adult. SB = 10 um.

D. May-Grinwald. Es sind ein zweifach segmentierter Zellkern (ZK), hellblaues Zytoplasma (ZP) und groRe, rote Granula (G), die den
Zellkern teilweise bedecken, zu sehen. Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

E. Pappenheim. Der eosinophile Granulozyt zeigt einen dunkelblauen Zellkern (ZK), lilafarbenes Zytoplasma (ZP) und rosafarbene,
grofRe Granula (G). Im Blutausstrich sind zudem mehrere Echinozyten (Ec) zu sehen. Kaninchen, w, 6-7 Monate. SB = 10 ym.

F. H.E. Der eosinophile Granulozyt hat einen Zellkern mit drei Segmenten, die durch feine Chromatinbriicken verbunden sind (C). Sein
Zytoplasma ist weitgehend farblos und mit grof3en, hellroten Granula (G) ausgefiillt. Kaninchen, w, 6-12 Monate. SB = 10 pm.

125



4.2 KONVENTIONELLE LICHTMIKROSKOPISCHE FARBUNGEN

4217

Basophile Granulozyten

Die basophilen Granulozyten sind runde Zellen mit einer Gréfle von durchschnittlich 13,5 ym (10,6-

16,5 ym). Sie besitzen einen oft mehrfach gelappten, plumpen Zellkern von pleomorpher Gestalt.

Dieser liegt oft exzentrisch in der Zelle. Im Zytoplasma sind kleine, kugelrunde Granula vorhanden, die

teilweise den Zellkern Uberlagern. In jedem Blutausstrich konnten basophile Granulozyten festgestellt

werden. Es zeigte sich jedoch, dass es in Abhangigkeit von der Farbung zur Degranulation (H.E.-

Farbung) oder zu einer nur sehr schwachen Anfarbung der sich in der Degranulation befindenden

Granula kommt (Diff-Quick-Farbung, Giemsa-Farbung 1:11, Giemsa-Farbung 1:20). In folgender

Tabelle sind die Ergebnisse der Ubersichtsfarbungen dargestellt.

Struktur

Zellkern
Zytoplasma

Granula

Giemsa

Diff-Quick Giemsa 1:11 ‘ 1:20 ‘ May-Griinwald Pappenheim HE
lila bis violett lila bis violett hellblau lila oder hellblau lila violett
hellblau hellblau-lila blassblau blassblau hellblau blassrosa
degranuliert, lila bis violett .
teilweise noch ) ) ) lila bis )
. dunkles lila lila oder blau bis degranuliert
lilafarbene Reste dunkelblau
dunkelblau
vorhanden

Tabelle 4.12: Ubersichtsfarbungen der basophilen Granulozyten
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Abbildung 4.9: Ubersichtsfarbungen der basophilen Granulozyten

A. Diff-Quick. Der basophile Granulozyt mit seinem plumpen, zweigelappten Zellkern (ZK) weist nur schwach angefarbte, basophile
Granula (G) auf, die teilweise degranuliert sind. ZP = Zytoplasma. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

B. Giemsa 1:11. Die basophilen Granula (G) befinden sich vor allem im Randbereich der Zelle und iberlagern den Zellkern (ZK). ZP =
Zytoplasma. Kaninchen, w, 6-12 Monate. SB = 10 ym.

C. Giemsa 1:20. Der Zellkern (ZK) des basophilen Granulozyten ist dreifach segmentiert. Im blassblauen Zytoplasma (ZP) befinden sich
einige wenige Granula (G). Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 ym.

D. May-Griinwald. Die kraftig blauen Granula (G) des basophilen Granulozyten (Pfeil) fiillen das gesamte Zytoplasma (ZP) aus und
bedecken teilweise den hellblauen Zellkern (ZK). Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB = 10 pm.

E. Pappenheim. Der basophile Granulozyt zeigt einen zweifach gelappten Zellkern (ZK), ein hellblaues Zytoplasma (ZP) und zahlreiche
lilafarbene bis violette Granula (G). Kaninche,n m, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

F. H.E. WeiRe Stellen im Zytoplasma (Pfeil) weisen auf eine Degranulation hin und zeigen die urspriingliche Lokalisation der Granula.
ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB = 10 pm.
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4.2.2 Farbung der eosinophilen Granulozyten mit Sirius Red

In der Sirius-Red-Farbung zeigen sowohl die neutrophilen als auch die eosinophilen Granulozyten
eine rosafarbene bis kraftig pinkfarbene Anfarbung der Granula. Diese Anfarbung beschrankt sich bei
den eosinophilen Granula auf die Matrix und bei den neutrophilen Granulozyten oft auf den

Randbereich der Granula. Dabei ist nicht zu erkennen, welche Granulaart der neutrophilen

Granulozyten sich anfarbt. Andere Blutzellen zeigen keine positive Reaktion. Das Zytoplasma der

Blutzellen ist stets hellgrau, der Zellkern in einem kraftigen Blau angefarbt.

Abbildung 4.10: Sirius-Red-Férbung der Blutzellen des Kaninchens

A. Der eosinophile Granulozyt weist kraftig rote Granula (G) auf. Man kann deutlich erkennen, dass sich die Anfarbung auf die Matrix der
eosinophilen Granula beschrankt (Pfeile). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 ym.

B. Der neutrophile Granulozyt (Neu) ist gut an seinem dunkelblau gefarbten Zellkern (ZK) zu erkennen. Das Zytoplasma (ZP) ist
hellgrau. Im Zytoplasma befindliche Granula (G) farben sich mit Sirius Red rosafarben an. Dabei ist bei einigen Granula eine Anfarbung
im &uReren Bereich zu erkennen (kleiner Pfeil). Oben rechts im Bild ist auRerdem ein Monozyt (Mon), der sich nicht mit Sirius Red
anfarben lasst, abgebildet. ZK = Zellkern. ZP Zytoplasma. Kaninchen, w, 6-12 Monate. SB = 10 um.

C. Der neutrophile Granulozyt zeigt eine kraftig rote Anfarbung der Granula (G) im Zytoplasma. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 6-12
Monate. SB = 10 ym.
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4.2.3 Toluidinblaufarbung der basophilen Granulozyten nach Undritz

Die basophilen Granulozyten zeigen in der Toluidinblaufarbung kraftig violette Granula. Die anderen

Blutzellen farben sich nicht an.

A

Abbildung 4.11: Toluidinblau-Férbung der basophilen Granulozyten
A. Der basophile Granulozyt ist mit seinen kraftig violetten Granula (G) gut zu differenzieren. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, adult. SB =

10 ym.
B. Der basophile Granulozyt zeigt violette Granula (G), die den blassblauen Zellkern (ZK) teilweise tGberlagern. Kaninchen, m, 1,5 Jahre.

SB =10 pm.

4.2.4 Periodic-acid-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

In der Periodic-acid-Schiff-Reaktion sind alle Blutzellen, aul3er den Erythrozyten, Lymphozyten und
Monozyten, positiv. Bei den Thrombozyten sind deutlich violette Granula zu erkennen. Die
neutrophilen und basophilen Granulozyten sind stets positiv mit einem rosa- bis lilafarbenen
Zytoplasma und violetten Granula. Diese sind oft unterhalb der Zellmembran aufgereiht und nur
vereinzelt im Zytoplasma zu sehen. Positive Reaktionsprodukte sieht man bei eosinophilen

Granulozyten vor allem im Randbereich der Zelle und intergranulér. Die Ergebnisse der PAS-Farbung

sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Reaktionsprodukte

Blutzellen PAS-Reaktion Zellkkern

Erythrozyten negativ - -
Thrombozyten positiv - hellviolette Granula im Hyalomer

Lymphozyten negativ blau -
Monozyten negativ blau -

. violette Granula vereinzelt im Zytoplasma und gehauft
Neutrophile - .
Erelen positiv blau unterhalb der Zellmembran; rosa- bis lilafarbene

Reaktionsprodukte im Zytoplasma.
Eosinophile . violette Granula intergranulér und unterhalb der
positiv blau
Granulozyten Zellmembran
Basophile Granulozyten positiv blau lila bis violette Granula

Tabelle 4.13: Ergebnisse der PAS-Farbung
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Abbildung 4.12: PAS-Farbung der Blutzellen des Kaninchens

A. Der Thrombozyt zeigt kraftig violette Granula (G) im Hyalomer. Kaninchen, m, adult. SB = 10 um.

B. Im neutrophilen Granulozyten ist eine Ansammlung von rotvioletten Granula (G) unterhalb der Zellmembran zu sehen. Sie sind auch
vereinzelt im lila- bis rosafarbenen Zytoplasma identifizierbar. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

C. Der eosinophile Granulozyt weist kraftig violette Reaktionsprodukte (RP) intergranular im Zytoplasma und unterhalb der Zellmembran
auf. Die eosinophilen Granula (G) sind negativ. ZK = Zellkern.Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

D. Im lilafarbenen Zytoplasma sind violette Granula (G) zu erkennen, die vor allem im Randbereich der Zelle eine starkere Anfarbung
zeigen. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

4.2.5 Alcianblaufarbung zum Nachweis saurer und sulfatierter Mukosubstanzen

Die Alcianblaufarbung wird zum Nachweis saurer und sulfatierter Mukosubstanzen mit verschiedenen
pH-Werten durchgefiihrt. Bei einem pH-Wert von 2,5 werden saure Mukosubstanzen, bei einem pH-
Wert von 1 sulfatierte Mukosubstanzen angefarbt. Die neutrophilen und basophilen Granulozyten
zeigen eine deutliche, granuldre Reaktion bei einem pH-Wert von 2,5. Die Thrombozyten besitzen
teilweise feine, blassblaue Reaktionsprodukte im Hyalomer. Bei einem pH-Wert von 1 ist eine
hellblaue, granuldre Reaktion bei den neutrophilen Granulozyten und eine blassblaue Reaktion im

Zytoplasma bei den basophilen Granulozyten vorhanden.
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Alcianblau Alcianblau Reaktionsprodukte
pH 2,5 pH 1 pH 1
Erythrozyten negativ negativ - - -

Reaktionsprodukte pH 2,5

Blutzellen

Thrombozyten positiv negativ - blassblaue Granula -
Lymphozyten negativ negativ rosa - -
Monozyten negativ negativ rosa - -
Neutrophile - - kraftig hellblau, granular im hellblau, granular im
positiv positiv rosa
Granulozyten gesamten Zytoplasma Zytoplasma
Eosinophile . .
negativ negativ rosa - -

Granulozyten

kraftig blau, filamentds im

Basophile ositiv ositiv rosa Zytoplasma verteilt, diffus hellblau, teilweise
Granulozyten P P teilweise den Zellkern granular im Zytoplasma
Uberlagernd

Tabelle 4.14: Ergebnisse der Alcianblaufarbung

Die Bilder sollen zunachst die Anfarbung der Blutzellen bei einem pH-Wert von 2,5 demonstrieren.

Abbildung 4.13: Alcianblaufarbung pH 2,5

A. Der neutrophile Granulozyt weist eine granuldre, hellblaue bis mittelblaue Anférbung in seinem Zytoplasma (Pfeil) auf. Die
Thrombozyten besitzen blassblaue Reaktionsprodukte im Hyalomer (kleiner Pfeil). ZK = Zellkern. Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym.

B. Hier liegt eine kraftig blaue Anfarbung der sauren Mukosubstanzen im basophilen Granulozyten vor. Diese erscheinen teilweise mehr
filamentos (f) als granular (gr). ZK = Zellkern. Kaninchen m, adult. SB = 10 ym.

In den folgenden Bildern ist Anfarbung der neutrophilen und basophilen Granulozyten bei einem pH-
Wert von 1 dargestellt. Hierbei ist auffallig, dass es beim neutrophilen Granulozyten zu einer deutlich

granuldren Reaktion im Zytoplasma kommt, wohingegen der basophile Granulozyt eine diffuse,

granulare Reaktion zeigt.
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Abbildung 4.14: Alcianblauférbung pH 1

A. Im Zytoplasma des neutrophilen Granulozyten befinden sich fein verteilte, hellblaue Granula (G). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 4,5
Jahre. SB = 10 ym.

B. Das Zytoplasma des basophilen Granulozyten ist eine blassblaue, feine Granula (G) zu sehen. Durch seinen randstandigen,
mehrfach gelappten Zellkern (ZK) ist er gut von den neutrophilen Granulozyten abgrenzbar. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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4.3 Elektronenmikroskopische Untersuchungen

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen und ihre fotografische Auswertung wurden an
Ultradunnschnitten am Zeiss Elektronenmikroskop EM 902 (ZEISS, Oberkochen) durchgefinhrt.
Abgesehen von den basophilen Granulozyten konnten alle Blutzellen im Elektronenmikroskop anhand

ihrer Ultrastruktur sicher identifiziert werden.

4.3.1 Erythrozyten

Die Erythrozyten weisen aufgrund der geringen Dicke der Schnitte in der elektronenmikroskopischen
Untersuchung unterschiedliche Form und Grofie auf. Sie liegen oft langgestreckt und napfférmig vor.
Ihre glatte Zellmembran umschlief3t ein homogen elektronendichtes Zytoplasma, dem ein Zellkern und
Zellorganellen fehlen. Zusatzlich zu ausgereiften Erythrozyten kénnen auch Erythrozytenvorlaufer mit
Zellkern in den Ultradiinnschnitten beobachtet werden. Sie haben ein niedriges Kern-Zytoplasma-
Verhaltnis. Der stark kondensierte Zellkern liegt dabei exzentrisch in der Zelle. Zudem sind im

Zytoplasma ein paar Mitochondrien zu sehen.
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Abbildung 4.15: Erythrozytenvorldufer

Der Erythrozytenvorlaufer zeigt einen exzentrisch gelegenen Zellkern (ZK) und Mitochondrien (M) im Zytoplasma. Zudem ist im
Bild auch ein Thrombozyt (THR) mit a-Granula (aG), ,dense bodies* (DB) und Glykogengranula (Gl) zu sehen. Unten am
Bildrand ist ein ausgereifter Erythrozyt (E) zu erkennen. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 2 ym.
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4.3.2 Thrombozyten

Die Thrombozyten im Blut des Kaninchens sind in den meisten Fallen oval bis rund. lhre glatte
Zellmembran zeigt oft zytoplasmatische Ausstllpungen in Form von Pseudopodien. Im Zytoplasma
kann man die grof3en, elektronendichten a-Granula mit ihrer homogenen Struktur erkennen. Die
sogenannten ,dense granules® oder ,dense bodies” sind zahlreich im Zytoplasma der Thrombozyten
vorhanden. Sie zeichnen sich durch eine vakuolendhnliche Struktur aus, die von einer Membran
umgeben ist und einen stark elektronendichten, spharischen Kérper enthalt. Im Zytoplasma befinden
sich auRerdem Glykogengranula, die teilweise aggregiert vorliegen (siehe Abbildung 4.17). Weiterhin
kdnnen Vakuolen im Zytoplasma beobachtet werden. Von den zytoskelettalen Elementen sind
Mikrotubuli auch schon ohne spezielle Anfarbung elektronenmikroskopisch sichtbar. Sie liegen im
Randbereich der Zelle und kénnen in quer angeschnittenen Thrombozyten an den polaren Enden der

Zelle identifiziert werden (siehe Abbildung 4.17).
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Abbildung 4.16: Thrombozyt |

Der Thrombozyt enthalt in seinem Zytoplasma ,dense bodies* (DB), die von einer Membran (Mm) umgeben sind und einen
elektronendichten, sphérischen Korper (EK) besitzen, elektronendichte —Granula (aG) sowie zahlreiche Vakuolen (V). Es
kénnen zudem auch einige Glykogengranula (Gl) im Zytoplasma identifiziert werden. Anschnitte des Mikrotubulus (Mt), der die
Organellen umgibt, sind auBerdem vorhanden. Der Thrombozyt hat insgesamt eine spharische Gestalt, von der sich
Pseudopodien (Ps) in die Umgebung erstrecken. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 1 pm.
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Abbildung 4.17: Zwei Thrombozyten

Im Bild sind zwei Thrombozyten (THR 1 und THR 2) zu sehen. Beide enthalten Vakuolen (V) und Ansammlungen von
Glykogengranula (Gl). Im Zytoplasma von THR 1 befinden sich aufRerdem a-Granula (aG). An den polaren Enden koénnen
Anschnitte des Mikrotubulus (Mt) identifiziert werden. THR 2 hingegen weist ,dense bodies” (DB) mit einer deutlichen Membran
und einem stark elektronendichten Einschlusskérperchen auf. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 1 ym.

4.3.3 Lymphozyten

Die Lymphozyten sind insgesamt runde Zellen, von denen sich Pseudopodien in die Umgebung
erstrecken. In grolReren Lymphozyten zeigt der Zellkern zahlreiche Einbuchtungen. Der Anteil des vor
allem im Randbereich des Zellkerns gelegenen Heterochromatins nimmt mit zunehmender Gréfe des
Lymphozyten ab. In grofleren Lymphozyten ist zudem ein Nukleolus erkennbar.

Im Zytoplasma des Lymphozyten befinden sich zahlreiche Mitochondrien, Ribosomen,
endoplasmatisches Retikulum und Vakuolen. Der Golgi-Apparat ist relativ klein und kann durch eine
Ansammlung von abschnurenden Lysosomen selten identifiziert werden.

In Lymphozyten sind auflerdem primare Lysosomen vorhanden, die einen relativ elektronendichten,
feinkdrnig-homogenen  Inhalt  besitzen und kugelférmig sind. Sekundare Lysosomen
(Heterolysosomen) sind heterogene, kugelférmige Zellorganellen, die von einer Doppelmembran

begrenzt werden. Sie kénnen in einigen Lymphozyten beobachtet werden (siehe Abbildung 4.19).
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Abbildung 4.18: Zwei Lymphozyten

Die zwei Lymphozyten zeigen einen Zellkern mit einem Nucleolus (NUC) sowie viel Euchromatin (EC) und weniger
Heterochromatin (HC). Das Zytoplasma erstreckt sich in Form von Pseudopodien (Ps) in die Umgebung. Im Zytoplasma des
rechts im Bild gelegenen Lymphozyten befinden sich Mitochondrien (M), primére Lysosomen (Lyp) und Vakuolen (V). Weiterhin
sind Anschnitte des endoplasmatischen Retikulums (ER) und Ribosomen (Ri) zu sehen. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 2 pm.
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Abbildung 4.19: Lymphozyten und Granulozyt

LY 1 = Lymphozyt 1: Im Zytoplasma des Lymphozyten sind Mitochondrien (M), Ribosomen (Ri) und priméare Lysosomen (Lyp)
erkennbar.

LY 2 = Lymphozyt 2: Der Lymphozyt hat keine Pseudopodien. Der Zellkern enthdlt viel Euchromatin (EC) und wenig
Heterochromatin (HC) im Randbereich. Ein Nucleolus (NUC) ist deutlich zu sehen. Im Zytoplasma befinden sich zahlreiche
Mitochondrien (M) vom Crista-Typ und Anschnitte des endoplasmatischen Retikulums (ER). Im Bereich des Golgi-Apparates
(GA) sind kleine Vesikel erkennbar. Weiterhin befinden sich im Zytoplasma sekundéare Lysosomen (Lys), die von einer
Membran (Mm) umgrenzt sind und einen inhomogenen Inhalt zeigen. GRAN = Granulozyt: Der Granulozyt weist zahlreiche
Mitochondrien (M) auf. LY 3 = Lymphozyt 3. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 2 pm.
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4.3.4 Monozyten

Der Monozyt ist eine insgesamt runde, je nach Anschnitt auch ovale Zelle mit wenigen Pseudopodien.
Der Zellkern ist pleomorph und enthalt viel Euchromatin. Heterochromatin ist vor allem im
Randbereich des Zellkerns lokalisiert. Teilweise kann ein Nukleolus identifiziert werden. Im
Zytoplasma kann man grof3e Mitochondrien und Querschnitte von endoplasmatischem Retikulum mit
zahlreichen Ribosomen erkennen. Letztere sind teilweise zu Polyribosomen zusammengelagert.
Zisternen des Golgi-Apparates sind zumeist gut ausgepragt. Die Granula bzw. Lysosomen im
Monozyten sind elektronendicht mit homogenem Inhalt. Es sind zudem kleinere, nicht ganz so
elektronendichte, unreife Granula vorhanden. AuBerdem kénnen Sekretvakuolen beobachtet werden.
Sehr gut kann man bei einigen Monozyten auch die innere und aulere Kernmembran (Membrana
nuclearis interna und externa) sehen, zwischen denen sich das Spatium perinucleare befindet. Uber
die Verschlussmembran der Kernporen (Diaphragma pori) steht der Zellkern mit dem Zytoplasma in

Verbindung.
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Abbildung 4.20: Monozyt |

Der Zellkern (ZK) des Monozyten ist mehrfach angeschnitten. Er enthélt viel Euchromatin (EC) und wenig Heterochromatin
(HC). Von der insgesamt runden Zelle erstrecken sich Pseudopodien (Ps) in die Umgebung. Im Zytoplasma finden sich
zahlreiche, groRe Mitochondrien (M) vom Crista-Typ. Weiterhin sind viele Anschnitte des rauen endoplasmatischen Retikulums
(rER) und zahlreiche Ribosomen, teilweise auch Polyribosomen (Pr) zu erkennen. Zisternen (Z) des Golgi-Apparates sind
aullerdem identifizierbar. Vereinzelt sind reife, elektronendichte, homogene Granula (rG) im Zytoplasma zu sehen, auBerdem
Ansammlungen von unreifen Granula (uG). Kaninchen, w, 6-12 Monate. SB = 2 ym.
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Abbildung 4.21: Monozyt Il

Der Monozyt hat einen pleomorphen Zellkern, der viel Euchromatin (EC), aber wenig Heterochromatin (HC) besitzt. Im
Zytoplasma sieht man Sekretvakuolen (V), Mitochondrien (M) und zahireiche Ribosomen. Golgi-Apparat (GA). Diaphragma pori
(Dp) = Kernporenverschlussmembran. Membrana nuclearis interna (Mni). Membrana nuclearis externa (Mne). Spatium
perinucleare (Spn). Nucleolus (NUC). Kaninchen, w, 6-12 Monate. SB = 2 ym.
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4.3.5 Neutrophile Granulozyten

Der neutrophile Granulozyt stellt sich in der Elektronenmikroskopie als runde Zelle mit segmentiertem
Zellkern dar. Dieser enthalt mehr Heterochromatin als Euchromatin, das sich vor allem im Zentrum
des Zellkerns befindet. Das Zytoplasma stilpt sich mit seinen Pseudopodien vor. Im Zytoplasma des
neutrophilen Granulozyten sind drei verschiedene Arten von Granula deutlich voneinander
abgrenzbar. Hierbei handelt es sich um die grofieren, meist ovalen, elektronendichteren primaren
Granula, um die zahlreicheren, sekunddren Granula und einige wenige, kleine, sehr stark
elektronendichte, tertiare Granula. Die sekunddren Granula sind meist rundlich (siehe Abbildung
4.22). Primare und sekundare Granula sind oft auch elliptisch oder langlich. Einige sekundare Granula
weisen eine Extraktion ihres Inhalts auf. Die tertidren Granula sind sehr klein und elektronendicht,
kénnen jedoch von den zahlreichen Glykogenpartikeln anhand ihrer Gro3e unterschieden werden. Im
Zytoplasma sind auflerdem Mitochondrien und endoplasmatisches Retikulum, selten Anschnitte des

Golgi-Apparates, zu sehen.

143



4.3 ELEKTRONENMIKROSKOPISCHE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 4.22: Neutrophiler Granulozyt |

Der Zellkern des neutrophilen Granulozyten enthélt viel Heterochromatin (HC) und wenig Euchromatin (EC). Von seinem
Zytoplasma erstrecken sich Pseudopodien (Ps) in die Umgebung. Im Zytoplasma befinden sich wenige stark elektronendichte,
primare Granula (pG). Sie sind elliptisch, teilweise auch von langlicher Form. Sekundare Granula (sG) sind zahlreich vertreten
und zeigen auch langliche Formen (IsG). Tertidre Granula (tG) kénnen auch beobachtet werden. Weiterhin sind im Zytoplasma
Glykogenpartikel (Gl), Mitochondrien (M) und Anschnitte des endoplasmatischen Retikulums (ER) zu sehen. V = Vakuole.
Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 1 ym.
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Abbildung 4.23: Neutrophiler Granulozyt II

Der neutrophile Granulozyt hat einen vielfach gelappten Zellkern (ZK) mit wenig Euchromatin (EC) und viel Heterochromatin
(HC). Im Zytoplasma befinden sich groRRe, elektronendichte, primare Granula (pG) von runder oder langlicher Gestalt. Die
sekundaren Granula (sG) sind zahlreicher und weniger elektronendicht. Zudem sind auch sekundéare Granula mit einer
Extraktion ihres Inhalts (esG) zu sehen. Tertidre Granula (tG) und Mitochondrien (M) sind auRerdem vorhanden. Im Zytoplasma
ist zudem die Golgi-Apparat (GA) gut zu erkennen. Von diesem schniren sich kleine Vesikel (kleine Pfeile) ab. Glykogen (Gl).
Kaninchen, w, 6-12 Monate. SB =2 ym.
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4.3.6 Eosinophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten sind groRe, runde Zellen mit einer glatten Zellmembran und wenigen
Pseudopodien. Der zweigelappte Zellkern ist in zwei gleichmaRig ovale Kernsegmente aufgeteilt. Im
Gegensatz zum neutrophilen Granulozyten enthalt er mehr Euchromatin, das zentral im Zellkern liegt.
Im Zytoplasma kann man die grof3en, sekundéaren Granula deutlich erkennen. Sie zeichnen sich durch
ihre homogene Struktur von hoher Elekironendichte und ihre teilweise backsteinférmige oder
spitzovale Form aus. Im Zytoplasma befinden sich einige Mitochondrien, endoplasmatisches

Retikulum, Anschnitte des Golgi-Apparates und Glykogenpartikel.
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Abbildung 4.24: Eosinophiler Granulozyt

Der eosinophile Granulozyt hat eine glatte Zellmembran. Pseudopodien (Ps) erstrecken sich in die Umgebung. Der Zellkern
enthalt viel Heterochromatin (HC) und weniger Euchromatin (EC) im Inneren. Im Zytoplasma liegen die homogen
elektronendichten, teilweise backsteinformigen, eosinophilen Granula (eG). Ein gut ausgeprégter Golgi-Apparat (GA),
endoplasmatisches Retikulum (ER) und Mitochondrien (M) sind auRerdem vorhanden. Diaphragma pori (Dp) =
Kernporenverschlussmembran. Membrana nuclearis interna (Mni). Membrana nuclearis externa (Mne). Spatium perinucleare
(Spn). Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 2 ym.
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4.4 Enzymhistochemische Untersuchungen

Die Auswertung der enzymhistochemischen Farbungen erfolgte mit dem Lichtmikroskop ,Aristoplan®
von der Firma Leitz (LEITZ, Wetzlar). Die Fotoaufnahmen wurden mit einer daran gekoppelten Canon-

Powershot-A95-Digitalkamera erstellt.

441 Nachweis der Peroxidase

Eine positive Reaktion zeigte sich in allen Blutausstrichen bei neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten. Dabei fiel die Starke der Reaktion in ein- und demselben Blutausstrich bei den
einzelnen neutrophilen Granulozyten etwas unterschiedlich aus, war jedoch stets positiv. Bei den
eosinophilen Granulozyten war zu sehen, dass die schwarze Anférbung vor allem in der Matrix der

eosinophilen Granula lokalisiert war. Bei den neutrophilen Granulozyten farbten sich die Granula

schwarz an.

Blutzellen Enzymaktivitét Art der Anfarbung Lokalisation
Erythrozyten negativ - -
Thrombozyten negativ - -
Lymphozyten negativ - -
Monozyten negativ - -
Neutrophile Granulozyten positiv schwarz granuldr im Zytoplasma
Eosinophile Granulozyten positiv schwarz Matrix dce;:::j:ophllen

Basophile Granulozyten negativ - -

Tabelle 4.15: Aktivitat der Peroxidase in den Blutzellen des Kaninchens

148



4. ERGEBNISSE

Abbildung 4.25: Aktivitat der Peroxidase in den Blutzellen des Kaninchens
A. Der neutrophile Granulozyt zeigt schwarze Peroxidase-positive Granula (G), die im ganzen Zytoplasma (ZP) verteilt sind. ZK
= Zellkern. Kaninchen, w, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.
B. Eosinophiler Granulozyt. Eine deutlich positive Reaktion ist in den eosinophilen Granula (G), vor allem in ihrer Matrix, zu
sehen. Im oberen Teil des Bildes ist ein negativer Lymphozyt zu erkennen. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 1,5 Jahre. SB = 10 pm.
C. Der basophile Granulozyt ist Peroxidase-negativ. ZK = Zellkern. ZP = Zytoplasma. Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym

4.4.2 Nachweis der sauren Phosphatase

Abgesehen von den Erythrozyten und basophilen Granulozyten zeigten die Blutzellen des Kaninchens

in allen Blutausstrichen eine positive Reaktion.

Blutzellen
Erythrozyten’

Thrombozyten
Lymphozyten

Monozyten
Neutrophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten

Basophile Granulozyten

Enzymaktivitét Art der Anfarbung Lokalisation
negativ - -
positiv rétlich im Hyalomer
positiv orange bis leuchtend rot fokal im Zytoplasma
positiv orangerot fokal im Zytoplasma

. ranular im Zytoplasma

positiv orangerot 9 ve lte)illt P
positiv orangerot im Zytoplasma verteilt
negativ - -

Tabelle 4.16: Aktivitdt der sauren Phosphatase in den Blutzellen des Kaninchens

1 Erythrozytenvorlaufer mit Zellkern weisen im Zytoplasma rétliche Reaktionsprodukte auf.
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Im Gegensatz zu den reifen Erythrozyten wiesen Erythrozytenvorldufer mit Zellkern eine positive,
fokale Reaktion auf (siehe Abbildung 4.26). Positive Retikulozyten konnten in keinem der
Blutausstriche identifiziert werden. Die Thrombozyten reagierten im Hyalomer fokal positiv (siehe
Abbildung 4.26). Auch die Lymphozyten hatten kraftig gefarbte, umschriebene Reaktionsprodukte im
Zytoplasma (siehe Abbildung 4.26). Monozyten waren in allen Blutausstrichen stets positiv, mit einer
starken granuldren Reaktion (siehe Abbildung 4.26). Mit Hilfe des Nachweises der sauren
Phosphatase konnte man aullerdem die verschiedenen Granulozytentypen gut voneinander
unterscheiden (siehe Abbildung 4.27). Die beim neutrophilen Granulozyten feinen, granuldren
Reaktionsprodukte unterschieden sich in ihrer Anfarbung deutlich von den Reaktionsprodukten der
eosinophilen Granulozyten, die vor allem intergranulédr auftraten. Der basophile Granulozyt war

hingegen negativ.

Abbildung 4.26: Saure Phosphatase — Normoblast, Thrombozyten, Lymphozyt, Monozyt

A. Im Zytoplasma (ZP) des Normoblasten befinden sich fokale Reaktionsprodukte (RP). ZK = Zellkern. Kaninchen, m, adult. SB
=10 pm.

B. Die Thrombozyten zeigen eine fokale, positive Reaktion (Pfeile). Kaninchen, m, 4,5 Jahre. SB = 10 ym.

C. Beim Lymphozyten sind mehrere fokale, dunkelrote Reaktionsprodukte (RP) im Zytoplasma (ZP) zu sehen. ZK = Zellkern.
Kaninchen, m, adult, SB = 10 ym.

D. Der Monozyt hat in seinem Zytoplasma (ZP) kraftig hellrote, granulare Reaktionsprodukte (RP). ZK = Zellkern. Kaninchen, m,
4,5 Jahre. SB = 10 um.
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Abbildung 4.27: Saure Phosphatase — Granulozyten

A. Der neutrophile Granulozyt hat kraftig rote Reaktionsprodukte im Zytoplasma (Pfeil). Die Erythrozyten (ERY) im Blutausstrich
sind negativ. Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym.

B. Der eosinophile Granulozyt zeigt kraftig hellrote Reaktionsprodukte (Pfeil), die eher intergranular als in den eosinophilen
Granula (G) lokalisiert zu sein scheinen. Kaninchen, w, 1,5 Jahre. SB = 10 um.

C. Beim basophilen Granulozyten, der gut an seinem plumpen Zellkern (Zk) zu erkennen ist, ist keine positive Reaktion
festzustellen. Kaninchen, m, adult. SB = 10 um.
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4.4.3 Nachweis der alkalischen Phosphatase

Beim Nachweis der alkalischen Phosphatase waren nur die neutrophilen Granulozyten positiv. Bei
dieser Farbung kam es, wie bei dem Nachweis der Peroxidase, zu einer unterschiedlich starken
Reaktion der neutrophilen Granulozyten in demselben Blutausstrich. Diese reichte von negativ Gber
schwach positiv bis stark positiv. Dabei waren die Reaktionsprodukte hauptsachlich im Zytoplasma

lokalisiert und teilweise den Zellkern tiberdeckend verteilt.

Blutzellen Enzymaktivitét Art der Anfarbung
Erythrozyten

Lokalisation

Thrombozyten negativ -
Lymphozyten negativ - -

Monozyten negativ -

Neutrophile Granulozyten positiv braun granulér im Zytoplasma
Eosinophile Granulozyten negativ - -

Basophile Granulozyten negativ -

Abbildung 4.28: Aktivitat der alkalischen Phosphatase in den Blutzellen des Kaninchens

A. Im Zytoplasma des linken neutrophilen Granulozyten ist eine stark positive , bréaunliche Reaktion zu erkennen (groRer Pfeil),
wohingegen der neutrophile Granulozyt, rechts im Bild, nur eine sehr schwache Reaktion zeigt (kleiner Pfeil). Im Blutausstrich
sind aufRerdem Akanthozyten (Ak) vorhanden. Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 pm.

B. Die zwei neutrophilen Granulozyten sind stark positiv (Pfeil). Die mittelblau angefarbten Zellkerne (ZK) werden stellenweise
von den braunen Reaktionsprodukten Uberlagert. Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym.
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444 Nachweis der Naphthol-AS-Acetat-Esterase nach Loéffler (1961)

Beim Nachweis der Naphthol-AS-Acetat-Esterase zeigten alle Blutzellen, auf’er den Erythrozyten,

eine positive Reaktion. Lediglich die Retikulozyten wiesen blaue Reaktionsprodukte im Zytoplasma

auf. Aufgrund der Kernfarbung mit Hamalaun waren die blauen Reaktionsprodukte in den Blutzellen

teilweise schwer zu identifizieren. Es konnten jedoch in jedem Blutausstrich Zellen mit deutlich

positiven Reaktionen gefunden werden.

Blutzellen Enzymaktivitat Art der Anfarbung

Erythrozyten’ negativ -

Lokalisation

Thrombozyten positiv blau

granular im Hyalomer

Lymphozyten positiv blau

fokal im Zytoplasma

Monozyten positiv blau

granular im Zytoplasma

Neutrophile Granulozyten positiv blau

granular im Zytoplasma

Eosinophile Granulozyten positiv blau

granular im Zytoplasma

Basophile Granulozyten positiv blau

granuldr im Zytoplasma

Tabelle 4.18: Aktivitat der Naphthol-AS-Acetat-Esterase in den Blutzellen des Kaninchens
TAktivitat jedoch in Retikulozyten.
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e i i e,

Abbildung 4.29: Aktivitét der Naphthol-AS-Acetat-Esterase in den Blutzellen des Kaninchens

A. Die Erythrozyten (ERY) sind negativ. Die Retikulozyten, deren Zytoplasma sich insgesamt dunkler anférbt, zeigen jedoch
Stellen positiver Reaktion (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

B. In den Thrombozyten ist eine kraftig blaue, granuldre Reaktion vorhanden (Pfeil), die sich im Hyalomer (kleiner Pfeil)
befindet. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

C. Der neutrophile Granulozyt zeigt feine granuldre Reaktionsprodukte im Zytoplasma (Pfeil). ZK = Zellkern. Kaninchen, m,
adult. SB = 10 pm.

D. Der eosinophile Granulozyt unten im Bild ist gut an seinen grofRen, enzymnegativen Granula (G) zu erkennen. Positive
Reaktionsprodukte sind intergranular (Pfeil) zu sehen. Im Zytoplasma des Lymphozyten befinden sich groRe, stark positive
Reaktionsprodukte (ggRP) und feinere, granulare Reaktionsprodukte (fgRP). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 um

E. Der basophile Granulozyt hat einen plumpen und leicht exzentrisch gelegenen Zellkern (ZK), der von deutlich positiven,
granularen Reaktionsprodukten (Pfeil) Uberlagert wird. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

F. Der Monozyt enthdlt deutlich positive, granuldre Reaktionsprodukte (Pfeil) im Zytoplasma, die teilweise den Zellkern
Uberlagern (ZK). Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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445 Nachweis der a-Naphthyl-Acetat-Esterase nach Loffler (1961)

Beim Nachweis der a-Naphthyl-Acetat-Esterase kam es in allen Blutausstrichen wahrend der

Inkubation stellenweise zu einer Prazipitation des Farbstoffes. Trotzdem konnten in jedem Ausstrich

positive Blutzellen identifiziert werden. Braunrote Reaktionsprodukte zeigten die Thrombozyten,

Lymphozyten, Monozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten. Teilweise waren die Zellkerne

der Blutzellen so stark von Reaktionsprodukten Uberlagert, dass eine eindeutige Identifizierung nicht

moglich war. Bei den Lymphozyten und eosinophilen Granulozyten konnten auch negative Zellen

beobachtet werden. In keinem Blutausstrich wurde ein positiver basophiler Granulozyt beobachtet. In

der folgenden Tabelle sind die Ergebnisse zusammengefasst.

Blutzellen
Erythrozyten
Thrombozyten
Lymphozyten

Monozyten

Neutrophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten
Basophile Granulozyten

Enzymaktivitét Art der Anfarbung Lokalisation
negativ - -
positiv braunrot oder violett granular im Hyalomer
positiv/negativ braunrot bis violett granular im gesamten Zytoplasma
- . im gesamten Zytoplasma, verstarkt am
t b t bis dunkelrot
positiv raunrot bis dunkelro Einschnitt des Zellkerns
- granulér im gesamten Zytoplasma den
t b t
positv raunro Zellkern teilweise tberdeckend
positiv/negativ braunrot im Zytoplasma
negativ - -

Tabelle 4.19: Aktivitat der a-Naphthyl-Acetat-Esterase in den Blutzellen des Kaninchens

In den folgenden Bildern werden Blutzellen gezeigt, bei denen die Reaktion teilweise nicht so stark

ausgefallen ist, sodass eine sichere Differenzierung der Blutzellen moglich war.
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Abbildung 4.30: Aktivitat der aNaphthyl-Acetat-Esterase in den Blutzellen des Kaninchens

A. Die Thrombozyten zeigen eine deutlich positive, granuldre Reaktion (Pfeil). Kaninchen, w, 1,5 Jahre. SB = 10 pm.

B. Im gesamten Zytoplasma der Lymphozyten sind violettrote, granuldre Reaktionsprodukte zu erkennen (Pfeil). ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, 1,5 Jahre. SB = 10 um.

C. Die Reaktionsprodukte im Monozyten sind zum einen granulér (gRP), zum anderen ist im Bereich der Einkerbung des
Zellkerns eine verstérkte, flachige Ablagerung von Reaktionsprodukten zu erkennen (fRP). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 1,5
Jahre. SB = 10 ym.

D. Der neutrophile Granulozyt weist wenig braunrote Reaktionsprodukte (RP) im Zyoplasma (ZP) auf. ZK = Zellkern. Kaninchen,
w, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

E. Der eosinophile Granulozyt zeigt nur wenig Reaktionsprodukte (RP). ZP = Zytoplasma. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult.
SB =10 um.

F. Der basophile Granulozyt ist negativ. Sein Zellkern (ZK) ist plump und liegt exzentrisch in der Zelle. ZP = Zytoplasma.
Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym.
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446 Nachweis der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase

nach Moloney u. Mitarbeiter (1960)

Beim Nachweis der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase kam es bei Verwendung des Michaelis-
Barbital-Natrium-Puffers zur Ausfallung der Substrat-Farbstoffverbindung, sodass keine Bindung an
die Blutzellen erfolgte. Alternativ wurde daraufhin die Farbung erneut mit PBS-Puffer durchgefiihrt.
Hier zeigten sich positive Reaktionen bei einem pH-Wert von 6,5 und 7,4. Deutlich positive
Reaktionen waren bei der Kombination von Hamalaun und Fast Blue (pH 6,5) sowie bei Kernechtrot
und Fast Blue bei einem pH-Wert von 7,4 zu sehen. Die Anfarbung mit Kernechtrot bei einem pH-Wert

von 6,5 war sehr viel schwacher als bei pH 7,4, sodass nur letztere fiir die Auswertung berlcksichtigt

wird.

Enzymaktivitét Kernfarbung Art der Anfarbung
(Kernechtrot) (Fast Blue BB)
Erythrozyten - - - -

Blutzellen Lokalisation

Thrombozyten positiv - blassblau fokal im Hyalomer
Lymphozyten negativ blassrosa - -
Monozyten negativ blassrosa - -
Bri
Neutrophile Granulozyten positiv blassrosa kraftig hellblau granuiarim
Zytoplasma

Eosinophile Granulozyten negativ blassrosa - -
Basophile Granulozyten negativ blassrosa - -

Abbildung 4.31: Aktivitat der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase bei einem pH-Wert von 7,4

A. Der neutrophile Granulozyt zeigt granulare Reaktionsprodukte (Pfeil) im Zytoplasma (ZP). In den Thrombozyten sind auch
granulare, jedoch schwacher angefarbte Reaktionsprodukte im Hyalomer zu sehen (kleiner Pfeil). ZK = Zellkern. Kaninchen, w,
adult. SB = 10 ym.

B. Der neutrophile Granulozyt weist zahlreiche Chloracetat-Esterase-positive Granula (Pfeil) in seinem Zytoplasma auf. ZK =
Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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Blutzellen

Erythrozyten
Thrombozyten
Lymphozyten
Monozyten

Neutrophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten
Basophile Granulozyten

Enzymaktivitét

pH 6,5

Kernfarbung
(Hamalaun)

Art der Anfarbung
(Fast Blue BB)

Lokalisation

positiv - blau feine Granula
negativ/positiv blau braun/blau feine Granula
negativ blau - -
positiv blau braun/blau granular im
Zytoplasma
negativ blau - -
negativ blau - -

Abbildung 4.32: Aktivitat der Chloracetat-Esterase in den Blutzellen des Kaninchens bei pH 6,5
A. Im Hyalomer des Thrombozyten sind granulére Reaktionsprodukte (Pfeil) zu sehen. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

B. Feine granuldre Reaktionsprodukte sind im Lymphozyten im Zytoplasma verteilt (Pfeil). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult.
SB =10 uym.
C. Der neutrophile Granulozyt zeigt deutliche, braune Granula in seinem Zytoplasma (Pfeil). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult.
SB =10 um.
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4.4.7 Nachweis der B-Glucuronidase

Die Reaktion der Blutzellen beim Nachweis der B-Glucuronidase fiel sehr unterschiedlich aus. Die
Erythrozyten waren stets negativ, Thrombozyten stets schwach positiv. Die Lymphozyten hingegen
waren, abhangig von der Lokalisation im Blutausstrich und der Blutprobe, positiv oder negativ. Dies
konnte auch bei den neutrophilen Granulozyten beobachtet werden. Stets positiv hingegen waren die
eosinophilen Granulozyten mit teilweise kraftig roten Granula. Die basophilen Granulozyten zeigten,
wie auch die neutrophilen Granulozyten, nur eine schwach positive Reaktion im Zytoplasma. Die
starkste Reaktion von allen Blutzellen war bei den Monozyten zu sehen. Sie wiesen ein kréftig rot

angefarbtes Zytoplasma und teilweise auch dunkelrot angefarbte Granula auf.

Blutzellen Enzymaktivitat Art der Anféarbung Lokalisation
Erythrozyten’ negativ - -

Thrombozyten schwach positiv blassrot granulér im Hyalomer

Lymphozyten positiv/negativ rot bis rosa fokal oder granular

leuchtend rot bis

Monozyten stark positiv dunkelrot granular und im Zytoplasma
Neutrophile Granulozyten schwach positiv/negativ rosa Zytoplasma
Eosinophile Granulozyten stark positiv rot eosinophile Granula
Basophile Granulozyten schwach positiv helles Orange Zytoplasma

Tabelle 4.22: Aktivitat der B-Glucuronidase in den Blutzellen des Kaninchens

In den Retikulozyten ist rotes Reaktionsprodukt im Zytoplasma zu sehen.
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Abbildung 4.33: Aktivitat der B-Glucuronidase in den Blutzellen des Kaninchens

A. In den Thrombozyten sind feine, blassrote Granula zu erkennen (Pfeile). Kaninchen, w, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

B. Im Lymphozyten befinden sich im Zytoplasma granulare Reaktionsprodukte (Pfeile).ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB =
10 ym.

C. Positive, granulare Reaktionsprodukte (Pfeil) sind im Zytoplasma des Monozyten vor allem in Zellkernndhe bzw. liberdecken
teilweise den Zellkern (ZK). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

D. Eine diffuse, blassrote Reaktion (Pfeil) ist im Zytoplasma des neutrophilen Granulozyten vorhanden. ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Die Granula (G) des eosinophilen Granulozyten zeigen eine stark positive Reaktion. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB =
10 ym.

F. Links im Bild ist ein basophiler Granulozyt mit einer diffusen Anfarbung des Zytoplasmas zu sehen (Pfeil). Der rechts davon
gelegene kleine Monozyt hat viele, stark positive, granuldre Reaktionsprodukte im Zytoplasma (gRP). Der oberhalb des
basophilen Granulozyten gelegene Retikulozyt weist rétliche Reaktionsprodukte im Zytoplasma auf (kleiner Pfeil). ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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4.5 Glykohistochemische Untersuchungen

Im Folgenden werden in den Tabellen die Ergebnisse der Untersuchung fixierter Blutausstriche in
Schwarz und unfixierter Blutausstriche in Rot in Tabellen angezeigt. Dabei wird die Starke der
Fluoreszenz in eine negative (0), unspezifische (+/-), schwach positive (1+), eine deutlich bzw. mittlere
positive (2+) und eine stark positive (3+) Reaktion eingeteilt. Die Auswertung der Blutausstriche
erfolgte an einem Fluoreszenzmikroskop (Dialux 20) der Firma Leitz, Wetzlar. Die Fotoaufnahmen
wurden zum einen an diesem Mikroskop mit der Progress®CF-cool Kamera (JENOPTIK, Jena), zum
anderen an dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop CLSM 510 Meta (ZEISS, Oberkochen)

aufgenommen.

4.5.1 Glukose- und Mannose-spezifische Lektine

4511 Bindung von Concanavalin Agglutinin

In den meisten unfixierten und fixierten Blutausstrichen konnte eine Bindung von Con A-FITC an die
Erythrozyten-Membran festgestellt werden (siehe hierzu auch Tabelle 4.23). Eine Bindung von Con A
im Zytoplasma war nicht vorhanden. In einem unfixierten Blutausstrich konnte ein Normoblast
identifiziert werden, der eine mittlere positive Fluoreszenz der Membran und eine Aufhellung des
Zytoplasmas aufwies. Bei den Thrombozyten zeigte sich eine schwach bis deutlich positive Anfarbung
des Zytoplasmas, bei einigen auch eine sehr starke Reaktion des Granulomers. In fast allen
Ausstrichen erfolgte eine Bindung von Con A im Hyalomer der Thrombozyten, wohingegen in nur
wenigen Thrombozyten eine schwache bis mittlere Fluoreszenz an der Zellmembran vorhanden war.
In fixierten Blutausstrichen hatten die Lymphozyten meist eine stark positive, umschriebene
Fluoreszenz im Zytoplasma, wohingegen in unfixierten Blutausstrichen stets eine Bindung an die
Zellmembran der Lymphozyten erfolgte und weniger im Zytoplasma. Bei allen neutrophilen
Granulozyten fand eine stark positive Bindung von Con A an die Granula statt. Desweiteren war das
Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten stets positiv, jedoch immer schwécher als die Granula. Bei
lediglich ca. 20 % der neutrophilen Granulozyten konnte in fixierten Blutausstrichen eine Bindung an
die Zellmembran beobachtet werden, bei unfixierten war tiber die Halfte positiv. Bei den eosinophilen
Granulozyten war keine Bindung von Con A im Zytoplasma zu sehen, sondern vor allem an die
Granula und zu ca. 50 % in fixierten Blutausstrichen auch an die Zellmembran. Im Gegensatz dazu
war das Zytoplasma der basophilen Granulozyten bei ca. der Halfte positiv, wohingegen die

Zellmembran sich weitestgehend negativ zeigte. Die Granula waren mit beiden Fixationsmethoden
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stets stark positiv. Bei den Monozyten konnte keine spezifische Bindung an die Zellmembran

nachgewiesen werden. In fixierten Blutausstrichen band Con A-FITC in vielen Fallen im Zytoplasma,

wohingegen in luftgetrockneten Blutausstrichen keine Bindung von Con A im Zytoplasma erfolgte. In

allen Blutausstrichen ist zusatzlich eine starke Hintergrundfarbung vorhanden.

Starke der Reaktion

Prozentualer Anteil der
positiven Strukturen

Erythrozyten
Membran 14,28 % 7,14 % 35,71 % 42,85 % 85,71 %
100 % 100 %
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0%
Thrombozyten
Zytoplasma ?(7)01:1/% 28,57 % 14,28 % 183 :;0
0 (]
Granulomer 64,29 % 7,14 % 28,57 % 35,71 %
100 % 100 %
Lymphozyten
Membran 78,57 % 14,28 % 7,14 % 21,42 %
33,33 % 66,67 % 100 %
Zytoplasma 7,14 % 50 % 28,57 % 14,28 % 92,86 %
66,67 % 33,33 % 33,33 %

Neutrophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten

Membran 78,57 % 7,14 % 21,42 %
33,33 % 66,67 % 66,67 %
Granula 100 % 100 %
100 % 100 %
Zytoplasma 7,14 % 28,57 % 64,29 % 64,29 %
33,33 % 33,33 % 33,33 % 66,67 %

Basophile Granulozyten

Membran ;1204?/% 9,09 % 18,18 % 27,27 % 21}54 %
() (]
Granula 9,09 % 27,27 % 63,64 % 90,9 %
100 % 100 %
Zytoplasma 90,91 % 9,09 % 9,09 %
100 % 0%

Vembran 81,81 % 9,09 % 9,09 % 18,18 %
33,33 % 3333% |3333% | 66,67 %
ol 9,09 % 90,9 % 100 %
100 % 100 %
S tonaema 36,36 % 1818% | 4545 % 63,64 %
ylop 66,67 % 3333% |33.33%
Membran 92,3 % 7,69 % 7,69 %
66,67 % 33,33 % 33,33 %
Zytoplasma 23.08% | 7.69% 4615%  |1538% | 7.69% 69,23 %
100 % 0%
Vakuoren 7.69% 7.69% 8462%  |923%
100 % 100 %

Tabelle 4.23: Auswertung der Bindung von Con A-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.

-_—
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4. ERGEBNISSE

Abbildung 4.34: Bindung von Con A-FITC an die Blutzellen des Kaninchens |

A. Erythrozyten und Thrombozyten, Methanol-fixiert. Die Zellmembran (ZM) der Erythrozyten sowie das Granulomer (Gr) der
Thrombozyten sind stark positiv. Das Hyalomer (H) der Thrombozyten ist schwach positiv. Kaninchen, m, 12-14 Wochen. SB = 10 ym.
B. Erythrozyten und Normoblast, unfixiert. Die Erythrozyten zeigen eine stark positive Reaktion ihrer Zellmembran. Die Zellmembran
(ZM) und das Zytoplasma (ZP) des Normoblasten, der anhand seines exzentrisch gelegenen Zellkerns gut zu erkennen ist, sind stark
positiv. Zellkern (ZK). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Lymphozyten und neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die drei Lymphozyten (1, 2, 3) zeigen unterschiedlich starke Reaktionen.
Bei Lymphozyt 3 ist das gesamte Zytoplasma (ZP) stark positiv, wohingegen die anderen beiden Lymphozyten nur eine fokale, 3+-
positive Fluoreszenz (kleine Pfeile) im Zytoplasma zeigen. Zellkern (ZK). Zudem befindet sich oben links im Bild zusatzlich ein
neutrophiler Granulozyt (Neu) mit starker Fluoreszenz der Granula (Pfeile). Kaninchen, m, 12-14 Wochen. SB = 10 ym.

D. Lymphozyt und Retikulozyten, unfixiert. In der Mitte des Bildes ist ein Lymphozyt (Ly) zu sehen, dessen Zellmembran (ZM) und
Anteile im Zytoplasma (ZP) stark positiv sind. Zudem sind in dem Ausstrich zwei Retikulozyten (R), die an ihrem fehlenden Zellkern und
fokaler, starker Fluoreszenz im Zytoplasma (kleine Pfeile) zu erkennen sind. Ihre Zellmembran (ZM) ist auch stark fluoreszierend.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Monozyt, Methanol-fixiert. Eine starke Fluoreszenz ist im Zytoplasma (Pfeil) vorhanden. Kaninchen, m, 12-14 Wochen. SB = 10 ym.
F. Monozyt, unfixiert. Eine starke Fluoreszenz ist im Zytoplasma zu sehen (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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Abbildung 4.35: Bindung von Con A-FITC an die Blutzellen des Kaninchens Il

A. Neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB = 10 pm.

B. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Es ist eine starke Fluoreszenz der Granula (G) und eine schwache Fluoreszenz des Zytoplasmas
(ZP) zu sehen. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Eosinophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die Zellmembran (ZM) und die Granula (G) zeigen eine Fluoreszenz. ZK = Zellkern.
Kaninchen, m, 12-14 Wochen. SB = 10 ym.

D. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Die eosinophilen Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

E. Basophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Der basophile Granulozyt weist einen dreifach gelappten Zellkern (ZK) und eine starke
Fluoreszenz der basophilen Granula (G) auf. Kaninchen, w, 4,5 Jahre. SB = 10 um.

F. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Im schwach positiven Zytoplasma (ZP) liegen die basophilen Granula (G), die eine starke
Fluoreszenz zeigen. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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451.2 Bindung von Lens culinaris Agglutinin

Die Bindung von LCA-FITC an die Erythrozyten zeigte sich sehr unterschiedlich bei fixierten und
unfixierten Ausstrichen (siehe hierzu auch Tabelle 4.24.). Bei fixierten Blutausstrichen war die
Zellmembran der Erythrozyten vor allem negativ, wohingegen sie bei unfixierten Ausstrichen stets
schwach bis stark positiv war. Auch bei den Thrombozyten konnte ein wesentlicher Unterschied
zwischen fixierten und unfixierten Blutausstrichen festgestellt werden, da bei letzteren sowohl im
Zytoplasma als auch im Granulomer eine eindeutig positive Reaktion zu finden war. Ausgepragte,
positive, fokale Fluoreszenzen befanden sich bei Lymphozyten fixierter und unfixierter Ausstriche im
Zytoplasma. Die Zellmembran der Lymphozyten farbte sich bei 50 % der Zellen an. Bei den
Granulozyten ist ein relativ klares Bild zu erkennen. Die Granula sind meist stark positiv, wohingegen
das Zytoplasma und die Zellmembran oft negativ sind. Auch bei den Monozyten wurden Unterschiede
in der Anfarbung zwischen fixierten und unfixierten Blutausstrichen sichtbar. In fixierten Ausstrichen
war bei wenigen Monozyten die Zellmembran LCA-positiv. Im Gegensatz dazu war die Zellmembran
der Monozyten in den unfixierten Ausstrichen stets deutlich positiv. Zudem sind im Uberwiegenden

Teil der Blutausstriche das Zytoplasma negativ und die im Zytoplasma vorhandenen Vakuolen positiv.
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Erythrozyten

Starke der Reaktion

0

64,28 %

14,29 %

21,42 %

Prozentualer Anteil der
positiven Strukturren

21,42 %

Thrombozyten

Membran 100 %
Zvioplasma 78,57 % 21,42 % 0 %
yiop 100 % 0%

57,14 % 42,86 % 42,86 %
Zytoplasma 100 % 100 %
Granulomer 57,14 % 714 % 3571 % 42,86 %
100 % 100 %
Membran 50 % 21,42 % 714 % 21,42 % 50 %
33,33 % 33,33 % 33,33 % 66,67 %
Zytoplasma 42,86 % 14,29 % 28,57 % 714 % 35,71 %2
66,67 % 33,33 % 100 %3
100 % 0%
Membran 66,67 % 33,33 % 33,33 %
Grania R b o
0 0
Zytoplasma ?8(;%;/ 21,42 % 21,42 % 714 % g(l/%
(] 0
Membran 100 % 0%
66,67 % 33,33 % 33,33 %
Granula 11,11 % 44,44 % 44,44 % 100 %
100 % 100 %
100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0 %
Membran 100 % 0%
Granula 7,69 % 38,46 % 53,85 % 100 %
100 % 100 %
Zytoplasma 613202:’; % 23,08 % 7,69 % 2(37}77 %
0 (]
Membran 76,92 % 15,38 % 7,69 % 23,08 %
100 % 100 %
Zytoplasma :gogf/% 7,69 % 7,69 % 7,69 % 2)50,/38 %
0 (]
Vakuolen 30,77 % 15,38 % 23,08 % 30,77 % 69,23 %
100 % 100 %

Tabelle 4.24: Auswertung der Bindung von LCA-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.
"In unfixierten Blutausstrichen zeigten die Erythrozyten eine positive Reaktion von 1+ bis 3+.
2Bei ca. 35 % der Lymphozyten in fixierten Blutausstrichen kam es fokal im Zytoplasma zu einer Fluoreszenz von 3+, bei ca.
20% der Lymphozyten in fixierten Blutausstrichen von 2+.

3In allen unfixierten Blutausstrichen kam es in den Lymphozyten fokal zu einer 3+-positiven Reaktion.
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Abbildung 4.36: Bindung von LCA-FITC an die Blutzellen des Kaninchens |

A. Erythrozyten und Thrombozyten, Methanol-fixiert. Die Zellmembran (ZM) der Erythrozyten ist schwach positiv. In den Thrombozyten
zeigt das Granulomer (Gr) eine stark positive Fluoreszenz, wohingegen sich das Hyalomer (H) nur schwach anfarbte. Kaninchen, m, 6-7
Monate. SB = 10 ym.

B. Erythrozyten und Thrombozyten, unfixiert. Die Zellmembran der Erythrozyten ist deutlich positiv (kleine Pfeile). In den Thrombozyten
ist das Granulomer (Gr) durch seine stark positive Reaktion gut zu erkennen. Das Hyalomer (H) ist hingegen schwach positiv.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Lymphozyten, Methanol-fixiert. Es sind stark positive, umschriebene, fluoreszierende Areale (Pfeile) im Zytoplasma (ZP) zu sehen.
Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 ym.

D. Lymphozyt, unfixiert. Die Zellmembran (ZM) des Lymphozyten ist deutlich positiv. Im schwach positiven Zytoplasma (ZP) sind stark
positive, umschriebene fluoreszierende Bezirke (F) zu sehen. Zellmembran der Erythrozyten (kleine Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB =
10 ym.

E. Monozyt, Methanol-fixiert. Im Zytoplasma befinden sich stark positive, vakuolare Strukturen (Pfeile). ZK = Zellkern. Kaninchen, m,
adult. SB =10 pm.

F. Monozyt, unfixiert. Der Monozyt zeigt eine deutliche Bindung von LCA-FITC an die Zellmembran (ZM). Im Zytoplasma ist aulerdem
eine stark positive Fluoreszenz (F) zu sehen. ZK = Zellkern. Die Zellmembran der Erythrozyten ist auch LCA-positiv (kleine Pfeile).
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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Abbildung 4.37: Bindung von LCA-FITC an die Blutzellen des Kaninchens Il

A. Neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die neutrophilen Granula (G) besitzen eine stark positive Fluoreszenz. ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 ym.

B. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Der neutrophile Granulozyt weist stark positive Granula (G) auf. ZK = Zellkern. Die Erythrozyten
haben eine deutlich positive Zellmembran (kleine Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Eosinophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die eosinophilen Granula (G) zeigen eine starke Fluoreszenz. Auch das Granulomer (Gr)
des Thrombozyten ist stark positiv, wohingegen die Pseudopodien (Ps) nur eine schwache Fluoreszenz aufweisen. Die Zellmembran
der Erythrozyten ist deutlich fluoreszierend (kleine Pfeile). Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 10 pm.

D. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Die eosinophilen Granula (G) sind stark positiv. Es ist auRerdem ein Retikulozyt mit fokaler
Fluoreszenz im Zytoplasma zu sehen (kleine Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Basophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die basophilen Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Die Erythrozyten (ERY) sind
negativ. Kaninchen, m, 12-14 Wochen. SB = 10 ym.

F. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Die Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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4513 Bindung von Pisum sativum agglutinin

Bei der Bindung von PSA-FITC an die Blutzellen gab es Unterschiede zwischen fixierten und
unfixierten Ausstrichen und innerhalb der fixierten Ausstriche (siehe hierzu auch Tabelle 4.25).
Deutlich war dies beispielsweise bei den Erythrozyten zu erkennen, wo bei unfixierten Ausstrichen die
Zellmembran schwach PSA-positiv war, wahrend sie sich bei fixierten Ausstrichen ausschlief3lich
negativ zeigte. Auch die Thrombozyten waren bei unfixierten Ausstrichen deutlich positiv, wohingegen
sie bei fixierten Ausstrichen vorwiegend negativ waren. Ebenso zeigten die Lymphozyten starke
Unterschiede in der PSA-Anfarbung der Zellmembran in Abhangigkeit von der Fixierung. In fixierten
Ausstrichen war die Zellmembran ausschlief3lich negativ, wohingegen sie bei unfixierten Ausstrichen
eine deutliche bis starke Fluoreszenz aufwies. Bei den Granulozyten waren kaum Abweichungen
zwischen fixierten und unfixierten Blutausstrichen auszumachen. Bei ihnen war stets eine positive
Reaktion der Granula und eine negative Reaktion des Zytoplasmas und der Zellmembran vorhanden.
Bei den Monozyten manifestierte sich die Auswirkung der Fixationsart wieder in der Reaktion der
Zellmembran, die bei unfixierten Ausstrichen immer positiv, bei allen fixierten Ausstrichen dagegen
negativ war. Das Zytoplasma war weitgehend negativ. Die vakuolaren Strukturen im Zytoplasma der
Monozyten waren bei allen unfixierten Blutausstrichen positiv, jedoch bei sehr wenigen Monozyten in

fixierten Ausstrichen.
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Prozentualer Anteil der
positiven Strukturen

Starke der Reaktion

Erythrozyten'
Membran 100% 0%
33,33 % 66,67 % 66,67 %
Zytoplasma 100% 0%
100 % 0%

Thrombozyten

50 % 21,42 % 21,42 % 714 % 28,56 %
Zytoplasma 100 % 100 %
(] (]
Granulomer 85,71 % 14,29 % 14,29 %
100 % 100 %
Lymphozyten
0, 0,
Membran o 66,67 % | 33,33 % ?o{; %
) 0 y 0 0
Zvioplasma 64,28 % 21,42 % 14,29 % 14,29 %2
ytop 66,67 % 33,33 % 33,33 %2
Neutrophile Granulozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Granula 714 % 35,71 % 64,28 % 92,86 %
100 % 100 %
Zytoplasma 35,71 % 57,14 % 7,14 % 64,28 %
100 % 0%
Eosinophile Granulozyten ‘
1 0, 0,
Membran 138 of) 8 of)
0 0
Granula 91,67 % 8,33 % 8,33 %
66,67 % 33,33 % 100 %
83,33 % 8,33 % 8,33 % 8,33 %
Zytoplasma 100 % 0%
0 0
Basophile Granulozyten ‘
0, 0,
Membran 188 Of 8 of
0 0
Granula 42,86 % 28,57 % 21,42 % 7,14 % 57,14 %
100 % 100 %
Zytoplasma 35,71 % 28,57 % 35,71 % 35,71 %
100 % 0%
Membran 100 % 0%
66,67 % 33,33 % 100 %
Zvioplasma 71,43 % 14,29 % 14,29 % 14,29 %
ytop 100 % 0%
Vakuolen 85,71 % 14,29 % 14,29 %
100 % 100 %

Tabelle 4.25: Auswertung der Bindung von PSA-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.

In einem Blutausstrich konnte zudem ein negativer Normoblast identifiziert werden.

2Einzelne Lymphozyten zeigten eine Fluoreszenz des Zytoplasmas von 3+. Bei ca. 20 % der Lymphozyten war fokal im
Zytoplasma eine Fluoreszenz von 2+ vorhanden, in einem Ausstrich von 1+.

3In unfixierten Blutausstrichen konnte im Zytoplasma der Lymphozyten eine fokale Fluoreszenz von 2+ festgestellt werden.
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Abbildung 4.38: Bindung von PSA-FITC an die Blutzellen des Kaninchens |

A. Erythrozyten und Thrombozyten, Methanol-fixiert. Erythrozyten (ERY) sind negativ. Die Thrombozyten hingegen zeigen eine stark
positive Reaktion des Granulomers (Gr) und eine schwach positive Reaktion des Hyalomers (H). Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym.

B. Erythrozyten und Thrombozyten, unfixiert. In den Erythrozyten ist eine schwach positive Reaktion der Zellmembran zu sehen (kleine
Pfeile). In den Thrombozyten ist das Granulomer (Gr) stark positiv, das Hyalomer (H) schwach positiv. Kaninchen, w, adult. SB = 10 um.
C. Lymphozyt, Methanol-fixiert. Die Zellmembran (ZM) ist stark positiv. Im Zytoplasma ist auerdem fokal eine starke Fluoreszenz zu
sehen (kleiner Pfeil). Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym.

D. Lymphozyt, unfixiert. Bei den Lymphozyten ist die Zellmembran (ZM) stark positiv. Eine stark positive, umschriebene Fluoreszenz (F)
ist auch im Zytoplasma zu erkennen. Die Erythrozyten haben eine schwach positive Zellmembran (kleine Pfeile). Zudem sind
Thrombozyten (Thr) mit den bereits beschriebenen Farbeeigenschaften zu sehen. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

E. Monozyt, Methanol-fixiert. Im Zytoplasma sind positive, vakuolare Strukturen (V) zu erkennen. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, adult. SB
=10 ym.

F. Monozyt, unfixiert. Im Zytoplasma befinden sich stark positive, vakuolare Strukturen (V). ZK = Zellkern. Kleine Pfeile = Zellmembran
der Erythrozyten. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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Abbildung 4.39: Bindung von PSA-FITC an die Blutzellen des Kaninchens Il

A. Neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die neutrophilen Granula (G) sind stark positiv. Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym.

B. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Die neutrophilen Granula (G) weisen eine starke Fluoreszenz auf. Die Zellmembran der
Erythrozyten zeigt eine schwache Anfarbung (kleine Pfeile). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Eosinophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Es ist keine Fluoreszenz im eosinophilen Granulozyten zu sehen. Kaninchen, w, 6-12
Monate. SB = 10 ym.

D. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Die eosinophilen Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

E. Basophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Im Zytoplasma liegen die stark Fluoreszenz-positiven, basophilen Granula (G). ZK = Zellkern.
Kaninchen, m, adult. SB = 10 ym.

F. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Die basophilen Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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4.5.2 Galaktose-spezifische Lektine

45.2.1 Bindung von Peanut Agglutinin

In unfixierten Ausstrichen und dem grofdten Anteil der fixierten Blutausstriche erfolgte keine Bindung
von PNA-FITC an die Blutzellen. Selten war eine unspezifische Reaktion in neutrophilen und

basophilen Granulozyten in fixierten Blutausstrichen zu sehen.

4522 Bindung von Ricinus communis Agglutinin

Bei den Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten, basophilen Granulozyten und Monozyten erfolgte
keine Bindung von RCA-FITC. Die neutrophilen Granulozyten zeigten in einigen unfixierten
Blutausstrichen eine fraglich positive Reaktion der Granula und des Zytoplasmas. In wenigen
Ausstrichen waren die Granula der eosinophilen Granulozyten schwach positiv. In keinem der
unfixierten Blutausstriche war eine positive Reaktion zu sehen. Somit liegt keine spezifische Bindung

von RCA-FITC vor.

4523 Bindung von Sambucus nigra Agglutinin

Bei der Halfte der fixierten Blutausstriche war nur an umschriebenen Stellen Fluoreszenz vorhanden,
die dort jedoch sehr stark war. Die anderen fixierten Blutausstriche zeigten sich komplett negativ.
Insgesamt gesehen war bei unfixierten Ausstrichen eine starkere Fluoreszenz an der Zellmembran
der Erythrozyten zu sehen als bei fixierten Ausstrichen. Die Thrombozyten waren dagegen bei beiden
Methoden negativ. Im Unterschied zu den fixierten Ausstrichen war eine deutliche Fluoreszenz des
Zytoplasmas der Lymphozyten bei unfixierten Ausstrichen zu erkennen. Die Granula der neutrophilen
und eosinophilen Granulozyten waren in unfixierten Ausstrichen stets deutlich bis stark positiv,
wohingegen sie in fixierten Ausstrichen sehr selten Fluoreszenz aufwiesen. Auffallig war weiterhin die
Anfarbung der Membran und des Zytoplasmas der neutrophilen und basophilen Granulozyten in
unfixierten Ausstrichen, die sich in fixierten Ausstrichen meist negativ darstellten. Zudem waren die
basophilen Granula bei den unfixierten Ausstrichen haufiger positiv als bei fixierten. Die Monozyten
besallen sowohl in unfixierten als auch in fixierten Ausstrichen nur in Einzelfallen Fluoreszenz (siehe

hierzu auch Tabelle 4.26).
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Prozentualer Anteil
Stérke der Reaktion der positiven
Strukturen
0
Erythrozyten’
Membran 50 % 30 % 20 % 50 %
100 % 100 %
Zytoplasma 100 % 0%
100% 0%
Thrombozyten
Zytoplasma 100 % 0%
75 % 25% 25%
Granulomer 100 % 0%
100 % 0%
Lymphozyten ‘
Membran 70 % 20 % 10 % 30 %
75 % 25% 25%
Zytoplasma 100% 0%
25% 25% 50 % 75 %
Neutrophile Granulozyten
Membran 50 % 10 % 30 % 10 % 50 %
100 % 100 %
Granula 90 % 10 % 10 %
100 % 100 %
Zytoplasma 100 % 0 %
50 % 25 % 25 % 50 %
Eosinophile Granulozyten
Membran 85,71 % 14,29 % 14,29 %
75 % 25% 25 %
Granula 100% 0%
33,33 % 66,67 % 100 %
Zytoplasma 100% 0%
100 % 0%
Basophile Granulozyten
Membran 66,67 % 22,22 % 11,11 % 33,33 %
50 % 50 % 100 %
Granula 88,89 % 11,11 % 11,11 %
50 % 25% 25% 50 %
Zytoplasma 100 % 0%
75 % 25% 100 %
Monozyten
Membran 62,5 % 37,5 % 37,5 %
75 % 25% 25%
Zytoplasma 75 % 25% 0%
50 % 50 % 50 %
100 % 0%
Vakuolen 75 % 25 % 25 %

Tabelle 4.26: Auswertung der Bindung von SNA an die Blutzellen des Kaninchens
Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.

In einem unfixierten Blutausstrich konnte ein Erythrozyt mit Zellkern identifiziert werden. Er zeigte eine Fluoreszenz der

Zellmembran und eine Fluoreszenz um den Zellkern von 3+.
2|n fixierten Blutausstrichen zeigten ca. 20 % der neutrophilen Granulozyten fokal im Zytoplasma eine Fluoreszenz von 3+.

1
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4. ERGEBNISSE

Abbildung 4.40: Bindung von SNA an die Blutzellen des Kaninchens

A. Erythrozyten und Lymphozyt, unfixiert. Die Zellmembran der Erythrozyten (kleine Pfeile) und des Lymphozyten (ZM) ist stark positiv.
ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

B. Monozyt, unfixiert. Der Monozyt besitzt ein schwach positives Zytoplasma (ZP) und eine ebenso schwach positive Zellmembran (ZM).
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Im Gegensatz zu den unfixierten Blutausstrichen sind die Erythrozyten (ERY) hier negativ.
Im Zytoplasma, das von einer schwach positiven Zellmembran (ZM) umgeben ist, befinden sich stark positive Areale (Pfeile). Kaninchen,
m, 1,5 Jahre. SB = 10 pm.

D. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Die Granula (G) im Zytoplasma sind stark positiv. Zudem ist eine schwache Fluoreszenz der
Zellmembran zu erkennen (ZM). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Die Zellmembran (ZM) des eosinophilen Granulozyten ist stark positiv. Im Gegensatz dazu weisen
die eosinophilen Granula (G) keine Fluoreszenz auf. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

F. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Der plumpe Zellkern (ZK) ist von einem Zytoplasma mit deutlich positiven Granula (G) umgeben, das
von einer Fluoreszenz-positiven Zellmembran (ZM) begrenzt wird. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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4524 Bindung von Viscum album Agglutinin

In fixierten Blutausstrichen kam es kaum zu einer Bindung von VAA an die Blutzellen. Selten zeigten
neutrophile Granulozyten eine deutliche Bindung von VAA an die Zellmembran und an die Granula. In

unfixierten Blutausstrichen erfolgte keine Bindung von VAA (siehe hierzu auch Tabelle 4.27).

Abbildung 4.41: Bindung von VAA an neutrophile Granulozyten des Kaninchens
Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Im Zytoplasma sind fokal stark positive Fluoreszenzen (F) zu sehen. Die Zellmembran (ZM) ist
schwach VAA-positiv. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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Prozentualer Anteil der
positiven Strukturen

Starke der Reaktion

Erythrozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
ytop 100 % 0%
Thrombozyten
Zytoplasma 90 % 10% 0%
yiop 100 % 0%
Granulomer 100 % 0%
100 % 0%
Lymphozyten
Membran 70 % 10 % 20 % 20 %
100 % 0%
Zytoplasma 90 % 10% 0%
yiop 100 % 0%

Neutrophile Granulozyten

Membran 80 % 20 % 20 %
100 % 0%
Granula 60 % 30 % 10 % 10 %
100 % 0%
Zytoplasma 50 % 40 % 10 % 10 %'
100 % 0%
Eosinophile Granulozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
87,5 % 12,5 % 0%
Granula 100 % 0%
100 % 0 %2
Zytoplasma 100 % 0%
Basophile Granulozyten
100 % 0 %
M
embran 100 % 0%
Granula 60 % 30 % 10 % 10 %
100 % 0 %
60 % 30 % 0 %3
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0 %
Membran 100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
ylop 100 % 0%
100 % 0 %
Vakuolen 100 % 0%

Tabelle 4.27: Auswertung der Bindung von VAA an die Bluizellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.

"Bei 10% der neutrophilen Granulozyten kam es im Zytoplasma zu einer fokalen Reaktion von 3+.
2Bei 10% der eosinophilen Granulozyten war eine fokale Fluoreszenz von 3+ vorhanden.

3Bei 10% der basophilen Granulozyten zeigte sich fokal im Zytoplasma eine Fluoreszenz von 1+.
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4.5.3 N-Acetylglukosamin-spezifische Lektine

45.3.1 Bindung von Wheat germ Agglutinin

Der Grofiteil der Erythrozyten fixierter Blutausstriche zeigte keine Bindung von WGA-FITC (siehe
hierzu auch Tabelle 4.28). Bei 7 % der Erythrozyten kam es zu fokaler Fluoreszenz von mittlerer
Starke und bei einigen Blutausstrichen war eine schwache Fluoreszenz der Zellmembran zu sehen.
Im Gegensatz dazu waren die Zellmembranen der Erythrozyten in unfixierten Blutausstrichen stets
positiv. Bei Thrombozyten fixierter Blutausstriche war kaum Fluoreszenz festzustellen. Bei der
Bindung von WGA-FITC an die Lymphozyten konnten unterschiedliche Reaktionen beobachtet
werden. Im Zytoplasma war teilweise eine stark positive, fokale Fluoreszenz zu sehen, aber es waren
auch Lymphozyten mit einem nur schwach angefarbten oder negativen Zytoplasma erkennbar. Bei
der Fluoreszenz der Zellmembran reichte das Spekirum von negativ bis hin zu 2+-positiv. Diese
Unterschiede konnten auch im gleichen Blutausstrich beobachtet werden. Mdéglicherweise handelt es
sich um Lymphozyten in unterschiedlichen Funktionsstadien. Auch bei den unfixierten Blutausstrichen
waren starke Unterschiede vorhanden. Diese Eigenschaft der Lymphozyten wird unten noch einmal
genauer betrachtet (siehe Tabelle 4.29). Die Granulozyten wiesen alle positive Granula auf.
Unterschiede bestanden vor allem in der Anfarbbarkeit der Zellmembran und des Zytoplasmas. Bei
neutrophilen und eosinophilen Granulozyten wurde die Auswirkung der Fixierung deutlich, da in
unfixierten Blutausstrichen die Zellmembran meist deutlich positiv war, wohingegen sie bei fixierten
Ausstrichen keine Fluoreszenz zeigte. Basophile Granulozyten hatten in fixierten Blutausstrichen ein
ausschlieBBlich positives Zytoplasma. Im Gegensatz dazu war das Zytoplasma in unfixierten
Ausstrichen immer negativ. Die Vakuolen im Zytoplasma der Monozyten waren in allen
Blutausstrichen deutlich positiv. Unterschiede zwischen den fixierten und unfixierten Ausstrichen

bestanden hier auch wieder beziiglich der Reaktion der Zellmembran und des Zytoplasmas.
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Prozentualer Anteil der
positiven Strukturen

Starke der Reaktion

Erythrozyten
Membran 78,57 % 21,43 % 21,43 %
33,33 % 66,67 % 100 %
Zytoplasma 100 % 0 %
100 % 0 %’
Thrombozyten
100 % 0 %
Membran 100 % 0%
Granula 64,29 % 7,14 % 28,57 % 35,71 %
100 % 0 %
Membran
Keine Aussage zu treffen. Siehe oben.
Zytoplasma
Membran 100 % 0%
33,33 % 66,67 % 66,67 %
Granula 7,14 % 92,86 % 100 %
100 % 100 %
Zytoplasma 64,29 % 35,71 % 100 %
33,33 % 66,67 % 66,67 %

Eosinophile Granulozyten

Membran 92,86% 7,14% 7,14 %

100 % 100 %

Granula 37,5 % 62,5 % 100 %

100 % 100 %

Zytoplasma 37,5 % 12,5 % 50 % 62,5 %
100 % 0%

Basophile Granulozyten

Membran 100 % 0%
66,67 % 33,33% 33,33 %
Granula 100 % 100 %
100 % 100 %
Zytoplasma 42,86 % 57,14 % 100 %
100 % 0 %
Membran 64,29 % 35,71 % 35,71 %
33,33 % 33,33 % 33,33 % 100 %
Zytoplasma 28,57 % 71,43 % 100 %
66,67 % 33,33 % 33,33 %
Vakuolen 7,14 % 92,86 % 100 %
100 % 100 %

Tabelle 4.28: Auswertung der Bindung von WGA-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.

Bei ca. 14 % der Erythrozyten in fixierten Ausstrichen und allen unfixierten Blutausstrichen kam es zu einer fokalen
Fluoreszenz von 2+-3+ im Zytoplasma.
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Abbildung 4.42: Bindung von WGA-FITC an die Granulozyten des Kaninchens

A. Neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die Granula (G) sind stark positiv. Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 um.

B. Erythrozyten und neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Die Zellmembran (ZM) der Erythrozyten ist WGA-positiv. Im Zytoplasma befinden
sich aulRerdem fokale, stark positive Anfarbungen (kleine Pfeile). Der neutrophile Granulozyt zeigt zudem 3+-positive Granula (G).
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Eosinophiler Granulozyt und Lymphozyt, Methanol-fixiert. Beim eosinophilen Granulozyten (Eo) ist eine stark positive Fluoreszenz der
Zellmembran (ZM) zu sehen. Auch die eosinophilen Granula (G) sind Fluoreszenz-positiv. Der Lymphozyt (Ly) oben rechts im Bild weist
ein schwach angeférbtes Zytoplasma (ZP) mit stark positiven, fokalen Anfarbungen (Pfeil) auf. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, 1,5 Jahre.
SB =10 ym.

D. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Beim eosinophilen Granulozyten ist eine positive Reaktion der Zellmembran (ZM) und der Granula
(G) zu beobachten. Bei letzteren beschrankt sich die Fluoreszenz vor allem auf die Matrix. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Basophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Eine sehr starke Fluoreszenz der basophilen Granula ist zu erkennen. ZK = Zellkern.
Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 10 ym.

F. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Im basophilen Granulozyten ist das Zytoplasma (ZP) deutlich positiv. Die Granula (G) zeigen eine
Fluoreszenz von 3+. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

180



4. ERGEBNISSE

Abbildung 4.43: Bindung von WGA-FITC an die Monozyten des Kaninchens

A. Monozyt, Methanol-fixiert. Im schwach positiven Zytoplasma (ZP) befinden sich stark positive, vakuolare Strukturen (Pfeile). Die
Zellmembran (ZM) ist deutlich positiv. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 10 um.

B. Monozyt, unfixiert. Die stark positive Zellmembran (ZM) umgibt ein Zytoplasma, in dem zahlreiche stark positive, granulare bzw.
fokale, fluoreszierende Areale (Pfeil) zu sehen sind. Kaninchen, w, adult. SB =10 ym.

Die Lymphozyten zeigten stark unterschiedliche Reaktionen bei der Bindung von WGA-FITC. Deshalb
wurden exemplarisch in zwei Blutausstrichen je zehn Lymphozyten nach dem Zufallsprinzip beurteilt.

Das Ergebnis ist in der folgenden Tabelle dargestellt.

Reaktion der Lymphozyten Prozentualer Anteil der Lymphozyten ‘
negativ 20 %
3 + im Zytoplasma 25 %
Zytoplasma +/-; fokale im Zytoplasma 1+ 5%
Zytoplasma +/-; fokal im Zytoplasma 2+ 5%
Zytoplasma +/-; fokal im Zytoplasma 3+ 10 %
Zytoplasma 1+; fokal im Zytoplasma 2+ 5%
Zytoplasma 1+; fokal im Zytoplasma 3+ 5%
Fokal im Zytoplasma 1+ 5%
Fokal im Zytoplasma 2+ 5%
Membran 3+; Zytoplasma 1+ 5%
Membran 3+; fokale im Zytoplasma 3+ 5%
Membran 3+; Zytoplasma 2+; fokal im Zytoplasma 3+ 5%

Tabelle 4.29: Auswertung der Bindung von WGA-FITC an die Lymphozyten des Kaninchens

Die Ergebnisse in der Tabelle zeigen, dass die Bindung von WGA-FITC an die Lymphozyten
individuell sehr unterschiedlich ist. Einen etwas hdheren Prozentsatz sieht man lediglich bei den
negativen Lymphozyten und einer stark positiven, fokalen Reaktion im Zytoplasma. Die folgenden

Bilder sollen die Unterschiede exemplarisch darstellen.
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Abbildung 4.44: Bindung von WGA-FITC an die Lymphozyten des Kaninchens

A. Methanol-fixiert. Der Lymphozyt zeigt stark positive, teilweise granuldre Fluoreszenz (F) im Zytoplasma. Die Zellmembran (ZM) ist
schwach positiv. Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 uym.

B. Methanol-fixiert. Im Zytoplasma des Lymphozyten befinden sich zwei fokale, WGA-positive Anfarbungen (Pfeile). Kaninchen, m, 6-7
Monate. SB = 10 ym.

C. Methanol-fixiert. Im Zytoplasma des Lymphozyten sind feine, eher filamentdse Fluoreszenzen (F) zu beobachten als auch ein positiv
angefarbtes Zytoplasma (ZP). Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

D. Unfixiert. Der Lymphozyt ist negativ. Sein Zellkern (ZK) ist an der DAPI-Kernfarbung zu erkennen. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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4532 Bindung von Wheat germ Agglutinin succinyliert

Die Erythrozyten zeigten bei der Anfarbung mit WGAs-FITC hauptsachlich negative Reaktionen in
fixierten Blutausstrichen (siehe hierzu auch Tabelle 4.30). Im Gegensatz dazu waren in unfixierten
Blutausstrichen immer fokale, stark positive Anfarbungen im Zytoplasma der Erythrozyten zu sehen.
Auch die Zellmembran war in diesen Blutausstrichen, mit Ausnahme der Fahne des Blutausstrichs,
deutlich positiv. Bei den Thrombozyten kam es in zwei fixierten Blutausstrichen zu einer schwach
positiven Reaktion des Granulomers. In unfixierten Ausstrichen waren sie jedoch stets negativ. Bei der
Auswertung der Lymphozyten konnten unterschiedliche Reaktionen in ein und demselben
Blutausstrich bei beiden Fixationsarten beobachtet werden. Diese Reaktionen umfassten von negativ
bis stark positiv alle Abstufungen. Vor allem fokal kam es in vielen Lymphozyten im Zytoplasma zu
einer sehr starken Reaktion. Da sich die Lymphozyten im gleichen Blutausstrich unterschiedlich
angefarbt hatten, konnte in diesem Fall keine genauere Aussage Uber die Bindung von WGAs-FITC
an die Lymphozyten des Kaninchens getroffen werden (vergleiche auch Reaktion der Lymphozyten
bei WGA). Bei den Monozyten kam es in allen unfixierten Blutausstrichen zu einer ausgepragten
positiven Reaktion, wohingegen die Bindung von WGAs bei fixierten Blutausstrichen sehr
unterschiedlich war. Bei allen Granulozyten wiesen die Granula eine positive Reaktion auf,
wohingegen das Zytoplasma unterschiedliche Reaktionen zeigte. Bei unfixierten Blutausstrichen
konnte bei den eosinophilen und basophilen Granulozyten auch eine Bindung an die Zellmembran

beobachtet werden.
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Prozentualer Anteil
Stérke der Reaktion der positiven
Strukturen
41
Erythrozyten
100 % 0 %
Membran 100 % 100 %
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0 %
Thrombozyten
Zytoplasma 100 % 0%
100% 0 %
Granulomer 85,71 % 14,29 % 14,29 %
100 % 0 %
Lymphozyten ‘
Membran
Keine Aussage zu treffen. Siehe oben.
Zytoplasma
100 % 0 %
Membran 100 % 0%
7,14 % 50 % 42,86 % 100 %
Granula 66,67% |3333% |100%
Zytoplasma 14,29 % ?8053/% 42,86 % 14,29 % 515207:/%
0 0
Eosinophile Granulozyten ‘
Membran 100 % 0%
66,67 % 33,33 % 33,33 %
Granula 8,33 % 33,33 % ?2033% 183 Zo
0 0
Zytoplasma 58,33 % 33,33 % 8,33 % 41,66 %
66,67 % 33,33 % 33,33 %
Basophile Granulozyten ‘
Membran 46,15 % 15,38 % 30,77 % 7,69 % 53,85 %
33,33 % 66,67 % 66,67 %
Granula 7,69 % 30,77 % (15(1)05;% 188 Z//o
(] 0
Zytoplasma 30,77 % 53,85 % 15,38 % 69,23 %
100 % 0 %
Monozyten ‘
Membran 42,86 % ?3072/% 21,43 % %01;%
(] 0
Zytoplasma 71,43 % 21,43 % 7,14 % 28,57 %
25 % 75 % 75 %
Vakuolen 14,29 % 14,26 % 71,43 % 85,71 %
100 % 100 %

Tabelle 4.30: Auswertung der Bindung von WGAs-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.

fokal im Zytoplasma 3+.
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4. ERGEBNISSE

Abbildung 4.45: Bindung von WGAs-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

A. Lymphozyt, Methanol-fixiert. Im Lymphozyten ist eine stark positive, granuldre Reaktion zu sehen (Pfeil). Die Erythrozyten (ERY)
haben sich nicht angefarbt. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

B. Erythrozyten und zwei Lymphozyten, unfixiert. Die Zellmembran (ZM) der Erythrozyten ist deutlich positiv. Im Zytoplasma befinden
sich zudem stark positive, umschriebene Anfarbungen (kleine Pfeile). In diesem Bild sind auBerdem ein komplett negativer Lymphozyt
(Ly 1) und ein Lymphozyt (Ly 2) mit einer stark positiven Reaktion der Zellmembran (ZM) zu sehen. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

C. Monozyt, Methanol-fixiert. Im Monozyten haben sich vakuolare Strukturen (Pfeil) stark positiv angeférbt. ZK = Zellkern. Kaninchen, m,
6-7 Monate. SB = 10 ym.

D. Monozyt, unfixiert. Im Zytoplasma befinden sich sehr viele granuldre bzw. fokale Fluoreszenzen (F). Die Zellmembran (ZM) ist
schwach positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die Granula (G) des neutrophilen Granulozyten sind deutlich positiv. ZK = Zellkern.
Kaninchen, m, 4,5 Jahre. SB = 10 ym.

F. Basophiler und neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Sowohl der basophile Granulozyt (Bas) als auch der neutrophile Granulozyt (Neu)
zeigen eine deutliche Fluoreszenz ihrer Granula (G). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 4.46: Bindung von WGAs-FITC an die eosinophilen und basophilen Granulozyten

A. Eosinophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die Granula (G) des eosinophilen Granulozyten sind deutlich positiv. Dabei beschrankt sich
die Fluoreszenz vor allem auf den Randbereich der eosinophilen Granula. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB = 10 ym.

B. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Eine stark positive Fluoreszenz der eosinophilen Granula (G) und der Zellmembran (ZM) ist zu
sehen. Die Fluoreszenz in den Granula scheint vor allem in der Matrix lokalisiert zu sein. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Basophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die stark positiven, basophilen Granula (G) sind im gesamten Zytoplasma verteilt und
Uberlagern den Zellkern. Kaninchen, w, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

D. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Die Granula (G) des basophilen Granulozyten sind stark positiv. Der Zellkern (ZK) ist hier gut zu
erkennen. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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4. ERGEBNISSE

4.5.4 N-Acetylgalaktosamin-spezifische Lektine

Lediglich bei GSL-1 und SNA (siehe Kapitel 4.5.2.3 Bindung von Sambucus nigra Agglutinin) kam es
zu einer Bindung des Lektins an die Blutzellen des Kaninchens. Bei anderen fir N-Acetylgalaktosamin

spezifischen Lektine war keine positive Reaktion vorhanden.

4541 Bindung von Griffonia simplicifolia | Agglutinin

Die Erythrozyten zeigten kaum eine Bindung von GSL-1-FITC an die Zellmembran. Dafir war im
Zytoplasma stets eine starke, fokale Fluoreszenz zu erkennen. Die Thrombozyten waren immer
negativ. In unfixierten Blutausstrichen konnten vereinzelt positive Reaktionen an der Zellmembran
oder im Zytoplasma der Lymphozyten gesehen werden. Monozyten hingegen waren tberwiegend
negativ. Eindeutig positive Reaktionen waren bei den Granulozyten zu beobachten. Auffallig war
hierbei, dass auch die Bindung an neutrophile und basophile Granulozyten von der Fixationsart
abhangig ist. Die Zellmembran war in allen Methanol-fixierten Blutausstrichen negativ, wohingegen bei
unfixierten Ausstrichen eine deutliche bis stark positive Fluoreszenz vorhanden war. Auch die
Fluoreszenz der Granula und des Zytoplasmas dieser beiden Zelltypen war starker bei unfixierten
Ausstrichen bzw. stets positiv. Im Gegensatz dazu war der Anteil der positiven Reaktionen des
Zytoplasmas und der Granula dieser Zelltypen in fixierten Ausstrichen sehr gering. Die eosinophilen
Granulozyten wiesen in unfixierten Blutausstrichen stets eine schwache Fluoreszenz der Granula auf,
wohingegen in nur einem fixierten Blutausstrich eine schwach positive Reaktion der Granula

erkennbar war (siehe hierzu auch Tabelle 4.31).
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Prozentualer Anteil
Stérke der Reaktion der positiven
Strukturen

Erythrozyten
Membran 100 % 0%
66,67 % 33,33 % 33,33 %
0, 0,
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0%’
Thrombozyten
Zytoplasma 100 % 0%
yiop 100 % 0%
Granulomer 100 % 0%
100 % 0 %
Lymphozyten
Membran 100 % 0%
66,67 % 33,33 % 33,33 %
Zvioplasma 92,86 % 7,14 % 7,14 %
yiop 33,33%  [3333% |33,33% 33,33 %2

Neutrophile Granulozyten

Membran 100% 0%
33,33 % 66,67 % 100 %
Granula 42,86 % 21,43 % 21,43 % 14,29 % 35,71 %
33,33 % 66,67 % 100 %
Zytoplasma 71,43 % 21,43 % 7,14 % 7,14 %
33,33 % 66,67 % 100 %

Eosinophile Granulozyten

100 % 0%

Membran 100 % 0%
Granula 72,73% 18,18 % 9,09 % 9,09 %
100 % 100 %

Zytoplasma 72,73 % 18,18 % 0%

100 % 0 %

Basophile Granulozyten

Membran 100 % 0%
33,33 % 66,67 % 100 %
Granula 57,14 % 28,57 % 14,29 % 42,86 %
66,67 % 33,33 % 100 %
Zytoplasma 92,86 % 714 % 714 %
33,33 % 66,67 % 66,67 %
Membran 92,86 % 714 % 714 %
100 % 0%
100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0%
Vakuolen 100 % 0%

Tabelle 4.31: Auswertung der Bindung von GSL-1-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.

Bei allen unfixierten Blutausstrichen zeigte sich in den Erythrozyten eine starke, fokale Fluoreszenz von 3+.

2|n unfixierten Blutausstrichen kam es bei ca. 14 % der Lymphozyten zu einer fokalen Reaktion von 2+ im Zytoplasma.
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4. ERGEBNISSE

Abbildung 4.47: Bindung von GSL-1-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

A. Erythrozyten, unfixiert. Im Zytoplasma der Erythrozyten befinden sich stark positive, fokale Anfarbungen (kleine Pfeile). Kaninchen, w,
adult. SB =10 ym.

B. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Im Zytoplasma sind vereinzelt fokale, GSL-1-positive Areale zu erkennen (Pfeile). ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die Granula (G) zeigen eine positive Reaktion. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10
pm.

D. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Die Granula (G) und die Zellmembran (ZM) des neutrophilen Granulozyten sind GSL-1-positiv. ZK
= Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Basophiler Granulozyt und Lymphozyt, Methanol-fixiert. Die basophilen Granula (G) zeigen eine schwache Fluoreszenz. Im
Lymphozyten sind fokal stark positive Fluoreszenzen (F) zu erkennen. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

F. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Die basophilen Granula (G) sind deutlich positiv. Die Erythrozyten weisen stark positive
Reaktionsprodukte (kleine Pfeile) auf. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

454.2 Bindung von Dolichos biflorus Agglutinin

In den meisten fixierten und allen unfixierten Blutausstrichen war keine Bindung von DBA-FITC
festzustellen. Eine unspezifische Bindung von DBA-FITC an die Granula und das Zytoplasma der

neutrophilen und basophilen Granulozyten konnte selten nachgewiesen werden.

4543 Bindung von Soybean Agglutinin

Es konnte keine spezifische Bindung von SBA-FITC in fixierten und unfixierten Blutausstrichen an die

Blutzellen nachgewiesen werden.

4544 Bindung von Sophora japonica Agglutinin

Sowohl in fixierten und unfixierten Blutausstrichen konnte keine spezifische Bindung von SJA-FITC an

die Blutzellen nachgewiesen werden.

4.5.5 Fukose-spezifische Lektine

45.5.1 Bindung von Ulex europaeus | Agglutinin

Eine spezifische Bindung von UEA-1-FITC an die Blutzellen konnte weder in fixierten noch in
unfixierten Blutausstrichen festgestellt werden. Eine unspezifische Fluoreszenz des Zytoplasmas war

bei ca. 20 % der Granulozyten und ca. 7 % der Monozyten zu beobachten.

4.5.6 Fur komplexe Kohlenhydrate spezifische Lektine

45.6.1 Bindung von Maackia amurensis | Agglutinin

Die Blutzellen der fixierten Blutausstriche waren bei der Anfarbung mit MAA-1-FITC kaum positiv.
Lediglich in zwei Ausstrichen konnte Fluoreszenz nachgewiesen werden. Im Gegensatz dazu zeigten
die Blutzellen in Blutausstrichen ohne Methanolfixierung teilweise eine deutlich positive Reaktion

(siehe hierzu auch Tabelle 4.32).
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Starke der Reaktion

Prozentualer Anteil
der positiven
Strukturen

Erythrozyten
100 % 0 %
Membran 75 % 25 % 25 %
Zytoplasma 100% 0%
100 % 0%
Thrombozyten
Zytoplasma 80 % 10 % 10 % 10 %
25 % 25 % 50 % 75%
Granulomer 100 % 0%
25 % 50 % 25 % 75 %
Membran 90 % 10 % 10 %
100 % 0%
Zytoplasma 100 % 100 % ?Ooé) o
Membran 90 % 10 % 10 %
100 % 0%
Granula 90 % 10 % 10 %
50 % 50 % 100 %
Zytoplasma 90 % 10 % 10 %
50 % 50 % 100 %
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Granula 100 % 0%
75 % 25 % 25 %
Zytoplasma 100 % 0%
25 % 75 % 75 %

Basophile Granulozyten

Membran 80 % 10% 0% oo
100 % 0%
Granula 90 % o 100¢
25 % 75 % 100 %
Zytoplasma 0% 1% 100¢
ytop! 50 % 50 % 100 %
100 % 0%
Membran 75 % 25 % 25 %
Zytoplasma 100% oo
ytop 75 % 25 % 100 %
100 % 0%
Vakuolen 100 % 0%

Tabelle 4.32: Auswertung der Bindung von MAA-1 an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.
"In unfixierten Blutausstrich zeigten ca. 25 % der Lymphozyten eine fokale Fluoreszenz im Zytoplasma von 2+-3+.
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 4.48: Bindung von MAA-1 an die Blutzellen des Kaninchens

A. Erythrozyten und Thrombozyten, unfixiert. Die Erythrozyten zeigen eine schwache Fluoreszenz der Zellmembran (kleine Pfeile). In
den Thrombozyten ist das Granulomer (Gr) 3+-positiv, das Hyalomer (H) 2+-positiv. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

B. Lymphozyten, unfixiert. Im Zytoplasma sind stark MAA-1-positive Areale (Pfeile) zu erkennen. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB
=10 ym.

C. Monozyt, unfixiert. Bei diesem Monozyten ist eine stark positive Fluoreszenz der Zellmembran (ZM) zu sehen, die keine Schlisse auf
die Reaktion der vakuolaren Strukturen im Zytoplasma zulasst. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 uym.

D. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Die Granula (G) des neutrophilen Granulozyten weisen eine stark positive Fluoreszenz auf. ZK =
Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Im Zytoplasma ist eine deutliche, intergranulare Fluoreszenz zu sehen (Pfeil). G = Granula. ZK =
Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

F. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Die basophilen Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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4. ERGEBNISSE

45.6.2 Bindung von Phaseolus vulgaris Agglutinin Leuko

Es erfolgte kaum eine Bindung von PHA-L-FITC an die Erythrozyten und Thrombozyten in den
fixierten Blutausstrichen. In diesen konnte auch keine Fluoreszenz der Lymphozyten beobachtet
werden, wohingegen bei den unfixierten Blutausstrichen vor allem eine fokale Fluoreszenz im
Zytoplasma vorhanden war. Die Membran der Granulozyten zeigte keine positive Reaktion,
wohingegen die Granula, vor allem in den unfixierten Blutausstrichen, deutlich positiv waren. Das
Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten war in beiden Fixationsvarianten positiv. Eine Fluoreszenz
der eosinophilen Granulozyten zeigte sich vor allem in unfixierten Ausstrichen, seltener in fixierten
Blutausstrichen. Im Gegensatz dazu konnte ein Unterschied in der Fixierungsmethode bei der
Anfarbbarkeit des Zytoplasmas der basophilen Granulozyten beobachtet werden. Es erschien in
fixierten Blutausstrichen negativ und in unfixierten Blutausstrichen grétenteils positiv. Die Monozyten
wiesen in fixierten Blutausstrichen kaum Fluoreszenz auf. In unfixierten Blutausstrichen jedoch band

PHA-L an vakuolare Strukturen im Zytoplasma und auch an die Zellmembran (siehe Tabelle 4.33).

193
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Starke der Reaktion

Prozentualer Anteil der
positiven Strukturen

Erythrozyten
Membran 100 % 0%
10 % 70 % 20 % 90 %
100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
Thrombozyten
Membran 100 % 0%
66,67 % 33,33 % 33,33 %
0, 0,
Granula 100 % 0%
66,67 % 33,33 % 33,33 %
Lymphozyten
92,56 % 714 % 714 %
Membran 100 % 0%
(] (]
Zvioplasma 92,56 % 714 % 714 %
yiop 33,33 % 66,67 % 66,67 %
Neutrophile Granulozyten
Membran 85,71 % 714 % 7,14 % 14,29 %
100 % 0%
Granula 64,29 % 28,57 % 7,14 % 35,71 %
100 % 100 %
Zytoplasma 14,29 % 71,43 % 7,14 % 78,57 %
33,33 % 66,67 % 66,67 %
Eosinophile Granulozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Granula 50 % 16,67 % 33,33 % 50 %
100 % 100 %
100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%

Basophile Granulozyten

100 % 0%
Membran 100 % 0%
Granula 100 % 0%
100 % 100 %
100 % 0%
Zytoplasma 33,33 % 66,67 % 66,67 %
| Monozyten |
Membran 100 % 0%
66,67 % 33,33 % 33,33 %
91,67 % 8,33 % 8,33 %
Zytoplasma 100 % 0%
(] (]
Vakuolen 100 % 0%
33,33 % 33,33 % 33,33 % 66,67 %

Tabelle 4.33: Auswertung der Bindung von PHA-L-FITC an die Blutzellen des Kaninchens
Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.
"In unfixierten Blutausstrichen zeigten ca. 33 % der Lymphozyten eine positive, fokale Reaktion von 2+.
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Abbildung 4.49: Bindung von PHA-L-FITC an die Granulozyten des Kaninchen

A. Neutrophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die neutrophilen Granula (G) sind Fluoreszenz-positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, 6-7
Monate. SB = 10 ym.

B. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Die neutrophilen Granula (G) zeigen eine sehr starke Fluoreszenz. Die Erythrozyten (ERY) sind
negativ. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Eosinophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die groflen Granula (G) des eosinophilen Granulozyten weisen eine schwach positive
Fluoreszenz auf. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, 1,5 Jahre. SB = 10 ym.

D. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Die eosinophilen Granula (G) sind schwach positiv. Zudem sind Erythrozyten mit einer schwach
positiven Fluoreszenz der Zellmembran zu sehen (kleine Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

E. Basophiler Granulozyt, Methanol-fixiert. Die basophilen Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, 6-7 Monate. SB =
10 ym.

F. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Bei den Erythrozyten kann man die schwach positive Zellmembran (kleine Pfeile) gut erkennen.
Zudem befindet sich ein Retikulozyt (R) im Bild, der eine fein granuldre Fluoreszenz im Zytoplasma aufweist und dessen Zellmembran
starker fluoresziert als bei den reifen Erythrozyten. Der basophile Granulozyt mit seinem plumpen Zellkern hat zahlreiche, stark positive
Granula (G) in seinem Zytoplasma. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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Abbildung 4.50: Bindung von PHA-L-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

A. Erythrozyten, Lymphozyt und Thrombozyten, unfixiert. Die Zellmembran der Erythrozyten ist schwach positiv (kleine Pfeile). Im
Zytoplasma des Lymphozyten befinden sich stark positive, fokale Anfarbungen (Pfeile). Auch das Granulomer (Gr) der Thrombozyten
zeigt eine starke Fluoreszenz. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

B. Monozyt, unfixiert. Im Zytoplasma des Monozyten befinden sich zahireiche, granuldre, PHA-L-positive Areale (Pfeile). Die
Zellmembran (ZM) ist stellenweise schwach positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

456.3 Bindung von Phaseolus vulgaris Agglutinin Erythro

Es erfolgte kaum eine Bindung von PHA-E-FITC bei fixierten und unfixierten Ausstrichen an
Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten, eosinophile Granulozyten und Monozyten. Bei den
neutrophilen und basophilen Granulozyten waren das Zytoplasma und die Granula vor allem in
unfixierten Ausstrichen positiv. In der Tabelle 4.34 ist die Auswertung der Bindung von PHA-E an die

Blutzellen des Kaninchens aufgefihrt.
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Prozentualer Anteil
Stérke der Reaktion der positiven
Strukturen
0

Erythrozyten

100 % 0%
Membran 100 % 0%

100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
Thrombozyten

100 % 0%
Membran 100 % 0%

100 % 0%
Granula 100 % 0%
Lymphozyten ‘

100 % 0%
Membran 100 % 0%

92,86 % 714 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
Neutrophile Granulozyten

100 % 0%
Membran 100 % 0%
Granula 71,43 % 714 % 21,42 % 21,42 %

33,33 % 66,67 % 66,67 %
Zytoplasma ;;‘312 :;o wor 66,67 % 26%67 %

) o ) (J s ()

Eosinophile Granulozyten

100 % 0%
Membran 100 % 0%
Granula 92,31 % 7,69 % 7,69 %

100 % 0 %

100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
Basophile Granulozyten

100 % 0%
Membran 100 % 0%
Granula 78,57 % 7,14 % 14,29 % 14,29 %

33,33 % 66,67 % 66,67 %
Zytoplasma 92,86 % 7,14 % 0%

33,33 % 66,67 % 66,67 %
Monozyten
Membran 100 % 0%

66,67 % 33,33 % 33,33 %
Zytoplasma 100 % 0%

100 % 0%
Vakuolen 100 % 0%

66,67 % 33,33 % 33,33 %

Tabelle 4.34: Auswertung der Bindung von PHA-E-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 4.51: Bindung von PHA-E-FITC an die Blutzellen des Kaninchens

A. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Die neutrophilen Granula (G) sind stark positiv. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

B. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Im Zytoplasma ist eine stark positive Reaktion der basophilen Granula (G) zu sehen. ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Monozyt, unfixiert. Der Monozyt zeigt eine granulare, stak positive Reaktion (Pfeil) im Zytoplasma. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult.
SB =10 ym.

4.5.7 Bindung von Galektinen

Die Bindung der Galektine an die Blutzellen des Kaninchens wurde bei einer Konzentration von 10
pg/ml untersucht. Bei den Galektinen (Galectin-3 truncated, Galectin-3 full length und Galectin-9) kam
es weder in fixierten noch in unfixierten Blutausstrichen zu einer Bindung an die Blutzellen des

Kaninchens.

45.71 Bindung von Galektin-1

Bei Verwendung von Galektin-1 konnte nur bei wenigen Blutausstrichen eine Fluoreszenz in den
Blutzellen festgestellt werden (siehe Tabelle 4.35.). Diese war zumeist sehr schwach und beschrankte
sich vor allem auf die neutrophilen und basophilen Granulozyten. Lediglich bei einem neutrophilen
Granulozyten war eine ausgepragtere Fluoreszenz auszumachen. Die Erythrozyten, Thrombozyten,
Lymphozyten und Monozyten zeigten keine spezifische Bindung von Galektin-1. In einem fixierten

Blutausstrich war eine schwache Reaktion der eosinophilen Granula zu sehen.
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Starke der Reaktion

Prozentualer Anteil
der positiven
Strukturen

Erythrozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
ytop 100 % 0%
Thrombozyten
100 % 0%
Zytoplasma 100 % 10 %
100 % 0%
Granula 100 % 0%
Lymphozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Zytoplasma 90 % 10% 0%
yiop 100 % 0%

Neutrophile Granulozyten

Eosinophile Granulozyten

100 % 0%
Membran 100 % 0%
Granula 90 % 10 % 0%
50 % 40 % 10 % 10 %
Zytoplasma 100 % 0%
ylop 50 % 40 % 10 % 10 %

Basophile Granulozyten

100 % 0%
Membran 100 % 0 %

90 % 10 % 0%
Granula 100 % 0 %

90 % 10 % 10 %
Zytoplasma 100 % 0%

100 % 0%
Membran 100 % 0%
90 % 10 % 10 %
Granula 40 % 60 % 60 %
Zytoplasma 100 % 0%
ylop 40 % 60 % 0%
| Monozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
ytop 100 % 0%
100 % 0%
Vakuolen 100 % 0%

Tabelle 4.35: Auswertung der Bindung von Galektin-1 an die Blutzellen des Kaninchens

Schwarz: Fixierte Blutausstriche; Rot: Unfixierte Blutausstriche.
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 4.52: Bindung von Galektin-1 an die Blutzellen des Kaninchens

A. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Eine deutliche Fluoreszenz ist teilweise granulér (g) im Zytoplasma, stellenweise auch direkt
unterhalb der Zellmembran im Zytoplasma (kleiner Pfeil) zu sehen. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

B. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Es ist eine schwache Fluoreszenz der basophilen Granula zu erkennen (Pfeil). ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

45.7.2 Bindung von Galektin-8

Galektin-8 zeigte vor allem in unfixierten Blutausstrichen in den neutrophilen und basophilen
Granulozyten eine starke Bindung an die Zellmembran, vereinzelt auch an die Granula. In
eosinophilen Granulozyten erfolgte die Bindung meist granular im Zytoplasma. Dabei entsprachen die
granularen, fluoreszierenden Strukturen in ihrer GréRe und Form nicht den eosinophilen Granula.
Erythrozyten, Thrombozyten und Lymphozyten waren stets negativ. In einem Blutausstrich war eine

schwache, granulare Fluoreszenz in den Monozyten zu erkennen (siehe Tabelle 4.36.).
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4. ERGEBNISSE

Prozentualer Anteil der

Starke der Reakti
arke der Reakdion positiven Strukturen
0
Erythrozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0%
Thrombozyten
Zytoplasma 100 % 0%
ytop 100 % 0%
100 % 0%
Granula 100 % 0%
Lymphozyten
100 % 0%
Membran 100 % 0%
100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
(] (]
Neutrophile Granulozyten
Membran 80 % 10% 10 % 20 %
20 % 70 % 70 %
Granula 70 % 20 % 10% 30 %
80 % 10% 10 % 20 %
Zytoplasma 90 % 10% 0 %!
90 % 10 % 10 %2
Eosinophile Granulozyten
Membran 80 % 10 % 10 % 20 %
100 % 0%
0, 0,
Granula 100 % 0%
100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0 %3
Basophile Granulozyten
Membran 80 % 10 % 10 % 20 %
30 % 70 % 70 %
Granula 60 % 30 % 10 % 40 %
80 % 10 % 10 % 20 %
Zytoplasma 100 % 0%
100 % 0%
100 % 0%
Membran 100 % 0%
Zytoplasma 100 % 0%
yiop 100 % 0%
100 % 0%
Vakuolen 90 % 10 % 10 %

Tabelle 4.36: Auswertung der Bindung von Galektin-8 an die Blutzellen des Kaninchens

Bei ca. 10 % der neutrophilen Granulozyten fokal im Zytoplasma 2+.

2Bei 20 % der neutrophilen Granulozyten fokal im Zytoplasma 3+.

3lm Zytoplasma des eosinophilen Granulozyten zeigte sich jedoch eine granulére Fluoreszenz, die von ihrer Auspragung nicht
den eosinophilen Granula entspricht.
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

Abbildung 4.53: Bindung von Galektin-8 an die Blutzellen des Kaninchens

A. Neutrophiler Granulozyt, unfixiert. Es ist eine stark positive Fluoreszenz der Zellmembran zu sehen (Pfeile). Ob eine Bindung im
Zytoplasma oder an die Granula vorliegt, kann somit nicht beurteilt werden. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, 7 Jahre. SB = 10 ym.

B. Eosinophiler Granulozyt, unfixiert. Im eosinophilen Granulozyten ist eine granulare Fluoreszenz (Pfeil) erkennbar, die jedoch
bezlglich Gréfe und Form nicht den eosinophilen Granula entspricht. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

C. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Die Zellmembran zeigt eine sehr starke Fluoreszenz (Pfeil). Aufgrund dessen kann die Bindung von
Galektin-8 im Zytoplasma und an die Granula nicht beurteilt werden. ZK = Zellkern. Kaninchen, m, 7 Jahre. SB = 10 um.

D. Basophiler Granulozyt, unfixiert. Die basophilen Granula weisen eine stark positive Fluoreszenz auf (Pfeil). ZK = Zellkern. Kaninchen,
w, 1 Jahr. SB = 10 ym.

E. Monozyt, unfixiert. Eine schwach granulare Fluoreszenz ist im Zytoplasma zu sehen (Pfeil). ZK = Zellkern. Kaninchen, w, adult. SB =
10 ym.
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4. ERGEBNISSE

4.5.8 Inhibition mit Hemmzuckern

Die Lektine WGA, WGAs, Con A, LCA und PSA wurden vor dem Auftragen auf die Blutausstriche mit
dem entsprechenden Hemmzucker inkubiert und anschlieBend erneut auf ihre Bindungsfahigkeit
untersucht. In keinem der Blutausstriche kam es zu einer Bindung des Lektins an die verschiedenen

Strukturen in den Blutzellen.

4.5.9 Vorbehandlung mit Neuraminidase

Bei den Lektinen GSL-1, PNA, RCA120, DBA, SJA und SBA wurde untersucht, ob eine vorangehende
Inkubation mit Neuraminidase das Bindungsmuster verandert (siehe Tabelle 4.37.). Abgesehen von
GSL-1 banden die anderen Lektine vorher nicht an die Blutzellen. Bei der Bindung von GSL-1 an die
Blutzellen der Kaninchen ist vor allem auffallig, dass kein Unterschied zwischen der Bindung an die
Granulozyten in diesen Blutausstrichen und den Methanol-fixierten Blutausstrichen ohne
Neuraminidase-Vorbehandlung bestand. Ein eindeutigeres Ergebnis lieferten hier die Thrombozyten,
die in den Blutausstrichen ohne Neuraminidasebehandlung immer negativ waren, nach
Vorbehandlung mit Neuraminidase aber eine Fluoreszenz aufwiesen. Insgesamt waren die
Erythrozyten in allen Blutausstrichen negativ. Die Thrombozyten hingegen zeigten in den mit
Neuraminidase-vorbehandelten Blutausstrichen stets eine Fluoreszenz. Abgesehen von Farbungen
mit SBA und DBA hatten die Lymphozyten oft eine schwache Fluoreszenz im Zytoplasma, selten auch
an der Zellmembran. Die Monozyten hingegen waren meist negativ. Die neutrophilen Granulozyten
wiesen vor allem positive Granula oder auch ein schwach positives Zytoplasma bei der Zugabe von
PNA, SJA, RCA und GSL-1 auf. Die eosinophilen Granulozyten waren meist negativ. Nur bei SJA-
FITC konnte in einem Blutausstrich eine Bindung an die eosinophilen Granula beobachtet werden. In
den basophilen Granulozyten hingegen waren zumeist positive Granula oder ein schwach positives

Zytoplasma zu sehen, auf3er in den Blutausstrichen, auf die SBA und DBA aufgetragen wurden.
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4.5 GLYKOHISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

ERY THR LY MON ' NEU EO BAS |
SBA \ |
1 Neg H1+ Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg H1+ Neg Neg Neg Neg Neg
& Neg H1+ Neg Neg Neg Neg
PNA \ |
1 Neg H1+ ZP 1+ Neg G2+ Neg G 1+
2 Neg H1+ ZP 1+ Neg G 1+, ZP 1+ Neg -
S Neg H1+ ZP 1+ Neg G 1+, ZP 1+ Neg
SJA \ |
1 Neg H1+ Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg H 1+/2+ ZP 1+, ZM 1+ Neg G 1+ G 1+ -
S Neg H1+ ZP 1+ Neg G 1+ Neg ZP 1+
GSL-1 \ |
1 Neg H 2+ ZP 1+ Neg G 1+, ZP 1+ Neg ZP 1+
2 Neg H1+ ZP 1+ Neg G +/- Neg G 1+
S Neg H1+ ZP 1+ Neg G 1+ Neg G 1+
RCA \ |
1 Neg H1+ ZP 1+ Neg G 1+ Neg G 1+
2 Neg H1+ ZP 1+ ZP 1+ G 1+/2+ Neg G 1+
& Neg H1+ Neg Neg G 1+ Neg G 1+
DBA \ |
1 Neg H1+ Neg Neg Neg Neg Neg
2 Neg H1+ Neg Neg Neg Neg Neg
& Neg H1+ Neg Neg Neg Neg Neg

Tabelle 4.37: Auswertung der Bindung der Lektine GSL-1, PNA,

nach Neuraminidase-Vorbehandlung
ERY = Erythrozyten; LY = Lymphozyten; MON = Monozyten; NEU = Neutrophile Granulozyten; EO = Eosinophile Granulozyten;
BAS = Basophile Granulozyten; Neg = negativ; - = nicht identifizierbar; H = Hyalomer; ZP = Zytoplasma; ZM = Zellmembran; G

= Granula.

RCA120, DBA, SJA und SBA an die Blutzellen des Kaninchens

Die nachfolgenden Bilder sollen exemplarisch die glykohistochemische Anfarbung der einzelnen

Blutzelltypen verdeutlichen.
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4. ERGEBNISSE

Abbildung 4.54: Bindung verschiedener Lektine an die Blutzellen des Kaninchens nach Vorbehandlung mit Neuraminidase

A. RCA-FITC. Thrombozyten. Die Thrombozyten zeigen eine positive Reaktion des Zytoplasmas (Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10
um.

B. RCA-FITC. Lymphozyten. Das Zytoplasma der zwei Lymphozyten ist schwach positiv (Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10 uym.

C. RCA-FITC. Monozyt. Im Zytoplasma des Monozyten ist eine Fluoreszenz zu sehen (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

D. SJA-FITC. Neutrophile Granulozyten. Im Zytoplasma der beiden neutrophilen Granulozyten sind die Granula mit einer deutlichen
Fluoreszenz erkennbar (Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. SJA-FITC. Eosinophiler Granulozyt. Die eosinophilen Granula sind schwach positiv (Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10 um.

F. RCA-FITC. Basophiler Granulozyt und Lymphozyt. Im Zytoplasma des basophilen Granulozyten befinden sich Fluoreszenz-positive
Granula (G). Das Zytoplasma (ZP) des Lymphozyten ist positiv und enthalt stark positive Areale (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10
um.
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4.6 IMMUNHISTOCHEMISCHE UND HISTOCHEMISCHE UNTERSUCHUNGEN

4.6 Immunhistochemische und hisfochemische Untersuchungen

Fir die immunhistochemischen und histochemischen Untersuchungen wurden je zehn luftgetrocknete
Blutausstriche der Kaninchen verwendet, fur die Doppelfarbungen je flunf. Die Auswertung wurde am
Fluoreszenzmikroskop Dialux 20 (LEITZ, Wetzlar) durchgefiihrt. Die Fotos wurden mit der

Progess®CF cool Kamera (JENOPTIK, Jena) aufgenommen.

4.6.1 Immunhistochemischer Nachweis von spezifischen Antigenen der Lymphozyten und

basophilen Granulozyten

Es wurden finf Antikérper auf ihre Bindung an Lymphozyten und basophile Granulozyten untersucht.
Die Sichtbarmachung der Primarantikérper erfolgte mit FITC-markierten Sekundarantikérpern. Die
Kernfarbung wurde auch hier mit DAPI vorgenommen. Die Bindung von ISC29E an CD8*-T-
Lymphozyten, RTH1A an CD4+T-Lymphozyten und RACT30A an B-Lymphozyten zeigte sich in den

Blutausstrichen jeweils nur an einem Teil der Lymphozyten. In der folgenden Tabelle sind die

Ergebnisse dieser Untersuchungen zusammengefasst.

Anteil Anteil negativer

Starke der Fluoreszenz bei positiven

Antikérper »
positiver Lymphozyten Lymphozyten Lymphozyten

ISC29 26 % 64 % 2+
RTH1A 46 % 54 % 2+
RACT30A 46 % 54 % 3+

Tabelle 4.38: Bindung der Antikérper ISC29E, RTH1A und RACT30A an die Lymphozyten

Die Bindung der Antikérper erfolgte nur an Lymphozyten. Eine Bindung an andere Blutzellen fand

nicht statt.
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L

Abbildung 4.55: Bindung der Antikérper ISC29E, RTH1A und RACT20A an die Lymphozyten

A. ISC29E. Der Lymphozyt weist in seiner Zellmembran eine positive Reaktion von mittlerer Starke (Pfeile) auf. Kaninchen, w,
adult. SB = 10 ym.

B. ISC29E. Die zwei Lymphozyten sind 2+-positiv. Der im Bild unten abgebildete Lymphozyt zeigt auerdem eine deutliche
Reaktion an der Zellmembran (ZM) und feine Zytoplasmaauslaufer (Za). Kaninchen, m, adult. SB = 10 pm.

C. RTH1A. Nach Inkubation mit dem Antikérper RTH1A kommt es zu einer mittelgradigen Fluoreszenz der Zellmembran der
Lymphozyten. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

D. RTH1A. Eine mittelgradige Fluoreszenz ist auch hier an der Zellmembran zu sehen. Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 pm.

E.-F. RACT20A. Beide Lymphozyten zeigen eine Bindung des Antikorpers mit einer starken Fluoreszenz. Aufféllig hierbei ist,
dass es in umschriebenen Bezirken der Zellmembran zu einer besonders intensiven Bindung (Pfeile) kommt. Kaninchen, w,
adult. SB = 10 pym.
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Zusatzlich wurden die Antikdrper MRB61A (gegen basophile Granulozyten und T-Lymphozyten) sowie
RACT20A (gegen basophile Granulozyten, CD4*T-Lymphozyten und T-Lymphozyten-
Subpopulationen) getestet. Dabei zeigte MRB61A eine schwache Bindung an T-Lymphozyten und
basophile Granulozyten bei einer Konzentration von 1:20. Bei Konzentrationen von 1:40 und 1:68
konnte keine Bindung an die Blutzellen nachgewiesen werden. Aufgrund der geringen Fluoreszenz
konnten zudem keine aussagekraftigen Fotos erstellt werden und eine Beurteilung der Bindung an die
basophilen Granulozyten und T-Lymphozyten nicht erfolgen. Der Antikérper RACT30A hingegen
zeichnete sich durch eine Fluoreszenzstarke von 3+ an der Zellmembran der basophilen Granulozyten

und einer Fluoreszenz von 2+ an CD4+Lymphozyten und T-Lymphozyten-Subpopulationen aus. Von

insgesamt 50 ausgezahlten Lymphozyten waren hier 8 % positiv.

Abbildung 4.56: Bindung von RACT20A an basophile Granulozyten und Lymphozyten
A. Der basophile Granulozyt zeigt eine granulare, starke Fluoreszenz (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

B. Die Bindung von RACT20A an einen Lymphozyten (Fluoreszenzintensitat 2+) (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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4.6.2 Immunhistochemischer und histochemischer Nachweis zytoskelettaler Elemente

Beim Nachweis der zytoskelettalen Elemente (Mikrofilamente, Intermediarfilamente und Mikrotubuli)
erfolgte eine Beurteilung der Fluoreszenz mit folgendem semiquantitativen Bewertungsschema:
negativ, schwach positiv (+), deutlich positiv (++) und stark positiv (+++). Dabei war das Aktin-
bindende Toxin Phalloidin aus Amanita phalloides direkt mit TRITC gekoppelt, wohingegen beim
Nachweis der Intermediarfilamente Vimentin und Cytokeratin und beim Nachweis von Tubulin ein mit
FITC gekoppelter Sekundarantikbrper, der gegen den Primarantikdrper gerichtet war, verwendet
wurde. Bei der Inkubation mit dem gegen Cytokeratine gerichteten Antikérper kam es bei keinem der

verschiedenen Blutzelltypen zu einer positiven Reaktion.

4.6.2.1 Histochemischer Nachweis von F-Aktin

F-Aktin kann mit Phalloidin-TRITC in allen Blutzellen nachgewiesen werden. Die Starke der

Fluoreszenz ist jedoch unterschiedlich, wie man aus der nachfolgenden Tabelle entnehmen kann.

F-Aktin Positive Reaktion Prozentualer Anteil der
positiven Blutzellen in den

negativ 2 (++)

Blutausstrichen
Erythrozyten

Thrombozyten

Lymphozyten

Monozyten

Neutrophile
Granulozyten

Eosinophile
Granulozyten

Basophile

Granulozyten

Tabelle 4.39: Histochemischer Nachweis von F-Aktin in den Blutzellen des Kaninchens

In Erythrozyten bilden Aktinfilamente einen Ring unterhalb der Zellmembran. In den Thrombozyten
ziehen die stark positiven Aktinfilamente deutlich in die Pseudopodien hinein und sind auch im
Hyalomer oft ringférmig um das Granulomer angeordnet. In Lymphozyten hat die Fluoreszenz
unterschiedliche Auspragung und lasst die Lokalisation von Aktinfilamenten im Zytoplasma gut

erkennen. In den Monozyten sowie den neutrophilen und basophilen Granulozyten ist die Fluoreszenz
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Uber die ganze Zelle verteilt und granular bzw. fokal starker ausgepragt. In eosinophilen Granulozyten

kann man die eosinophilen Granula deutlich durch das sie umgebende Aktin identifizieren.

Abbildung 4.57: Nachweis von F-Aktin in den Blutzellen |

A. Die Erythrozyten zeigen eine schwache Fluoreszenz, die sich ringférmig unterhalb der Zellmembran befindet (kleine Pfeile).
Die Thrombozyten sind stark positiv. Aktin ist bei ihnen um das Granulomer herum im Hyalomer (HA) sowie in den
Pseudopodien (PA) lokalisiert. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

B. Der Riesenthrombozyt weist eine stark positive Fluoreszenz auf. Die Aktinfilamente sind im Hyalomer ringférmig um das
Granulomer angeordnet (HA) und reichen bis in die Pseudopodien (PA) hinein. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. Der Lymphozyt ist stark positiv. Aktinfilamente durchspannen das Zytoplasma (Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

D. Durch Fokussieren verschiedener Ebenen im Fluoreszenzmikroskop soll das Aktinnetzwerk (AN) der Aktinfilamente (Pfeile)

in einer weiteren Ebene im Lymphozyten demonstriert werden. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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Abbildung 4.58: Nachweis von F-Aktin in den Blutzellen II

A. Der Monozyt zeigt eine starke Fluoreszenz im Zytoplasma (Pfeil), die den Zellkern vollsténdig tberlagert und teilweise
filamentds (f) ausgepragt ist. Thr = Thrombozyten. Kaninchen, w, adult. SB = 10 um.

B. F-Aktin-positive Areale (Pfeil) ordnen sich deutlich um den Zellkern (ZK) des neutrophilen Granulozyten an. Kaninchen, w,
adult. SB = 10 ym.

C. Eine gut ausgepragte Fluoreszenz (Pfeile) im Zytoplasma um die Granula (G) herum ist im eosinophilen Granulozyten zu
sehen. Sie erstreckt sich bis unterhalb der Zellmembran. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

D. Eine deutliche Fluoreszenz im Zytoplasma (Pfeil) des basophilen Granulozyten ist vor allem im zellkernfreien Bereich

vorhanden. ZK = Zellkern; Thr = Thrombozyt. Kaninchen, w, adult. SB = 10um.

4.6.2.2 Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin

Vimentin kann, aulRer in den Erythrozyten, in allen Blutzellen des Kaninchens nachgewiesen werden.
In diesen Blutzellen bildet Vimentin ein Netzwerk von Intermediarfilamenten, das sich um den Zellkern
und im Fall der eosinophilen Granulozyten deutlich um die Granula legt. Die Thrombozyten verhalten
sich in den Blutausstrichen unterschiedlich. In acht von zehn Blutausstrichen konnte kein Vimentin-
positiver Thrombozyt identifiziert werden. In zwei Blutausstrichen hingegen zeigten Thrombozyten
eine stellenweise schwache bis deutlich positive Fluoreszenz, die sich ringférmig unterhalb der
Zellmembran oder filamentds im Zytoplasma ausbreitete. Bei den Thrombozyten wird in der folgenden
Tabelle nur die Reaktion der Mehrheit der Zellen bertcksichtigt, die negativ war. Die
Immunfluoreszenz bei den anderen Blutzellen, abgesehen von den Erythrozyten, war stets stark

positiv.
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Vimentin Positive Reaktion Prozentualer Anteil der

positiven Blutzellen in den
negativ 2 (++) 3 (+++)

Blutausstrichen
Erythrozyten 0%

0%

Thrombozyten 100 % 0% 0% 0% 0 %"
Lymphozyten 0 % 0% 0% 100 % 100 %
Monozyten 0% 0% 20 % 80 % 100 %
Neutrophile
0% 0% 0% 100 % 100 %
Granulozyten
Eosinophile
0% 0% 22,22 % 77,78 % 100 %
Granulozyten
Basophile
0 % 0% 0% 100 % 100 %

Granulozyten

Tabelle 4.40: Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin in den Blutzellen des Kaninchens

In zwei Blutausstrichen war stellenweise eine 3+-positive Fluoreszenz in den Thrombozyten zu sehen.

Die nachfolgenden Bilder sollen die zum einen die positive Reaktion der Blutzellen aufzeigen, zum

anderen die dreidimensionale Ausbreitung der Intermediarfilamente in den Zellen verdeutlichen.
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Abbildung 4.59: Nachweis von Vimentin in den Blutzellen des Kaninchens

A. In den Thrombozyten sieht man deutlich flamentdse Strukturen (Pfeil), die die Zelle durchziehen. Kaninchen, w, 1 Jahr. SB =
10 ym.

B. Im Lymphozyten kann man die dreidimensionale Ausbreitung der Vimentinfilamente (V) sehr gut erkennen. Kaninchen, m,
adult. SB =10 pm.

C. Das Vimentin im Monozyten erscheint sowohl granuléar (g) als auch filamentds (f) vorhanden zu sein. ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

D. Im neutrophilen Granulozyten sind die Segmente des Zellkerns (ZK), um die Vimentin lokalisiert ist, gut zu sehen. Dabei ist
die Fluoreszenz sowohl von granularer (g) als auch von filamentdser (f) Auspragung. Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 ym.

E. Im eosinophilen Granulozyten sind der Zellkern (ZK) und die von Vimentin (Pfeile) umgebenen Granula (G) gut zu erkennen.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

F. Im basophilen Granulozyten ist eine mehr granulare Fluoreszenz (g) vorhanden. ZK = Zellkern. Kaninchen, w, 7 Jahre. SB =

10 ym.
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4.6.2.3 Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin

Eine Bindung des Antikorpers gegen Tubulin erfolgte nur bei vier der zehn Blutausstriche.
Erythrozyten waren ausschliefllich negativ. In lediglich zwei Blutausstrichen zeigte sich auch eine
deutliche Immunfluoreszenz der Granulozyten. Stets stark positiv hingegen waren die Thrombozyten
mit einem fluoreszierenden Ring unterhalb der Zellmembran. In einigen Thrombozyten erstreckten
sich auch Mikrotubuli bis in die Pseudopodien. Die Lymphozyten waren in allen vier Blutausstrichen
positiv, jedoch von unterschiedlicher Starke. In einem Blutausstrich war auch eine deutliche
Fluoreszenz der Monozyten auszumachen. In der nachfolgenden Tabelle wird die Immunfluoreszenz
nach Inkubation mit einem Antikdrper gegen Tubulin bei den einzelnen Blutzellen in den positiven

Blutausstrichen noch einmal zusammenfassend dargestellt.

Tubulin Positive Reaktion Prozentualer Anteil der
positiven Blutzellen in den

negativ 2 (++) 3 (+++)

Blutausstrichen
Erythrozyten

Thrombozyten

Lymphozyten

Monozyten

Neutrophile
Granulozyten

Eosinophile
Granulozyten

Basophile

Granulozyten

Tabelle 4.41: Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin in den Blutzellen des Kaninchens
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Abbildung 4.60: Immunhistochemischer Nachweis von Tubulin in den Blutzellen des Kaninchens

A. Immunreaktives Tubulin 18Rt sich in einem ringférmigen Bereich unter der Zellmembran (Pfeile) bei den Thrombozyten
nachweisen. Kaninchen, m, 4,5 Jahre. SB = 10 ym.

B. Eine deutliche Immunfarbung auf Tubulin befindet sich im Zytoplasma des Lymphozyten (Pfeile). Der Zellkern (ZK) ist durch
die Anordnung der Mikrotubuli gut zu erkennen. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C. In den Pseudopodien der aktivierten Thrombozyten befindet sich Tubulin (Pfeile). Kaninchen, w, 1 Jahr. SB = 10 pm.

D. Der neutrophile Granulozyt (Neu) links im Bild weist eine deutliche Immunfluoreszenz (kurzer Pfeil) auf, die den Zellkern (ZK)
umgibt. Bei dem im Bild rechts gelegenen Monozyten (Mon) sind mikrotubulére, deutlich fluoreszierende Strukturen zu
erkennen (Pfeile), die auch hier den Zellkern (ZK) umgeben. Kaninchen, w, adult. SB = 10 uym.

D. Der eosinophile Granulozyt zeigt eine lokalisierte Fluoreszenz (Pfeil). Seine eosinophilen Granula (G) und der Zellkern (ZK)
sind gut zu erkennen. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

E. Eine deutliche, teilweise mikrotubulare Fluoreszenz (Pfeil) im Zytoplasma ist im basophilen Granulozyten zu sehen. Der
Zellkern ist nicht klar abzugrenzen. Die Thrombozyten oben links im Bild haben eine stark positive, ringférmige Fluoreszenz

(kleine Pfeile) unterhalb der Zellmembran. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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46.24 Doppelfarbung von Aktin und Vimentin

Bei der Doppelfarbung von Aktin und Vimentin kam es in nur zwei von finf Blutausstrichen zu einer
gleichzeitigen Anféarbung der Blutzellen mit dem Antikérper fur Vimentin und Phalloidin-TRITC. Dabei
zeigten in einem dieser Ausstriche die Blutzellen entweder eine Bindung von Phalloidin oder eine
Bindung des Vimentin-Antikdrpers, jedoch keine gleichzeitige Bindung beider Markierungen. Diese
Doppelbindung konnte in nur einem Blutausstrich beobachtet werden. In den restlichen
Blutausstrichen kam es zu keiner Bindung des Vimentin-Antikérpers, sondern lediglich zu einer
Bindung des Phalloidins.

In der folgenden Tabelle wird die Bindung von Phalloidin-TRITC und Anti-Tubulin in den 5

verschiedenen Blutausstrichen dargestellt.

Blutausstrich ‘ Ery Thr Ly Neu Bas Eo Mon

Aktin + +++ +++ ++ +++ n.a. ++
11

Vimentin - - - F++ 4+ _ _

Aktin + +++ +++ ++ ++ ++ +++

Vimentin - - - - - - -

Aktin + +++ +++ ++ ++ +++ +++

Vimentin - - - - - - -

Aktin + +++ +++ ++ ++ n.a. n.a.

Vimentin - - - - - - -

Aktin + +++ ++ ++ ++ ++ ++

Vimentin - - - +++ +++ n.a. n.a.

Tabelle 4.42: Bindung von Phalloidin-TRITC und Anti-Vimentin an die Blutzellen des Kaninchens

Ery = Erythrozyten; Thr = Thrombozyten; Ly = Lymphozyten, Neu = Neutrophile Granulozyten; Bas = Basophile Granulozyten;
Eo = Eosinophile Granulozyten; Mon = Monozyten.

1 Eine gleichzeitige Bindung von Phalloidin und Anti-Vimentin konnte bei den neutrophilen und basophilen Granulozyten
beobachtet werden.

2 Es konnte keine gleichzeitige Bindung von Phalloidin und Anti-Vimentin an eine der Blutzellen beobachtet werden.

- = negativ; + = schwach positiv; ++ = deutlich positiv; +++ = stark positiv; n.a.= nicht auffindbar.

Die folgenden Bilder zeigen einen neutrophilen und einen basophilen Granulozyten, bei denen eine

Doppelmarkierung von Tubulin und Aktin erfolgte.
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A3 B3

Abbildung 4.61: Doppelfarbung von Aktin — Vimentin an Blutzellen bei Kaninchens

A1. Anti-Vimentin-FITC. Neutrophiler Granulozyt. Eine deutliche, eher granulére Fluoreszenz (Pfeil) ist im Zytoplasma um den
Zellkern (ZK) herum zu sehen. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

A2. Phalloidin-TRITC. Neutrophiler Granulozyt. Das Zytoplasma weist nur eine schwache Fluroeszenz auf (Pfeil). Kaninchen, w,
adult. SB = 10 ym.

A3. DAPI-Kernfarbung. Der Zellkern des neutrophilen Granulozyten ist stark segmentiert. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

B1. Anti-Vimentin-FITC. Basophiler Granulozyt. Vimentin zeigt sich im Zytoplasma als vor allem globuldre oder granulare
Strukturen (Pfeil), die um den Zellkern (ZK) angeordnet sind. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

B2. Phalloidin-TRITC. Basophiler Granulozyt. Im Zytoplasma ist eine diffuse Verteilung der fluoreszierenden Strukturen
vorhanden (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 um.

B3. DAPI-Kernfarbung. Zellkern des basophilen Granulozyten ist zweifach segmentiert. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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46.25 Doppelfarbung von Aktin und Tubulin

Bei der Doppelfarbung von Aktin und Tubulin konnte in drei von finf Blutausstrichen eine gleichzeitige
Anfarbung von Blutzellen beobachtet werden. In diesen Blutausstrichen wiesen vor allem die
Thrombozyten und Lymphozyten eine gleichzeitige Darstellung des Aktins und des Tubulins auf. In
zwei Blutausstrichen konnte dies auch bei Monozyten und neutrophilen Granulozyten gezeigt werden.
Haufig war jedoch eine gleichzeitige Darstellung von Aktin und Tubulin nicht méglich. In einem
Retikulozyten war eine Immunfluoreszenz von Tubulin im Zytoplasma vorhanden (Abb. 4.64).

In der folgenden Tabelle wird die Darstellung von Aktin und Tubulin bei den verschiedenen

Blutausstrichen gezeigt.

Blutausstrich Ery Thr Ly Neu Bas Eo Mon
Aktin + +++ ++ +++ ++ +++ +++
Tubulin - - - - - - -
Aktin + +++ +++ ++ ++ n.a. ++
Tubulin - (+++)! +++ + - n.a. +++
Aktin + +++ +++ ++ +++ n.a. ++
Tubulin - - - - - n.a. -
Aktin + +++ +++ +++ + +++ +
Tubulin - +++ ++ ++ - o+ +
Aktin + +++ +++ ++ ++ ++ +++
Tubulin - (+++)1 ++ - - - -

Tabelle 4.43: Bindung von Phalloidin-TRITC und Anti-Tubulin an die Blutzellen des Kaninchens

1 Stellenweise zeigen sich einzelne Thrombozyten, die eine starke Fluoreszenz haben.

Ery = Erythrozyten; Thr = Thrombozyten; Ly = Lymphozyten; Neu = Neutrophile Granulozyten; Bas = Basophile Granulozyten;
Eo = Eosinophile Granulozyten; Mon = Monozyten.

- = negativ; + = schwach positiv; ++ = deutlich positiv; +++ = stark positiv; n.a. = nicht auffindbar.
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Abbildung 4.62. : Doppelfarbung von Aktin und Tubulin in den Blutzellen des Kaninchens |

A1. Anti-Tubulin-FITC. Thrombozyten. Eine positive Reaktion ist vor allem unterhalb der Zellmembran in Form eines Ringes zu
sehen (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

A2. Phalloidin-TRITC. Thrombozyten. Aktin ist diffus im Hyalomer verteilt (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

B1. Anti-Tubulin-FITC. Der Lymphozyt zeigt eine positive Reaktion (Pfeil) vor allem im Zytoplasma um den Zellkern (ZK) herum.
Zudem ist ein Retikulozyt (R) im Bild, der auch im Zytoplasma fluoreszierende Stellen besitzt. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
B2. Phalloidin-TRITC. Das Zytoplasma des Lymphozyten weist eine diffuse Fluoreszenz auf (Pfeil). Der Retikulozyt ® ist
negativ. Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.

C1. Anti-Tubulin-FITC. Monozyt. Eine eher granuldre Fluoeszenz ist im Zytoplasma vorhanden (Pfeil). ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

C2. Phalloidin-TRITC. Monozyt. Stellen positiver Fluoreszenz sind diffus im gesamten Zytoplasma verteilt (Pfeil). ZK = Zellkern.
Kaninchen, w, adult. SB = 10 pm.
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A3 B3

Abbildung 4.63: Doppelfarbung von Aktin und Tubulin in den Blutzellen des Kaninchens I

A1. Anti-Tubulin-FITC. Lymphozyt und Thrombozyten. Im Zytoplasma des Lymphozyten ziehen die Mikrotubuli (MT) von der
Zellmitte zur Plasmamembran. In den Thrombozyten ist die Fluoreszenz kreisférmig unterhalb der Zellmembran angeordnet
(kleine Pfeile). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

A2. Phalloidin-TRITC. Lymphozyt und Thrombozyten. Im Zytoplasma ist eine starke Fluoreszenz vorhanden (Pfeil). In den
Thrombozyten sieht man deutlich die Ausbreitung des Aktinnetzwerkes bis in die Pseudopodien (kleine Pfeile). Kaninchen, w,
adult. SB =10 pm.

A3. DAPI-Kernfarbung. Zellkern des Lymphozyten (ZK). Kaninchen, w, adult. SB = 10 um.

B1. Anti-Tubulin-FITC. Neutrophiler Granulozyt. Im Zytoplasma befinden sich Mikrotubuli (MT), die ein dreidimensionales
Netzwerk bilden. Sie ziehen von der Zellmitte zur Plasmamembran. Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

B2. Phalloidin-TRITC. Neutrophiler Granulozyt. Das gesamte Zytoplasma zeigt eine starke Fluoreszenz (Pfeile). Kaninchen, w,
adult. SB = 10 pm.

B3. DAPI-Kernfarbung. Zellkern (ZK) des neutrophilen Granulozyten mit starker Segmentierung. Kaninchen, w, adult. SB = 10

pm.
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A3

Abbildung 4.64: Doppelfarbung von Aktin und Tubulin bei einem eosinophilen Granulozyten
A1. Anti-Tubulin-FITC. Im Zytoplasma sieht man kréftig fluoreszierende Mikrotubuli (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
A2. Phalloidin-TRITC. Im gesamten Zytoplasma ist eine starke Fluoreszenz vorhanden (Pfeil). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.

A3. DAPI-Kernfarbung. Der Zellkern (ZK) ist nur wenig segmentiert (bandférmig). Kaninchen, w, adult. SB = 10 ym.
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Kapitel 5

5 Diskussion

5.1 Blutproben

Fir die vorliegenden, durchgefiihrten Untersuchungen wurde das Blut von 44 gesunden Kaninchen
verschiedener Rassen und Nutzungsrichtungen verwendet. Um den Gesundheitsstatus der Tiere zu
erfassen, wurden zusatzlich zum Differentialblutbild verschiedene Serumparameter Uberpruift.
AuBerdem erfolgte bei einigen Masttieren auch eine Schlachtkérperuntersuchung. Von den
untersuchten Kaninchen waren 16 Tiere mannlich und 28 Tiere weiblich.

Bei der Auswertung der Blutbilder der einzelnen Kaninchen waren die Laborwerte der ersten zehn
Tiere auffallig. Sie zeigten vor allem Veranderungen in der Thrombozytenzahl und im weifl3en Blutbild
in Form einer Thrombozytopenie und Leukopenie. Von den Serumparametern waren vor allem
Chloridionen und Kaliumionen leicht erhéht. Diese Veranderungen im Blut sind durch die Art der
Blutentnahme zu erkldren. Das Blut dieser Kaninchen wurde bei der Schlachtung wéahrend der
Entblutungsphase in den EDTA- und Serumprobenréhrchen aufgefangen. Das dadurch mechanisch
beeinflusste Blut, zeigte daraufhin eine leichte Gerinnung. Dies ist mit dem im Gegensatz zum
Menschen ausgepragteren intrinsischen Gerinnungssystem des Kaninchens zu erklaren. Sie haben
eine hohere Aktivitdt der Gerinnungsfaktoren V, VIII, IX, X, Xl und XllI sowie eine h&éhere oder
ahnliche Aktivitat von Faktor I, Il und XIlI als der Mensch. Zusatzlich zeigen Kaninchen eine erhéhte
Thrombozytenretention (Dodds, 2000). Da die vom Amtstierarzt durchgefihrte Schlachttier-
Untersuchung ohne Befund war, wurde davon ausgegangen, dass auch diese Tiere gesund sind und
nur aufgrund der Art der Probenahme eine Veranderung der Laborparameter erfolgte.

Einige wenige der anderen Tiere zeigten Abweichungen im prozentualen Anteil oder absoluten Anzahl
der einzelnen Leukozyten. Stets befand sich jedoch die absolute Anzahl bzw. der prozentuale Anteil

im Referenzbereich. Die Anzahl der Erythrozyten betrug im Durchschnitt 6,07 x 108/pl, der prozentuale
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Anteil der Retikulozyten 2,93 % und ihre absolute Anzahl im Blut der Kaninchen 0,18 x 108/ul. Die
Thrombozyten waren mit durchschnittlich 371,41 x 103/ul im Blut vertreten. Die Gesamtleukozytenzahl
betrug im Durchschnitt 7,33 x 103/ul. Der prozentuale Anteil der Lymphozyten daran war im
Durchschnitt 58,57 %, der der neutrophilen Granulozyten 28,4 %, der der Monozyten 7,82 %, der der
basophilen Granulozyten 3,83 % und der der eosinophilen Granulozyten 1,32 %. Hierbei wurden nur
die Werte der Kaninchen beriicksichtigt, bei denen keine Verfalschung der Parameter aufgrund der Art
der Probenahme erfolgte. Die Werte entsprechen denen in der Literatur (siehe Anhang B).

Bei einigen Tieren konnten erhéhte Werte der Alanin-Aminotransferase (ALT) beobachtet werden. Da
die Glutamat-Dehydrogenase (GLDH) jedoch nie erhéht war und als wesentlich sensitiver in der
Leberdiagnostik qilt als die ALT (Hein und Hartmann, Z2005), ist eine Lebererkrankung
unwahrscheinlich. Die ALT ist beim Kaninchen wenig gewebespezifisch. Sie kommt beispielsweise
auch im Gewebe des Herzens vor (Jenkins, 2000). Bei einem Kaninchen wurde ein erhdhter
Glukosewert festgestellt. Der daraufhin Uberprifte Fruktosaminwert lag jedoch im Referenzbereich.
Eine Erhdhung der Glukose im Blut ist beim Kaninchen oft stressbedingt, da die ACTH-Ausschittung
wahrend der Blutentnahme eine Erhdhung des Kortisolspiegels und in Folge dessen Veranderungen
im Protein- und Kohlenhydratstoffwechsel mit sich bringt (Hein und Hartmann, 2005). Die Elektrolyte
lagen meist im Referenzbereich, teilweise leicht darunter oder dariber.

Daher kann angenommen werden, dass alle Kaninchen, deren Blut histologisch untersucht wurde,
gesund waren und somit die Blutzellen ein physiologisches Verhalten in den verschiedenen
Farbungen zeigten.

Die Werte des Differentialblutbildes von 23 weiblichen und 9 mannlichen Tieren zeigten keine
signifikanten Unterschiede. Eine weitere Messreihe mit einer gréferen Anzahl an Tieren kdnnte hier
eventuell mehr Aufschluss geben, da die Test-Ergebnisse z.B. fir die Erythrozytenanzahl, den

Hamoglobinwert oder die Lymphozytenanzahl das Signifikanzniveau von 5% fast erreichten.

5.2 Lichtmikroskopie

Die Erythrozyten des Kaninchens stellten sich, wie in der Literatur beschrieben, als kernlose,
bikonkave, scheibchenférmige Zellen dar. Der Durchmesser der Erythrozyten des Kaninchens
schwankte in meinen Untersuchungen zwischen 5 und 7,4 ym und betrug im Durchschnitt 6,2 um.
Dies stimmt mit den Angaben von anderen Autoren wie Schermer (1958), Sanderson und Phillips
(1981) und Melillo (2007) Uberein, die eine Schwankungsbreite von 5,0-7,9 um angeben (Schermer,
1958; Sanderson und Phillips, 1981; Melillo, 2007). Die Dicke der Erythrozyten betragt 2,15 pym
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(Hawkey und Dennett, 1990), 2,4 ym (Schermer, 1958) bzw. 2,15-2,4 ym (Melillo, 2007) beim
Kaninchen. Eine Anisozytose, bei der die Mikrozyten ein Viertel des Durchmessers eines normalen
Erythrozyten besitzen (Moore, 2000), tritt bei 1-2 % der Erythrozyten des Kaninchens auf und wird bei
gesunden Kaninchen als normal angesehen (Dodds, 2000, Jenkins, 2008). Sie ist bei Labortieren,
Katzen und Rindern ublich (Jenkins, 2008; Reagan, 2008).

Genauere morphometrische Untersuchungen von Erythrozyten des Kaninchens wurden von Polji¢ak-
Milas et al. (2009) durchgefihrt. Sie verglichen verschiedene morphologische Charakteristika der
Erythrozyten zwischen mannlichen und weiblichen Tieren, darunter die Zellflache, den Zellumfang, die
maximale und minimale Achsenlange, die konvexe Flache, die Lange und Breite der Zelle. Sie stellten
fest, dass bei weiblichen Tieren die Erythrozytenoberflache signifikant gréRer als bei méannlichen
Tieren und die Konvexitat ihrer Erythrozyten starker ausgepragt ist. Abgesehen von Zellumfang und
Zellbreite waren die evaluierten Parameter bei den weiblichen Tieren signifikant hdher als bei den
mannlichen Tieren (Poljicak-Milas et al., 2009).

Die Erythrozyten zeigten in den Ubersichtsfarbungen eine rétliche Farbe, abhéngig von der Art der
Farbung. Ihr homogenes Zytoplasma besitzt aufgrund ihrer bikonkaven Form eine zentrale Aufhellung
(Campbell und Ellis, 2007; Reagan, 2008), die in meinen Blutausstrichen oft beobachtet wurde. Sie
wird beim Kaninchen als moderat bezeichnet (Reagan, 2008). Weiterhin waren polychrome
Erythrozyten in allen Blutausstrichen erkennbar. |hre blaue Anférbung resultiert aus dem Vorkommen
von Zellorganellen wie Ribosomen, die in den unreifen Zellen noch prasent sind (7Thrall, 2004). Beim
Kaninchen sind sie aufgrund der kurzen Lebensspanne der Erythrozyten und ihrem hohen Umsatz in
groRem Umfang im Blutausstrich vertreten (Melillo, 2007, Harcourt-Brown, 2008, Reagan, 2008) und
werden daher als physiologisch im Blut von gesunden Kaninchen angesehen (Thrall, 2004, Campbell
und Ellis, 2007, Melillo, 2007). Der prozentuale Anteil der Retikulozyten an der Erythrozytenanzahl im
Blut betragt 1-2 % (Mitruka und Rawnsley, 1981; Dodds, 2000, Moore, 2000), 2-4 % (Thrall, 2004,
Campbell und Ellis, 2007) oder 2-5 % (Marshall, 2008). In den eigenen Laboruntersuchungen reichte
der prozentuale Anteil der Retikulozyten im Blut von 1,27 bis 2,4 % und liegt somit im Bereich, der von
den genannten Autoren angegeben wurde. Das Vorkommen von einigen Erythrozyten mit Zellkern im
Blutausstrich liegt im Referenzbereich und ist kein Zeichen fur zelluldre Regeneration beim Kaninchen
(Melillo, 2007). Aufgrund ihrer morphologischen und farberischen Eigenschaften in den
Ubersichtsfarbungen mit einem stark kondensierten, exzentrisch gelegenen Zellkern und einem
graublauen bis graurétlichen Zytoplasma handelte es sich in meiner Arbeit um Normoblasten, die
frihzeitig aus dem Knochenmark entlassen wurden. Die im Lichtmikroskop beobachteten Erythrozyten
ohne zentrale Aufhellung werden auch als Spharozyten bezeichnet (Thrall, 2004, Reagan, 2008). Sie
sind charakteristisch fir den Verlust der Antikérper- oder Komplement-tragenden Membranen durch

Makrophagen (Jain, 1993; Thrall, 2004, Reagan, 2008). Durch den Verlust der Membran kann die
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Zelle ihre diskoide Form nicht aufrechterhalten, so dass eine kugelige Zelle ohne zentrale Aufhellung
entsteht (Reagan, 2008). Die Spharozyten sind allgemein Indikatoren fiir eine immunvermittelte
Anamie (Jain, 1993; Thrall, 2004). Ein paar dieser Zellen kdnnen jedoch auch in Blutausstrichen ohne
vorhergehende Schadigung der Erythrozyten durch den Membranabbau beobachtet werden (Reagan,
2008). Die vor allem in der Fahne des Blutausstrichs beobachtete Agglutination von Erythrozyten
kommt durch Verkniipfung von Antikdrpern auf der Erythrozytenoberflache zustande (Reagan, 2008).
Erythrozyten mit unphysiologischen Formen werden als Poikilozyten bezeichnet (Jain, 7993; Thrall,
2004; Campbell und Ellis, 2007; Reagan, 2008). In meinen Blutausstrichen konnten zahlreiche
verschiedene Veranderungen der Zellform beobachtet werden. Dazu gehdrten unter anderem auch
die Stomatozyten mit einer ovalen oder langlichen zentralen Aufhellung. Sie sind zumeist Artefakte
von zu dick ausgestrichenen Blutzellen, kébnnen aber auch aufgrund eines zu niedrigen pH-Wertes,
eines erhdhten Wassergehalts in den Erythrozyten oder durch amphipathische Medikamente
hervorgerufen werden (Harvey, 2008). Ein paar Stomatozyten im Blutausstrich sind vernachlassigbar
(Thrall, 2004). Auch Dacryozyten (trénenférmige Erythrozyten) waren in den Blutausstrichen zu sehen.
Die Ursache der Zellverformung ist unbekannt (Reagan, 2008), jedoch wird vermutet, dass sie aus
dem Umbau der zytoskelettalen Proteine bei der Passage von Kapillaren resultiert. Zudem kénnen
Dacryozyten auch ein Artefakt von zu langsamem Trocknen in Blutausstrichen sein (Banks, 1986,
Jain, 1993). Akanthozythen mit ihren unregelmafRigen Ausldufern von variabler Lange und
Durchmesser konnten in den Blutausstrichen regelmaRig beobachtet werden. Sie sind das Ergebnis
von Veranderungen der Cholesterol- und Phospholipidkonzentration (7hrall, 2004). Da jedoch keine
Hinweise auf eine Leberfunktionsstérung bei den untersuchten Tieren aufgrund der normalen
Serumparameter bestanden, kann angenommen werden, dass es sich in diesem Fall um
praparationsbedingte Artefakte handeln muss. Echinozyten zeigten im Gegensatz zu Akanthozyten
viele kurze, in Form und GréRe einheitliche Auslaufer. Sie werden auch als stechapfelférmige
Erythrozyten bezeichnet (Schermer, 71958). Diese kamen zahlreich in den Blutausstrichen der
Kaninchen vor und werden als charakteristisch fir das Kaninchenblut angesehen (Schermer, 7958,
Mitruka und Rawnsley, 1981, Sanderson und Phillips, 1981, Moore, 2000). Echinozyten bilden sich
meist als Artefakt in Blutausstrichen als Folge eines zu hohen EDTA-Gehalts in den
Probenahmeréhrchen, ungeeigneter Herstellung des Blutausstrichs oder zu langer Lagerung von
Blutproben vor dem Ausstreichen. Sie entstehen, wenn die &dufere Lipidschicht der Membran im
Gegensatz zur inneren Lipidschicht an Masse zunimmt. Dies kann auch durch die Dehydratation der
Erythrozyten, einen zu hohen pH-Wert, zu hohen intrazellularen Kalziumgehalt und einen Riickgang
der ATP-Konzentration hervorgerufen werden (Harvey, 2008). Keratozyten, die selten in meinen
Blutausstrichen zu sehen waren, stammen von membranbeschadigten Erythrozyten, bei denen sich

zunachst eine Vakuole bildet, die rupturiert. Sie entstehen durch physikalische oder chemische
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Einwirkungen (Jain, 7993). Howell-Jolly-Kérperchen, die beim Kaninchen bisweilen beobachtet
werden konnen (Sanderson und Phillips, 1981, Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007; Harcourt-
Brown, 2008; Jenkins, 2008), konnte ich in keinem meiner Ausstriche identifizieren. Die Erythrozyten
zeigten weder in der PAS-Farbung noch bei der Alcianblaufarbung eine positive Reaktion.

Die Thrombozyten sind kleine, runde, zellkernlose Gebilde mit einem Durchmesser von 1-3 pym, im
Durchschnitt 1,9 um. Dies wurde auch bereits von anderen Autoren beschrieben (Schermer, 1958,
Sanderson und Phillips, 1987). Sie treten in den Blutausstrichen vereinzelt oder auch in aggregierter
Form auf. Im Blut des Kaninchens findet man jedoch zu 0,1-0,3% (Silver und Silver, 1971) auch
gréRere Formen (Silver und Silver, 1971; Sanderson und Phillips, 19817). Solche konnte ich auch in
meiner Arbeit beobachten. Sie hatten einen Durchmesser von 4,9-9 uym. Die Thrombozyten zeigten in
den Blutausstrichen zumeist eine Ausbildung von Pseudopodien. Dies weist auf eine Aktivierung der
Thrombozyten hin (White, 71987). Strukturell unterscheidet man bei Thrombozyten ein Granulomer und
ein Hyalomer (Sinowatz und Hees, 2000). Das hell und transparent erscheinende Hyalomer enthalt
Mikrotubuli, Mikrofilamente, Glykogen sowie verschiedene Vesikel (White, 2006), die sich im
Lichtmikroskop nicht darstellen lassen. Die Granula der Thrombozyten hingegen, die mit
Zellorganellen wie den Lysosomen und den Mitochondrien zum Granulomer gehéren (White, 2006),
lassen sich deutlich anfarben, sodass eine Unterscheidung zwischen diesen beiden Strukturen auch
lichtmikroskopisch mdglich ist. In der PAS-Farbung waren positive Granula im Hyalomer darstellbar.
Sie farbten sich teilweise nur schwach an. Im Gegensatz zu den Granulozyten ist die Menge an PAS-
positivem Material gering. Dies wurde auch bereits von Jain (1969) in den Thrombozyten des
Kaninchens beobachtet (Jain, 7969). Saure Mukosubstanz ist in der Glykokalyx und auf
verschiedenen zytoplasmatischen Vakuolen wie auch im Nukleoid der Thrombozyten des Kaninchens
mit dialysiertem Eisen nachweisbar (Spicer ef al., 1969). Der Begriff Mukosubstanz umfasst dabei alle
mit Proteinen gekoppelten Kohlenhydrate wie Glykosaminoglykane bzw. Proteoglykane, Glyko- und
Mukoproteine (Romeis, 1989). Bei der Alcianblaufarbung bei einem pH-Wert von 2,5 war bei den
Thrombozyten eine positive Reaktion in Form von blassblauen Granula zu sehen. Aufgrund der
fehlenden Reaktivitat bei einem pH-Wert von 1 kann man darauf schlieBen, dass Thrombozyten des
Kaninchens saure Mukosubstanzen, aber keine sulfatierten Mukosubstanzen enthalten.

Die Lymphozyten stellten sich in meinen Untersuchungen als runde, zellkernhaltige Zellen mit einem
beim Kaninchen durchschnittlichen Durchmesser von 10,2 um dar. Dieser reichte von 6,8 bis 15,4 um.
Aufgrund dessen kann man beim Kaninchen grof3e und kleine Lymphozyten unterscheiden (Harkness
und Wagner, 1995), wobei die kleinen Lymphozyten im Blut dominieren (Thrall, 2004, Campbell und
Ellis, 2007; Harcourt-Brown, 2008, Jenkins, 2008). Nach Literaturangaben haben die kleinen
Lymphozyten einen Durchmesser von 7-10 ym (Sanderson und Phillips, 1981, Harcourt-Brown, 2008),

die grof3en Lymphozyten einen Durchmesser von 10-15 um (Sanderson und Phillips, 1987). In diesen
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Untersuchungen besal3en die Lymphozyten einen groRen Zellkern, der bei kleinen Lymphozyten nur
einen schmalen Zytoplasmasaum erkennen lieR. Bei groReren Lymphozyten war das Zytoplasma
starker ausgepragt. Der Zellkern der Lymphozyten des Kaninchens hatte unterschiedliche Form. Er
war kugelrund, oval oder quaderférmig und zeigte manchmal eine leichte Einkerbung, was auch bei
Sanderson und Phillips (1981) angegeben wird (Sanderson und Phillips, 7987). Bei vielen
Lymphozyten war eine gute Differenzierung zwischen Heterochromatin und Euchromatin méglich. Das
Zytoplasma der Lymphozyten war meist homogen, zeigte sich jedoch manchmal mit einer
marmorierten Struktur. Bei aktivierten Lymphozyten farbte es sich mittel- bis dunkelblau an. Die
Farbung des Zytoplasmas ist abhdngig von dem Gehalt an freien Ribosomen, Polyribosomen und /
oder rauem endoplasmatischen Retikulum und variiert in Abhangigkeit von der Aktivitat der Zelle
(Jain, 1993). Bei Lymphozyten mit hoher Aktivitat, die Proteine synthetisieren, ist das Zytoplasma in
den Standardfarbungen durch den hohen Gehalt an Ribosomen dunkelblau, wohingegen inaktive
Lymphozyten ein helles Zytoplasma zeigen (Jain, 1993; Lester et al., 2005). Auch Sanderson und
Phillips (1981) beobachteten in Standardfarbungen eine mittlere bis tiefe Blaufarbung des
Zytoplasmas (Sanderson und Phillips, 1981). Azurophile Granula, wie sie in der Literatur in grof3en,
teilweise auch kleinen Lymphozyten beschrieben werden (Sanderson und Phillips, 1981, Benson und
Paul-Murphy, 1999, Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007), waren in meinen Blutausstrichen in den
Ubersichtsfarbungen nicht zu sehen. In der PAS-Farbung waren die Lymphozyten stets negativ, was
mit den Ergebnissen von Jain (1993) Gibereinstimmt (Jain, 7993). Auch in der Alcianblaufarbung waren
die Lymphozyten des Kaninchens stets negativ.

Monozyten waren auch in meinen Untersuchungen die grofiten Blutzellen im Blut der Kaninchen mit
einem Durchmesser von 10,8 bis 18,4 ym. Im Durchschnitt waren sie 15,1 um grof3. Dies stimmt mit
dem in der Literatur angegeben Durchmesser von ca. 15-18 pm fiir die Monozyten des Kaninchens
Uberein (Moore, 2000; Melillo, 2007; Jenkins, 2008). Hinsichtlich der Form des Zellkerns variieren die
Beschreibungen in der Literatur von rund bis oval (Campbell und Ellis, 2007) oder gelappt (Schermer,
1958, Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007) bis hin zu bohnen- oder hufeisenférmig (Moore, 2000;
Melillo, 2007) oder auch nierenformig (Oka et al., 1982). Diese Vielfalt an Formen konnte ich auch in
meinen Blutausstrichen beobachten. Der Zellkern war stets von einem umfangreichen Zytoplasma
umgeben, das sich in allen Ubersichtsfarbungen sehr hell anfarbte. Dieses erschien zum Teil wolkig
oder marmoriert (Schermer, 1958, Campbell und Ellis, 2007, Melillo, 2007). Die im Zytoplasma
teilweise zahlreich vorkommenden Vakuolen wurden auch schon von anderen Autoren beobachtet
(Osbaldiston und Sullivan, 1978b; Moore, 2000, Quesenberry, 2004; Thrall, 2004; Campbell und Ellis,
2007). Azurophile Granula, die in den Romanowsky-Farbungen im Zytoplasma des Monozyten zu

sehen sein sollen (Campbell und Ellis, 2007), lielen sich in den Blutausstrichen der Kaninchen meiner
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Arbeit nicht darstellen. Sowohl in der PAS-Farbung als auch in der Alcianblau-Farbung waren die
Monozyten stets negativ.

Die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens verhalten sich in Romanowsky-Farbungen nicht
neutral, sondern eosinophil (Schermer, 1958, Kozma et al., 1974, Sanderson und Phillips, 1981, Jain,
1993, Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007), weshalb sie auch als pseudoeosinophile (Schermer,
7958) amphophile, azidophile oder heterophile Granulozyten bezeichnet werden (Kozma et al., 1974,
Sanderson und Phillips, 1981, Harkness und Wagner, 1995, Benson und Paul-Murphy, 1999; Jenkins,
2008). Elektronenmikroskopisch, funktionell und biochemisch entsprechen die neutrophilen
Granulozyten des Kaninchens denen der anderen Saugetiere (Schermer, 1958, Kozma et al., 1974,
Sanderson und Phillips, 1981, Dodds, 2000, Quesenberry, 2004; Thrall, 2004, Campbell und Ellis,
2007, Jenkins, 2008).

Die neutrophilen Granulozyten waren unter den Granulozyten in meinen Blutausstrichen am
haufigsten vertreten. lhr Durchmesser betrug 9,8 bis 15,7 pm, im Durchschnitt 12,2 ym. Diese
Spannbreite stimmt auch mit den Angaben in der Literatur Uberein (Schermer, 1958; Kozma et al.,
1974, Osbaldiston und Sullivan, 1978b;, Sanderson und Phillips, 1981, Hein und Hartmann, 2005;
Melillo, 2007; Marshall, 2008). Die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens hatten einen multipel
gelappten Zellkern, dessen Segmente durch feine Chromatinfaden miteinander verbunden waren. Bei
manchen neutrophilen Granulozyten war in meinen Untersuchungen ein trommelschlegelartiger
Fortsatz (,drumstick®) zu erkennen. Dieser ist beim weiblichen Kaninchen in neutrophilen
Granulozyten stets vorhanden (Kozma et al., 1974, Jain, 1993, Harkness und Wagner, 7995) und
stellt ein inaktiviertes X-Chromatin dar (Jain, 7993). Im Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten
befanden sich zwei Granulapopulationen, die ich in der Giemsa-Farbung (1:11) und in der
Pappenheim-Farbung gut erkennen konnte. Die primadren und sekunddren Granula entstammen
verschiedenen Bereichen des Golgi-Apparates und haben daher unterschiedliche Funktionen (Benson
und Paul-Murphy, 1999). In der Literatur werden die primaren Granula von den meisten Autoren in
Romanowsky-Farbungen als grof3, mit dunkelroten bis pinkfarbigen Granula definiert, wohingegen die
sekundaren Granula als klein und pinkfarben beschrieben werden (Baggiolini et al., 1970; Sanderson
und Phillips, 1981, Parmley, 1988, Jain, 1993, Harkness und Wagner, 1995; Benson und Paul-
Murphy, 1999, Dodds, 2000, Moore, 2000; Melillo, 2007). Die einzigen Autoren, die dem
widersprechen, sind Thrall (2004) und Campbell und Ellis (2007) (Thrall, 2004, Campbell und Ellis,
2007). Dies kann jedoch als wenig wahrscheinlich betrachtet werden, da zum einen auch in meinen
Untersuchungen mit der Pappenheim-Farbung und der Giemsa-Farbung (1:11) eine Unterscheidung
zwischen primaren und sekundaren Granula moéglich war, bei denen viele, kleine, rosafarbene bis
kraftig pinkfarbene Granula und weniger haufig vorkommende, grdf3ere, violette Granula zu sehen

waren. Zum anderen konnte ich dies auch durch meine ultrastrukturellen Untersuchungen feststellen,

228



5.2 LICHTMIKROSKOPIE

die eine eindeutige Unterteilung in primére und sekundére Granula zulassen und so die Auffassung
der meisten Autoren bestatigen. Die primaren Granula der neutrophilen Granulozyten haben einen
Durchmesser von 0,5-0,8 um (Baggiolini et al, 1970) oder 0,3-0,8 ym (Parmley, 1988), die
sekundaren Granula einen Durchmesser von 0,25-0,4 uym (Baggiolini et al., 1970) bzw. 0,25-0,5 pm
(Parmley, 1988). Der prozentuale Anteil der primaren Granula an der gesamten Granulapopulation
betragt 25-40 % (Osbaldiston und Sullivan, 1978b), der der sekundaren Granula 80-90 % (Benson
und Paul-Murphy, 1999). Diese Verteilung konnte ich auch in der Pappenheim- und Giemsa-Farbung
(1:11) beobachten. In der Sirius-Red-Farbung zeigten die neutrophilen Granulozyten eine deutliche
Anfarbung im Randbereich der Granula. Dies widerspricht den Literaturangaben, denen zufolge
ausschlieBlich eine Anfarbung der eosinophilen Granulozyten erfolgt (Wehrend et al., 2004). Laut
Literatur beruht diese Annahme jedoch auf Untersuchungen an Rindern, Schafen und Pferden
(Wehrend et al., 2004), deren neutrophile Granulozyten sich auch in Ubersichtsfarbungen neutral
verhalten. Im Gegensatz dazu verhalten sich die neutrophilen Granulozyten von Kaninchen, wie oben
bereits erwéahnt, nicht neutral in Standardfarbungen, sondern eosinophil, was eine Anfarbung der
Granula in der Sirius-Red-Farbung erklart. In der PAS-Farbung waren granulare Reaktionsprodukte im
rosa- bis lilafarbenen Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten zu sehen. Auch bei Jain (1969)
zeigen die neutrophilen Granulozyten des Kaninchens viele positive, purpurrote Granula ahnlicher
GroRe (Jain, 1969). Glykogenpartikel wurden in den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens mit
der ,periodic acid-thiocarbohydrazid-silver proteinate® (PA-TCH-SP)-Methode nachgewiesen.
Wahrend der Entwicklung des neutrophilen Granulozyten im Knochenmark nimmt der Glykogengehalt
in der Zelle zu. Bereits im Myelozyten kann man einzelne Glykogenpartikel erkennen. In ausgereiften
neutrophilen Granulozyten sind grol3e Ansammlungen von Glykogenpartikeln zu beobachten (Murata
et al., 1978). Saure Mukosubstanzen in den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens kénnen mit
dialysiertem Eisen ultrastrukturell auf der Oberflache der Plasmamembran, im Golgi-Komplex und in
den primaren und tertiaren Granula nachgewiesen werden (Hardin und Spicer, 1977). In den
lichtmikroskopischen Untersuchungen meiner Arbeit waren in der Alcianblaufarbung, sowohl bei
einem pH-Wert von 2,5 zum Nachweis saurer Mukosubstanzen als auch bei einem pH-Wert von 1
zum Nachweis sulfatierter Mukosubstanzen, kraftig hellblaue, granuldare Reaktionsprodukte im
Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten zu sehen. Sulfatierte Mukopolysaccharide und ein hoher
Gehalt an ,Basic Protein“ wurden von Horn und Spicer (1964) in den azurophilen Granula mit Hilfe der
Autoradiographie nachgewiesen (Horn und Spicer, 1964). Bei Untersuchungen auf verschiedene
komplexe Kohlenhydratstrukturen wurde festgestellt, dass vor allem in den tertidren Granula der
neutrophilen Granulozyten des Kaninchens komplexe Kohlenhydratstrukturen vorkommen. Dazu
zahlen Kohlenhydrate mit sulfatierten und carboxylierten Gruppen, Glykokonjugate mit vizinalen

Glykolen wie Glykogen und Glykoproteine. Eine nur schwache Reaktion ist in reifen priméaren und
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sekundaren Granula beim Nachweis von Glykokonjugaten sowie bei Pyroantimonat-reaktiven
Kationen wie Na*, K*, Ca2*, Mg?* und Histamin zu beobachten (Parmley et al., 1979).

Die eosinophilen Granulozyten zeigten sich in meinen Untersuchungen als grof3e, runde bis ovale
Zellen mit einem durchschnittlichen Durchmesser von 13,9 ym (11,5-17,6 pym). In der Literatur werden
ahnliche Werte fir den Durchmesser der eosinophilen Granulozyten angegeben. Der Zellkern der
eosinophilen Granulozyten bestand in meiner Arbeit stets aus zwei bis drei Segmenten. In der
Literatur wird dieser als zweigelappt und U- bzw. hufeisenférmig beschrieben (Sanderson und Phillijps,
1981, Benson und Paul-Murphy, 1999; Moore, 2000, Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007, Melillo,
2007; Jenkins, 2008). Dies konnte in dieser Arbeit nicht bei allen eosinophilen Granulozyten
feststellen. Die Segmente waren zum Teil rundlich und oft lUber schmale Chromatinbriicken
miteinander verbunden oder auch langgestreckt und U- oder auch hufeisenférmig angeordnet. Der
Rand des Zellkerns stellte sich aulerdem oft ,ausgefranst” dar. Charakteristisch fir die eosinophilen
Granulozyten sind die zytoplasmatischen, eosinophilen Granula, die das Zytoplasma ausfiillen
(Schermer, 1958, Kozma et al., 1974, Sanderson und Phillips, 1981, Benson und Paul-Murphy, 1999;
Moore, 2000, Jenkins, 2008), sodass sie der Zelle ein orange-pinkfarbiges, schaumiges Aussehen
verleihen (Sanderson und Phillips, 1981; Melillo, 2007). Mit einem Durchmesser von bis zu 1 pym
lieRen sie sich in meinen Ubersichtsfarbungen kraftig rot bis pink anfirben. Sie sind somit drei- bis
viermal so grol3 wie die Granula der neutrophilen Granulozyten (Kozma et al., 1974, Harkness und
Wagner, 1995) und hatten in meinen Untersuchungen eine runde bis eckige, teilweise backsteinartige
Form. In der Hadmalaun-Eosin-(H.E.)-Farbung farbten sich in meinen Untersuchungen wie auch bei
Shanklin et al. (1977) (Shankiin et al, 1977) nur die Granula der eosinophilen Granulozyten an,
sodass man sie sehr gut von anderen Granulozytenpopulationen unterscheiden konnte. Im Gegensatz
dazu war die Sirius-Red-Farbung fir die gezielte Darstellung eosinophiler Granulozyten beim
Kaninchen eher ungeeignet, da sich hier auch die Granula der neutrophilen Granulozyten rosafarben
bis rot anfarbten. Eine Anfarbung der eosinophilen Granula erfolgte dabei im Randbereich der
Granula. Weitere Farbungen, die der Differenzierung der eosinophilen Granulozyten dienen, sind
Giemsa-Urea, Eosin-Urea (Osbaldisfon und Sullivan, 1978b) und die modifizierte Undritz Il Farbung
(Shanklin et al., 1977). Bei der in dieser Arbeit durchgefiihrten PAS-Reaktion zeigten die eosinophilen
Granulozyten granulare Reaktionsprodukte intergranular im Zytoplasma. Dies stimmt mit den
Beobachtungen von Hermansky (1970) und Jain (1993) Uberein (Jain, 1969, Hermansky et al., 1970).
Auch mit der PATCH-SP-Reaktion (,periodic acid thiosemicarbazide-thiocarbohydrazide-silver
proteinate procedure) wurde Glykogen in den eosinophilen Granulozyten des Kaninchens
nachgewiesen, die aber nur halb so viel Glykogen wie die neutrophilen Granulozyten enthalten
(Murata et al., 1978). In Untersuchungen auf komplexe Kohlenhydrate der eosinophilen Granulozyten

des Kaninchens ist eine mittlere Reaktivitat der elektronendichten Granula auf Glykokonjugate mit
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vizinalen Glykolen vorhanden (Parmley et al., 1979). In der Alcianblaufarbung waren die eosinophilen
Granulozyten stets negativ.

Das Kaninchen ist eine der wenigen Saugetierspezies, bei denen die basophilen Granulozyten in
maRiger (Moore, 2000) bzw. nach Angaben eines anderen Autors (Melillo, 2007) in grolker Menge im
Blut vorkommen. In meinen Untersuchungen stellten sie sich als runde Zellen mit einer GréRe von
durchschnittlich 13,5 ym (10,6-16,5 ym) dar. Sie sind 8-12 uym (Melillo, 2007) bzw. 10-15 pm
(Sanderson und Phillips, 19817) grof3. Nach Schermer (1958) und Jenkins (2008) entsprechen sie in
ihrer Grofle ungefahr den neutrophilen Granulozyten (Schermer, 1958; Jenkins, 2008). In meinen
Untersuchungen besalien sie einen oft mehrfach gelappten, plumpen Zellkern von pleomorpher
Gestalt. Er war jedoch weniger segmentiert als der Zellkern der neutrophilen Granulozyten (Melillo,
2007, Reagan, 2008), manchmal auch langgestreckt (Sanderson und Phillips, 1987). Im Zytoplasma
waren kleine, kugelrunde Granula vorhanden, die teilweise den Zellkern Uberlagerten. Die das
Zytoplasma dicht bepackenden Granula (Moore, 2000) sind in Romanowsky-Farbungen stark basophil
(Campbell und Ellis, 2007). Die Farbe der Granula war auch in meinen Farbungen, in denen es zu
einer Anfarbung der basophilen Granulozyten kam, wie in der Literatur beschrieben, violett bzw.
tiefviolett (Sanderson und Phillips, 1981, Moore, 2000; Melillo, 2007), teilweise auch lila bzw.
purpurfarben (Quesenberry, 2004, Reagan, 2008) oder blau bis dunkelblau (Osbaldiston und Sullivan,
1978b,; Harcourt-Brown, 2008). In der H.E.-Farbung kam es zu einer Degranulation der basophilen
Granulozyten. Eine sehr schwache Anfarbung der sich in der Degranulation befindenden Granula
erfolgte bei der Diff-Quick-Farbung, Giemsa-Farbung (1:11) und Giemsa-Farbung (1:20). Dieses
Phanomen wurde bereits von Lester et al. (2005) in Bezug auf die neutrophilen Granulozyten
beschrieben. Es wurde von ihnen vor allem bei schnellen Romanowsky-Farbungen mit einer
Fixationszeit von 5-10 Sekunden beobachtet (Lester et al, 2005). Dies konnte ich in meinen
Untersuchungen jedoch nie bei den neutrophilen Granulozyten, sondern nur bei den basophilen
Granulozyten feststellen. Aus diesem Grund vermute ich, dass es sich bei den von Lester (2005) als
degranulierte neutrophile Granulozyten bezeichneten Zellen um basophile Granulozyten handelte. In
der Toluidinblaufarbung zum gezielten Nachweis von basophilen Granulozyten farben sich die
Granula kréaftig lila bis violett an. Diese Eigenschaft, sich in einem anderen Farbton als des in der
Farbelésung angebotenen Farbstoffs anzufarben, wird als Metachromasie bezeichnet und kommt vor
allem in Zellen mit einem hohen Gehalt an sauren Mukopolysacchariden vor (Pschyrembel, 2007). In
der PAS-Farbung finden sich zahlreiche violette bis lilafarbene Granula im rosa- bis lilafarbenen
Zytoplasma der basophilen Granulozyten. Sie sind somit PAS-positiv. Bereits Murata et al. (1978)
konnten mit Hilfe zytochemischer Methoden Glykogenpartikel in den basophilen Granulozyten
nachweisen, die in groBerer Anzahl bei reifen Basophilen als bei unreifen Zellen vorkommen (Murata

etal, 1978).
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Beim Kaninchen befinden sich verschiedene Glykokonjugate in den basophilen Granulozyten
(Sakakibara und Eguchi, 1985b). Saure Mukopolysaccharide sind an der Zellmembran und in den
basophilen Granula lokalisiert (Hardin und Spicer, 1971, Clark et al., 1977), zu denen vor allem
Chondroitinsulfat zahlt, das am haufigsten in basophilen Granulozyten des Kaninchens vorkommt
(Clark et al., 1977). In der Alcianblaufarbung mit einem pH-Wert von 2,5 zur Anfarbung saurer
Mukopolysaccharide zeigten die basophilen Granulozyten eine kraftig blaue, eher filamentése als
granulare Anfarbung von Zytoplasmastrukturen. In den basophilen Granula besteht auch eine
Reaktivitéat gegenlber sulfatierten Glykokonjugaten. Bei der Alcianblaufarbung mit einem pH-Wert von
1 zum Nachweis sulfatierter Mukopolysaccharide war eine schwach blassblaue, granuldre Reaktion in
den basophilen Granulozyten zu sehen. Allgemein nimmt die positive Reaktion gegenuber sulfatierten
Glykokonjugaten mit zunehmendem Reifungsstadium der basophilen Granulozyten ab. Wie beim
Menschen werden die basophilen Granula beim Kaninchen anhand des Verteilungsbildes von sauren
Mukopolysacchariden und sulfatierten Glykokonjugaten in drei Typen mit einer Gesamtreaktion des
Granulums, einer Reaktion nur an der Peripherie und keiner Reaktivitdt nach Versetzen mit
dialysiertem Eisen untergliedert. Diese Verteilung entspricht dem Reifungszustand der Granula und
nimmt mit zunehmender Reifung ab bis hin zur Reaktionslosigkeit (Sakakibara und Eguchi, 1985b).
Dies konnte ich in meinen Untersuchungen jedoch nicht beobachten. Perjodsaure-reaktive
Glykokonjugate in den basophilen Granula koénnen mittels der PA-TCH-SP (,periodate-
thiocalbohydrazide-silver proteinate“)-Methode demonstriert werden (Eguchi, 1991).

Die kleinen Granula enthalten im Gegensatz zu den basophilen Granula keine sauren
Mukopolysaccharide sowie keine sulfatierten Glykokonjugate, sondern neutrale Glykokonjugate

(Sakakibara und Eguchi, 1985a).

5.3 Elektronenmikroskopie

Ultrastrukturell konnten die Blutzellen bis auf den basophilen Granulozyten sicher identifiziert und
charakterisiert werden.

Die Erythrozyten wiesen aufgrund der Ultradinnschnitte von 40-60 nm in der
elektronenmikroskopischen Untersuchung unterschiedliche Form und GroéRe auf. Sie reichte von
langgestreckt Uber scheibenférmig bzw. napfférmig bis hin zu rund. Eine glatte Zellmembran, beim
Kaninchen eine Lipiddoppelmembran aus 5,3 % Glykolipiden, 65,8 % Phospholipiden und 28,9 %
Cholesterol (Wessels und Veerkamp, 1973), umschlief3t ein homogenes Zytoplasma, in dem bei reifen
Erythrozyten weder Zellorganellen noch ein Zellkern zu sehen sind. Im Zytoplasma des reifen

Erythrozyten befindet sich vor allem Hamoglobin, das einen Anteil von 90 % am zytoplasmatischen
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Protein ausmacht. Dieses wird von den Erythrozyten-Vorldufern und den Retikulozyten synthetisiert
und im Zytoplasma akkumuliert (Harvey, 2008).

Zusatzlich zu ausgereiften Erythrozyten konnten im Blut auch Erythrozytenvorlaufer mit einem
exzentrisch gelegenen, stark kondensierten, runden oder ovalen Zellkern identifiziert werden. Das
Kern-Zytoplasma-Verhéltnis der Zellen war stets gering. Im Zytoplasma waren oft Mitochondrien
vorhanden.

Thrombozyten zeigten in den elektronenmikroskopischen Untersuchungen unterschiedliche Formen
von oval bis rund. Stets handelte es sich um aktivierte Thrombozyten, bei denen sich das Zytoplasma
als Pseudopodien in die Umgebung erstreckte. Ruhende Thrombozyten haben eine scheiben- oder
linsenférmige Gestalt mit einer glatten Oberflache und einer leicht konvexen Kontur (Jain, 7993). Die
glatte Zellmembran der Thrombozyten des Kaninchens besteht, wie bei allen Saugetieren, aus
Phospholipiden (Hashizume et al, 1994). Sie setzt sich beim Kaninchen zu 31 % aus
Phosphatidylcholin, zu 32 % aus Phosphatidylethanolamin, zu 12 % aus Phosphatidylserin, zu 3 %
aus Phosphatidylinositol und zu 22 % aus Sphingomyelin zusammen (Packham et al, 71992). In
ruhenden Thrombozyten ist in der Zellmembran auch cAMP lokalisiert, um die Aktivitdt der
Kalziumpumpe zu regulieren (Jain, 7993). Die Zellmembran weist auRerdem eine gut ausgebildete
Glykokalyx auf (Jain, 1993, Tablin, 2000). Sie setzt sich aus Kohlenhydratketten zusammen, die in
kovalenter Verbindung mit Membranlipiden und -proteinen stehen (Wiesner und Ribbeck, 2000).
Dabei sind vor allem die Glykoproteine wichtig fiir die Adhasion und Aggregation der Thrombozyten.
Beim Kaninchen gibt es insgesamt 3-4 Hauptglykoproteine (Jain, 7993). Das Glykoprotein GPlIb/Illa
ist eines dieser Hauptglykoproteine. Es unterscheidet sich von dem des Menschen in funktionellen
Aspekten. Auf der Zellmembran befindet sich beim Kaninchen auRerdem ein C3b-Rezeptor, jedoch
kein Fc-Rezeptor fir I1gG, der beim Menschen vorkommt (Packham et al., 1992). Das vor allem auf
Spektrin basierende Membranskelett ist mit Aktinfilamenten verknlpft, die vom Zytoplasma zur
Plasmamembran ziehen (Hartwig, 2006). Auch Intermediarfilamente (7ablin, 2000) und ein
Mikrotubulus sind in den Thrombozyten vorhanden (Hartwig, 2006). Bei meinen ultrastrukturellen
Untersuchungen der Thrombozyten des Kaninchens konnten Anschnitte des Mikrotubulus, der sich
mit einer Lange von ca. 100 ym acht- bis zwélfmal um sich selbst windet (Hartwig, 2006), identifiziert
werden. Der Mikrotubulus lag vor allem im Randbereich der Zelle und war in quer angeschnittenen
Thrombozyten an den polaren Enden der Zelle zu sehen. Er hat in den Thrombozyten des Kaninchens
einen Durchmesser von ca. 7 nm Dicke (Silver und McKinstry, 1967). Von den Granulapopulationen in
den Thrombozyten konnten die a-Granula und die elektronendichten Granula (,dense bodies®) im
Zytoplasma identifiziert werden. Die a-Granula besallen im Elektronenmikroskop eine homogen
elektronendichte Struktur. Sie haben beim Kaninchen einen Durchmesser von 400 nm (Bak et al.,

1969; Spicer et al., 1969). Eine ellipsoide, exzentrische Stelle von etwas geringerer Elektronendichte
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und einer GroéRe von 0,25 ym, die als Nukleoid bezeichnet wird (Spicer et al, 1969), konnte ich in
meinen ultrastrukturellen Untersuchungen nicht beobachten. Die Proteine der a-Granula des
Kaninchens kénnen aufgrund der geringen Kreuzreaktion mit Antikérpern, die gegen menschliche
Proteine erzeugt wurden, nur schwer bestimmt werden (Packham et al., 1992). Trotzdem wurde der
Plattchenfaktor 4 von Thomas et al. (1970) (Thomas et al., 1970) in Thrombozyten des Kaninchens
nachgewiesen. Abgesehen vom Plattchenfaktor 4 ist zudem P-Selektin beim Kaninchen in den a-
Granula der Thrombozyten vorhanden. Es ist in der Zellmembran von ruhenden Thrombozyten
gespeichert. Beim Kaninchen hat es ein Molekulargewicht von 117 + 7 kDa und stimmt mit der
Sequenz des humanen P-Selektins um 74 % uberein. Nach Aktivierung der Thrombozyten und
Freisetzung des Granulainhalts wird es an der Oberflache des OCS und der Pseudopodien exprimiert.
Es gehort zur Selektinfamilie und dient als membrangebundener Rezeptor fiir P-Selektin-Liganden. P-
Selektin fordert unter anderem Interaktionen zwischen aktivierten Thrombozyten und Leukozyten
(Reed et al., 1998). Die zweite gut zu erkennende Granulapopulation in den Thrombozyten des
Kaninchens waren die ,dense granules®. Sie zeichneten sich durch eine vakuolendhnliche Struktur
aus, die von einer Membran umgeben war und einen stark elektronendichten, kugeligen Koérper
enthielt. Sie soll beim Kaninchen 50-150 nm (7ranzer et al., 1966) bzw. 170 nm (Bak et al., 1969) grof}
sein. Im Durchschnitt kommen 3-5 dieser Granula in einem Thrombozyten des Kaninchens vor (Bak et
al, 1969). Auch in dieser Arbeit waren in einem Anschnitt eines Thrombozyten in der Regel 3-5
.dense bodies“ zu sehen. Vereinzelt war die Anzahl dieser, mit bis zu sieben, pro Thrombozyt hoher
als von anderen Autoren beschrieben. In den ,dense bodies” befinden sich Serotonin (Tranzer et al.,
1966, Meyers et al., 1982; Packham et al., 1992), Kationen wie Ca2* und Mg?*, Nukleotide sowie
Histamin (Meyers et al., 1982, Packham et al., 1992). Der Serotonin- und Histamingehalt in den
.dense bodies“ des Kaninchens ist héher als beim Menschen (Packham et al, 1992). Eine
Besonderheit der Thrombozyten des Kaninchens ist die in situ Produktion von Histamin durch eine
Decarboxylierung von Histidin zu Histamin. Der Hauptanteil, so wird angenommen, wird vor allem in
den Megakaryozyten im Knochenmark gebildet (Da Prada et al., 1987). Ein weiterer Inhaltsstoff der
.dense bodies” bei Kaninchen ist Synaptophysin. Es dient zur Bildung spezifischer Kanéle in den
~-dense bodies® zur Exozytose von Serotonin (Bahler ef al., 1990). Dopamin, Noradrenalin, Adrenalin,
Normetanephrin, p-Oktopamin und m-Oktopamin wurden von Da Prada et al. (1981) in den
Thrombozyten des Kaninchens nachgewiesen (Da Prada et al, 1987). Im Zytoplasma der
Thrombozyten konnte ich in meiner Arbeit zahlreiche Glykogengranula, die sich teilweise in Gruppen
zusammenlagerten, beobachten. Sie dienen als erste Ressource fir den Energiemetabolismus der
ruhenden Thrombozyten (7ablin, 2000). Im Vergleich zum Kaninchen besitzen die Thrombozyten des
Menschen dreimal so viel Glykogen (Bak et al., 1969). Glykosomen, die von einer Einheitsmembran

umgeben sind und bei Thrombozyten des Menschen beobachtet wurden (White, 2006), als auch
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Mitochondrien, Anschnitte des OCS oder DTS konnten in meiner Arbeit nicht bzw. nicht eindeutig
identifiziert werden. Weiterhin konnten weder das endoplasmatische Retikulum noch der Golgi-
Apparat nachgewiesen werden. Dies entspricht auch den Beobachtungen von Jain (1993) (Jain,
7993).

In meinen ultrastrukturellen Untersuchungen zeigten sich die Lymphozyten als insgesamt runde
Zellen, von denen sich Pseudopodien in die Umgebung erstreckten. In grofieren Lymphozyten hatte
der Zellkern stets zahlreiche Einbuchtungen. Wie auch bei Steffens (2000) beschrieben, nahm der
Anteil des im Randbereich des Zellkerns lokalisierten Heterochromatins mit zunehmender Grofie des
Lymphozyten ab. In diesen gro3en Lymphozyten war immer ein Nukleolus zu erkennen. Zellkerne mit
zwei Nukleoli (Steffens, 2000) wurden nicht von mir beobachtet. Die glatte Zellmembran umgab ein
Zytoplasma, in dem Mitochondrien, Ribosomen, endoplasmatisches Retikulum und Vakuolen zu
sehen waren. Der Golgi-Apparat konnte durch eine Ansammlung von abschnilrenden Lysosomen in
wenigen Anschnitten identifiziert werden. In den grolen Lymphozyten befanden sich zum einen
primare, zum anderen aber auch sekundare Lysosomen. Die primaren Lysosomen hatten einen relativ
elektronendichten, feinkérnig-homogenen Inhalt und waren kugelférmig. Sie enthalten Hydrolasen wie
saure Phosphatase, Cathepsin, Glucuronidase und Ribonuclease (Wiesner und Ribbeck, 2000). Die
sekundaren Lysosomen oder auch Heterolysosomen stellten sich als heterogene, kugelférmige
Zellorganellen mit einer deutlichen Membran dar. Sie entstehen durch Verschmelzung der priméaren
Lysosomen mit Phagosomen. Sie enthalten als intrazelluldre Verdauungsorganellen vielfaltige
Innenstrukturen und unterliegen wahrend des Verdauungsprozesses einem intensiven Strukturwandel
(Wiesner und Ribbeck, 2000). Im Grolten und Ganzen stimmten meine Beobachtungen mit denen in
der Literatur fir Lymphozyten von anderen Sdugetieren beschriebenen Befunden tberein.

Der Monozyt zeigte sich in meinen ultrastrukturellen Untersuchungen je nach Anschnitt als eine runde
oder ovale Zelle mit wenigen Pseudopodien. Die Form des Zellkerns variierte in den
Ultradliinnschnitten von oval bis rund zu nieren- und schmetterlingsférmig mit teilweise tiefen
Einbuchtungen, wie in der Literatur beschrieben (Schermer, 1958, Oka et al., 1982, Moore, 2000,
Thrall, 2004, Campbell und Ellis, 2007, Melillo, 2007). Der Zellkern enthielt zudem viel Euchromatin
und wenig Heterochromatin, wobei letzteres vor allem im Randbereich lokalisiert war. Bei einigen
Monozyten waren die innere und auf’ere Kernmembran sowie das zwischen diesen liegende Spatium
perinucleare gut zu erkennen. Uber die Kernporenverschlussmembran steht der Zellkern mit dem
Zytoplasma in direkter Verbindung. Sie umgibt die Kernporen, die dem Austausch von Stoffen
zwischen dem Zellkern und dem Zytoplasma und dem Austritt ribosomaler RNA ins Zytoplasma
dienen (Sinowatz und Hees, 2000). Diese konnten in einigen Monozyten gut dargestellt werden. Im
Zytoplasma befanden sich zudem Granula mit homogen elektronendichtem Inhalt. Nach Nichols et al.

(1971) koénnen bis zu 50 Granula in einem Monozyten des Kaninchens identifiziert werden (Nichols et
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al, 1971). Laut Oka et al. sind 18-50 Granula im Monozyten des Kaninchens zahlbar, die eine
Tendenz zur Bildung von Clustern zeigen (Oka et al., 19582). Im Bereich des Golgi-Apparates konnte
ich auch unreife, weniger elektronendichte Granula beobachten, was darauf schlieRen I&sst, dass die
Granula auch in zirkulierenden Zellen gebildet werden (Nichols et al., 1977). Im Zytoplasma waren
aullerdem zahlreiche gro3e Mitochondrien vom Crista-Typ, endoplasmatisches Retikulum und viele
Vakuolen zu sehen. Ribosomen lagerten sich im Zytoplasma oft zu Polyribosomen zusammen.

Die neutrophilen Granulozyten stellten sich in meinen Untersuchungen als runde Zellen mit einer
glatten Zellmembran und einigen Pseudopodien dar. Mikrovilli, die sich bei verschiedenen Tierspezies
auf der Oberflache der neutrophilen Granulozyten befinden (Steffens, 2000), konnten in meiner Arbeit
beim Kaninchen nicht identifiziert werden. Der Zellkern enthielt vor allem Heterochromatin im
Randbereich, wahrend Euchromatin vor allem im Zentrum des Zellkerns lokalisiert war. Im Zytoplasma
des neutrophilen Granulozyten konnte ich zahlreiche Glykogenpartikel, Mitochondrien, Anschnitte des
endoplasmatischen Retikulums und teilweise auch Anschnitte des Golgi-Apparates bzw. Stapel von
Golgi-Lamellen (Spicer et al., 1968) sehen. Dominiert wurde das Zytoplasma jedoch von den drei
Granulapopulationen, die als primare (azurophile), sekundare (spezifische) und tertidare Granula
bezeichnet werden (Dunn et al., 1968). Die primaren Granula zeigten sich in meinen Untersuchungen
als die groRten zytoplasmatischen Strukturen mit hoher Elektronendichte. Dies stimmt mit
Untersuchungen von Baggiolini (1970) Uberein (Baggiolini et al., 1970). Die sekunddren Granula
kamen in groRerer Anzahl vor und waren weniger elektronendicht und kleiner als die primaren
Granula. Primare und sekundadre Granula lagen sowohl rund als auch elliptisch oder in langlicher
Form vor. Dies konnten auch Wetzel et al. (1967a) in den primaren und sekundaren Granula der
neutrophilen Granulozyten des Kaninchens beobachten. Sie flhrten dies auf das Alter der Zellen im
Blut zuriick (Wetzel et al.,, 1967a). Auch tertiare Granula waren in den Anschnitten von neutrophilen
Granulozyten nachweisbar. Sie waren stark elektronendicht und von pleomorpher Gestalt (Jain,
7993). In meinen Blutausstrichen waren keine tertidren Granula zu sehen, die eine Tendenz zur
Bildung von Clustern zeigten (Wetzel et al., 1967a,; Spicer et al., 1968). Tertidre Granula kdnnen in
den Vorlauferzellen der neutrophilen Granulozyten des Kaninchens nicht identifiziert werden. Sie sind
erst in den reiferen Zellen zu erkennen, wobei nicht geklart ist, ob sie parallel mit den sekundéaren
Granula oder erst spater in Erscheinung treten (Weltzel et al., 1967a).

Wetzel et al. (1967a) wiesen zudem die Abhangigkeit der Elektronendichte der Granula bzw. die
Abhangigkeit des Unterschieds zwischen der Elektronendichte von primaren und sekundaren Granula
von der Fixationsmethode nach. Bei der Verwendung von Glutaraldehyd und Osmiumtetroxid, wie
auch in meiner Arbeit, zeigten die primaren Granula eine homogen elektronendichte Struktur. Durch
die Fixation mit Glutaraldehyd kam es auflerdem zu geringeren Kontrastunterschieden zwischen

primaren und sekundaren Granula (Wetzel et al., 1967a). Diese geringen Kontrastunterschiede konnte
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ich in meiner Arbeit nur bedingt nachvollziehen. Tertidre Granula konnten von Wetzel et al. (1967a)
mit dieser Methode nicht so leicht differenziert werden, da der Unterschied in der Elektronendichte
zwischen diesen und den sekundaren Granula sehr gering war (Wetzel et al., 19675). Dies kénnte
auch erklaren, weshalb ich in den Anschnitten der neutrophilen Granulozyten nur wenige tertiare
Granula sicher identifizieren konnte. Um dies zu vermeiden, héatte moglicherweise eine alleinige
Verwendung von Osmiumtetroxid (Weizel et al., 1967a) fir eine bessere Darstellung der tertiaren
Granula ausgereicht.

Eosinophile Granulozyten waren in meinen Untersuchungen groRe, runde Zellen mit einer glatten
Zellmembran und wenigen Pseudopodien. Der Zellkern war, wie in der Literatur angegeben (Young,
2000), zweigelappt mit zwei gleichmalig ovalen Kernsegmenten. Im Gegensatz zu den neutrophilen
Granulozyten enthielt er mehr Euchromatin, das mittig im Zellkern lag. Im Zytoplasma befanden sich
die grolien, eosinophilen Granula, die sich durch eine hohe, homogene Elektronendichte und ihre
backsteinartige oder spitzovale Form auszeichneten. Sie haben einen Durchmesser von 0,5-0,9 ym
(Parmley et al., 1982) bis ca. 1 ym (Osbaldiston und Sullivan, 1978b). Laut Literatur sollen sie beim
Kaninchen deutlich in zwei Kompartimente, den elektronendichten, kristalloiden Zellkern und die klare
Matrix, unterteilt sein (Spicer et al, 1968, Young, 2000; Thrall, 2004), wobei sich das Kristalloid
nadelférmig zeigt (Parmley et al., 1982, Thrall, 2004). Dies konnte ich in meinen Anschnitten von
eosinophilen Granulozyten nicht beobachten. Hier waren die eosinophilen Granula stets homogen
elektronendicht, wie auch von Jain (1993) beschrieben (Jain, 7993). Weitere Granulapopulationen,
wie die primaren Granula, die kleinen, elektronendichten Granula und Mikrogranula, konnten in den
Anschnitten der eosinophilen Granulozyten nicht sicher identifiziert werden.

Grundsatzlich sollen sich beim Kaninchen kristalloid-freie, membrangebundene primare Granula mit
ca. zehn Stick pro Zellprofil zeigen (Bainton und Farquhar, 1970). Eine weitere Granulapopulation
sind die kleinen, elektronendichten Granula (Young, 2000), die jedoch in der Literatur nicht néher
beschrieben werden. Die kleinen Mikrogranula sind nur beim eosinophilen Granulozyten
auszumachen (Steffens, 2000) und wurden bereits 1973 von Schéfer et al. nachgewiesen (Schéfer et
al., 1973). Sie kommen beim Kaninchen nur bei reifen eosinophilen Granulozyten im Blut und Gewebe
vor. Beim Kaninchen sind sie hantelférmig mit einem Durchmesser von ca. 25-180 nm. lhr im
Vergleich zum Zytoplasma relativ elektronendichter Inhalt ist von einer Membran umgeben (Schéfer et
al., 1973). Weiterhin konnte ich Mitochondrien, endoplasmatisches Retikulum, Anschnitte des Golgi-

Apparates und Glykogenpartikel im Zytoplasma beobachten.

237



5. DISKUSSION

5.4 Enzymhistochemie

Bei den enzymhistochemischen Untersuchungen wurden die Blutzellen des Kaninchens in nativen,
maximal zwei Tage alten Blutausstrichen auf die Aktivitdt von Peroxidase, saurer Phosphatase,
alkalischer Phosphatase, a-Naphthyl-Acetat-Esterase, Naphthol-AS-Acetat-Esterase, Naphthol-AS-D-
Chloracetatesterase und B-Glucuronidase untersucht. Fir die ersten drei Enzyme wurden fertige
Enzymkits von  MERCK, Darmstadt  verwendet. Diese  beruhen auf simultanen
Azokopplungsreaktionen. Auch die Esterasen und die B-Glucuronidase wurden mit Hilfe simultaner
Azokopplungsreaktionen in den Blutzellen des Kaninchens dargestellt, wobei hier keine fertigen
Enzymkits, sondern ein Versuchsaufbau nach Schmalzl und Braunsteiner (1968) im Fall der
Esterasen (Schmalz/ und Braunsteiner, 1968) und im Fall der B-Glucuronidase nach Lojda et al.
(1979) (Lojda et al, 1979) durchgefihrt wurden. Bei der simultanen Azokopplung wird das
freiwerdende Naphthol mit einem Diazoniumsalz gekoppelt, welches nach Zugabe eines unldslichen
Azofarbstoffes einen farbigen Niederschlag zeigt (Sfobbe, 7970).

Im Blut sind neutrophile und eosinophile Granulozyten des Kaninchens die einzigen Blutzellen, die
sich beim Nachweis der Peroxidase positiv verhalten (Bainfon und Farquhar, 1968, Dunn et al., 1968;
Fey und Kuntze, 1970; Rausch und Moore, 1975; Osbaldiston und Sullivan, 1978b,; Ferencik et al.,
1982, Zellmer und Shannon, 1983). Diese Befunde stehen jedoch im Widerspruch zu der Aussage
von Raskin und Valenciano (2000), dass die Peroxidase in den neutrophilen Granulozyten des
Kaninchens nicht vorhanden sei (Raskin und Valenciano, 2000). Da die neutrophilen als auch
eosinophilen Granulozyten in meiner Arbeit eindeutig positiv waren, ist davon auszugehen, dass diese
Behauptung unwahrscheinlich ist. In meinen Untersuchungen zeigten die neutrophilen Granulozyten
regelmalig eine granulare Reaktion im Zytoplasma, die sich allerdings von Zelle zu Zelle in ihrer
Intensitat unterschied. Elektronenmikroskopische Untersuchungen lokalisieren die Peroxidase in den
primaren (Dunn et al., 1968; Zellmer und Shannon, 1983) und tertiaren (Zellmer und Shannon, 1983)
Granula der neutrophilen Granulozyten des Kaninchens. Bei den eosinophilen Granulozyten kann
man bereits lichtmikroskopisch die Lokalisation der Peroxidase in den spezifischen Granula erkennen
(Bainton und Farquhar, 1968, Dunn et al, 1968, Osbaldiston und Sullivan, 1978b), die bei
Saugetieren in der Matrix der eosinophilen Granula vorliegt (Young, 2000). Auch in meinen
Untersuchungen war eine Reaktion, vor allem im Randbereich der spezifischen Granula, zu sehen.
Nach Dunn et al. (1968) kann man die Peroxidase zusétzlich elektronenmikroskopisch im rauen

endoplasmatischen Retikulum der eosinophilen Granulozyten nachweisen (Dunn et al., 1968). Die
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Aussage von Jain (1993), dass auch basophile Granulozyten des Kaninchens Peroxidase besitzen
(Jain, 1993), konnte weder in meiner noch in Arbeiten anderer Autoren bestatigt werden.

Die saure Phosphatase konnte ich in meinen Untersuchungen in den Thrombozyten, Lymphozyten,
Monozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten darstellen. Die Erythrozyten und basophilen
Granulozyten hingegen waren negativ. Lediglich die Normoblasten, die in einigen Blutausstrichen
beim Kaninchen zu finden waren, hatten positive Reaktionsprodukte im Zytoplasma. Diese Befunde
stimmen mit Ergebnissen von Wetzel et al. (1967b) Uberein, die bei elektronenmikroskopischen
Untersuchungen der Blutzellen auf saure Phosphatase zytoplasmatische Einschlisse in den
Retikulozyten und nahezu reifen Erythrozyten mit Zellkern beobachteten, jedoch keine Reaktion in
ausgereiften Erythrozyten (Wetzel et al, 1967b). In den Thrombozyten sind die feinkdrnigen
Reaktionsprodukte im Hyalomer lokalisiert. In welchem der Granula sie vorhanden sind, ist bei
Untersuchungen am Kaninchenblut umstritten. Nach Bak et al. (1969) befindet sich die saure
Phosphatase in den a-Granula, nach Wetzel et al. (1967b) in den elektronendichten Granula (Wetze/
et al, 1967b; Bak et al., 1969). Nach Aussagen von Jain (1993) sowie Bentfeld und Bainton (1975)
liegt es jedoch nahe, dass die saure Phosphatase in den lysosomalen Granula lokalisiert ist, da dies
eindeutig bei anderen Saugetieren nachgewiesen wurde (Bentfeld und Bainfon, 1975b; Jain, 1993).
Zudem gehort die saure Phosphatase zu der Enzymgruppe der Hydrolasen und wird als Markerenzym
der Lysosomen angesehen (Lojda et al., 1979, Borgers und Verheyen, 1985). Dies konnte jedoch in
meiner Arbeit aufgrund der Verwendung lichtmikroskopischer Methoden nicht naher evaluiert werden.
Die Lymphozyten zeigten beim Nachweis der sauren Phosphatase kréftig geférbte einzelne Granula
im Zytoplasma, wohingegen die Monozyten viele fein verteilte Granula aufwiesen. Dies konnte auch
lichtmikroskopisch von Fey und Kuntze (1970) sowie von Micheev und Suchanov (1972) beobachtet
werden (Fey und Kunitze, 1970, Micheev und Suchanov, 1972). Elektronenmikroskopische
Untersuchungen ergaben in den mononukleadren Blutzellen eine positive Reaktion in den Granula
sowie in den Vesikeln und Vakuolen des Golgi-Apparates (Welzel et al., 1967b). Nach Nichols et al.
(1971) sind bei den Monozyten aullerdem Reaktionsprodukte in den Zisternen des
endoplasmatischen Retikulums und in unreifen Granula von Promonozyten vorhanden, jedoch nicht
immer in den reifen Granula (Nichols et al, 7977). Bei den neutrophilen Granulozyten war eine
hauptsachlich diffuse Reaktion im Zytoplasma zu sehen, was mit Beobachtungen von Micheev und
Suchanov (1972) ubereinstimmt (Micheev und Suchanov, 1972). Nach Untersuchungen anderer
Autoren befindet sich die saure Phosphatase in den primaren (Wetzel et al., 1967b, Spicer et al.,
1968, Osbaldiston und Sullivan, 1978b) und tertidren Granula (Wetzel et al., 1967b, Spicer et al.,
1968, Parmley et al., 1979). Dabei ist bei den rein lichtmikroskopischen Nachweisen von Osbaldiston
und Sullivan (1978b) fraglich, ob diese eine exakte Unterscheidung der primaren und sekundaren

Granula der neutrophilen Granulozyten des Kaninchens zulassen. Mit Hilfe der Elektronenmikroskopie
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kann aulRerdem eine Aktivitat der sauren Phosphatase in den Golgi-Séckchen und- vesikeln (Wetze/
et al., 1967b) bzw. im Golgi-Apparat (Spicer et al., 1968) ausgemacht werden. Die eosinophilen
Granulozyten wiesen in meinen Untersuchungen intergranuldre Reaktionsprodukte auf. Ob auch eine
Aktivitat in den spezifischen Granula vorliegt, konnte mit der lichtmikroskopischen Untersuchung nicht
sicher geklart werden. Micheev und Suchanov (1972) bezeichnen jedoch in lichtmikroskopischen
Untersuchungen die Aktivitat der sauren Phosphatase als eindeutig intergranular (Micheev und
Suchanov, 1972). In elektronenmikroskopischen Untersuchungen hingegen wurde eine Aktivitat der
sauren Phosphatase in den eosinophilen Granula festegstellt (Seeman und Palade, 1967, Wetzel et
al, 1967b). Die basophilen Granulozyten waren in den eigenen Untersuchungen stets negativ. Im
Gegensatz dazu farbten sich die basophilen Granulozyten bei lichtmikroskopischen Untersuchungen
von Micheev und Suchanov (1972) diffus im Zytoplasma an (Micheev und Suchanov, 1972). Wetzel et
al. (1967b) konnten zudem saure Phosphatase elektronenmikroskopisch in den Sackchen des Golgi-
Apparates und damit assoziierten Vesikeln nachweisen (Weizel et al., 1967b). Eine Aktivitat wurde
aullerdem auch in den basophilen Granula festgestellt (Komiyama und Spicer, 1974; Parmley et al.,
7979), wobei Komiyama und Spicer (1974) eine positive Reaktion nur mit dem Gomori-Medium, nicht
aber mit der Barka-Anderson-Methode erzielen konnten. Inwiefern die Nachweismethoden Einfluss
auf die Reaktivitdt der sauren Phosphatase in den basophilen Granuloyzten haben, wurde nicht
geklart (Komiyama und Spicer, 1974).

Der Nachweis der alkalischen Phosphatase gelang in meinen Untersuchungen nur bei den
neutrophilen Granulozyten. Dies stimmt auch mit den Angaben in der Literatur Uberein (Wetzel et al.,
1967b, Fey und Kuntze, 1970; Rausch und Moore, 1975; Osbaldiston und Sullivan, 1978b, Jain,
7968). Dabei war die Starke der Reaktion mit schwachen bis sehr starken granuldren Reaktionen in
ein- und demselben Blutausstrich unterschiedlich. In der Literatur wird die Aktivitdt den sekundaren
Granula zugeordnet (Wetzel et al., 1967b;, Osbaldiston und Sullivan, 1978b), was ich in meinen
lichtmikroskopischen Untersuchungen nicht naher differenzieren konnte.

Eine Aktivitdt der Naphthol-AS-Acetat-Esterase war in meiner Arbeit in den Erythrozytenvorlaufern
ohne Zellkern, den Thrombozyten, den Lymphozyten, den Monozyten, den neutrophilen, eosinophilen
und basophilen Granulozyten zu sehen. In den Erythrozytenvorldufern waren fokale
Reaktionsprodukte sichtbar. Fey und Kuntze (1970) beschreiben zudem eine Aktivitat des Enzyms in
der Zellmembran von Erythrozyten der héheren Wirbeltiere, unter anderem auch dem Kaninchen (Fey
und Kunize, 1970), was in meinen Untersuchungen nicht der Fall war. Granulare Reaktionsprodukte in
den Thrombozyten, die sich zumeist im Hyalomer unterhalb der Zellmembran befanden, waren gut zu
erkennen. Auch Fey und Kuntze (1970) stellten eine stark positive Reaktion bei Untersuchungen auf
die Naphthol-AS-Acetat-Esterase in den Thrombozyten des Kaninchens fest (Fey und Kuntze, 1970).

In den Lymphozyten waren in meinen Untersuchungen zum einen grofle, stark positive
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Reaktionsprodukte, zum anderen fein verteilte granuldre Reaktionsprodukte vorhanden. Eine Aktivitat
der Naphthol-AS-Acetat-Esterase wiesen liberdies Fey und Kuntze (1970) mit enzymhistochemischen
Methoden nach (Fey und Kuntze, 1970). In den Monozyten und Granulozyten konnte ich ebenfalls im
gesamten Zytoplasma fein verteilte granuldre Reaktionsprodukte erfassen. Auch Fey und Kuntze
(1970) beobachteten eine positive Reaktion in neutrophilen und eosinophilen Granulozyten,
wohingegen sie keine Monozyten und basophilen Granulozyten in ihrem Untersuchungsmaterial
sicher identfizieren und somit auch nicht beurteilen konnten (Fey wund Kuntze, 1970). Meine
Ergebnisse beim Kaninchen decken sich weitgehend mit den Untersuchungen von Schmalzl und
Braunsteiner (1968) an Blutzellen des Menschen (Schmalz/ und Braunsteiner, 1968).

Die a-Naphthyl-Acetat-Esterase konnte in meinen Untersuchungen in Thrombozyten, Lymphozyten,
Monozyten, neutrophilen und eosinophilen Granulozyten dargestellt werden. Die Erythrozyten und
basophilen Granulozyten waren negativ. Nach Fey und Kuntze (1970) soll jedoch auch in Erythrozyten
des Kaninchens eine Aktivitat der -Naphthyl-Acetat-Esterase vorhanden sein (Fey und Kunize,
7970). Die Auspragung der positiven Reaktion in den Blutzellen der von mir untersuchten Kaninchen
war sehr unterschiedlich. Teilweise kam es zu einer sehr starken Reaktion, sodass die Zelle véllig von
braunroten Reaktionsprodukten ausgefiillt war. Die Thrombozyten zeigten, wie bei Ozcan (2005)
beschrieben (Ozcan, 2005), auch in meiner Arbeit granuldre Reaktionsprodukte, die im Hyalomer
lokalisiert waren. Die Lymphozyten wiesen drei verschiedene Reaktionsgrade auf, die Uber negativ
und granulér bis hin zu stark prazipitierend reichten. Eine Aktivitdt der -Naphthyl-Acetat-Esterase in
den Lymphozyten wurde bereits in friheren Arbeiten von verschiedenen Autoren nachgewiesen (Fey
und Kuntze, 1970; Osbaldiston und Sullivan, 1978b; Osbaldiston und Sullivan, 1978a; Ozcan, 2005),
wobei Ozcan (2005) ein bis zwei Granula pro Lymphozyt und Osbaldiston et al. (1978a) granulare
Ablagerungen im Zytoplasma beobachten konnten (Osbaldiston und Sullivan, 1978a; Ozcan, 2005).
Bei humanen Lymphozyten dient die a-Naphthyl-Acetat-Esterase als Marker flr T-Lymphozyten.
Horwitz et al. (1977) fanden heraus, dass Lymphozyten, die nicht zur T-Lymphozyten-Population
gehoren, a -Naphthyl-Acetat-Esterase-negativ sind (Horwitz et al, 1977). Dies konnte auch die
unterschiedliche Reaktivitat der Lymphozyten beim Kaninchen in meiner Arbeit erklaren. Hierfir waren
jedoch genauere Untersuchungen in Kombination mit verschiedenen CD-Antigennachweisen nétig. In
den Monozyten lagerte sich das Reaktionsprodukt zum einen granular im gesamten Zytoplasma, zum
anderen im Bereich der Einbuchtung des Zellkerns ab. Im Gegensatz dazu beobachtete Ozcan (2005)
bei seinen Untersuchungen eine eher diffuse Reaktion im Zytoplasma der Monozyten (Ozcan, 2005).
Eine sowohl diffuse als auch granulére zytoplasmatische Enzymlokalisation war bei Osbaldiston und
Sullivan (1978a) in den Monozyten zu sehen (Osbaldisfon und Sullivan, 1978a). Neutrophile
Granulozyten waren durch teilweise starke Ablagerungen des Reaktionsprodukts in meinen

Untersuchungen gekennzeichnet. Es befanden sich jedoch auch einige Zellen mit weniger

241



5. DISKUSSION

Reaktionsprodukt im Blutausstrich, die zur genaueren Beurteilung der Lokalisation herangezogen
werden konnten. In diesen war vor allem eine granuldre Reaktion zu sehen. Bei keinem der Autoren,
die die a-Naphthyl-Acetat-Esterase in den neutrophilen Granulozyten nachweisen konnten, erfolgte
eine exakte Lokalisation in einer bestimmten Granulapopulation (Fey und Kunize, 1970; Osbaldiston
und Sullivan, 1978a; Osbaldiston und Sullivan, 1978b; Ozcan, 2005). Die eosinophilen Granulozyten
wiesen nicht in allen Fallen Reaktionsprodukte auf. Wenn sie vorhanden waren, konnten sie den
spezifischen Granula zugeordnet werden. Dies stimmt auch mit den Ergebnissen von Osbaldiston und
Sullivan (1978a) sowie Oczan (2005) Uberein, die die Reaktion als granuléar bzw. granuldre
Ablagerungen im Zytoplasma beschrieben (Osbaldiston und Sullivan, 1978a; Ozcan, 2005).

Fir die Untersuchungen zum Nachweis der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase wurden
verschiedene Farbemethoden ausprobiert. Dabei kam es mit dem Michaelis-Barbital-Natrium-Puffer
mit einem pH-Wert von 7,4 zur Ausfallung des Farbstoffes, sodass keine der Blutzellen eine positive
Reaktion zeigte. Der PBS-Puffer war fir den enzymhistochemischen Nachweis der Naphthol-AS-D-
Chloracetat-Esterase in den Blutzellen besser geeignet. Hier wurden zusatzlich mit zwei
verschiedenen Kernfarbungen (Kernechtrot und Hamalaun) und Fast Blue als Marker die Blutzellen
bei verschiedenen pH-Werten angefarbt.

Bei einem pH-Wert von 7,4 und Verwendung von PBS als Puffer, Kernechtrot sowie Fast Blue konnte,
im Gegensatz zu Fey und Kuntze (1970) (Fey und Kunize, 1970), eine positive Reaktion in den
Thrombozyten und neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden. Bei einem pH-Wert von 6,5 kam
es nur noch zu einer sehr schwachen Reaktion in den neutrophilen Granulozyten und bei einem pH-
Wert von 5,5 zu keiner positiven Reaktion mehr. Wurden hingegen PBS-Puffer mit einem pH von 6,5,
Hamalaun und Fast Blue verwendet, kam es zu Reaktionsprodukten in Thrombozyten, neutrophilen
Granuloyzten und einigen Lymphozyten. In den Untersuchungen von Osbaldiston und Sullivan (1978)
war eine positive Reaktion bei Monozyten und Lymphozyten, hingegen nicht bei den Thrombozyten,
zu sehen (Osbaldiston und Sullivan, 1978a; Osbaldiston und Sullivan, 1978b). Dies konnte ich bei
meinen Untersuchungen so nicht beobachten. Eine deutliche, granuldre Reaktion war bei der
Verwendung von Fast Blue und Kernechtrot bei einem pH von 7,4 in den neutrophilen Granulozyten
vorhanden. Positive, granulare Reaktionsprodukte konnten auch andere Autoren bei neutrophilen
Granulozyten des Kaninchens im Zytoplasma nachweisen (Fey und Kuntze, 1970; Osbaldiston und
Sullivan, 1978a; Osbaldiston und Sullivan, 1978b; Ozcan, 2005). Allgemein befindet sich die
Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase in den primaren und sekundaren Granula der neutrophilen
Granulozyten von Sdugetieren (Raskin und Valenciano, 2000). Fey und Kuntze (1970) verzeichneten
aullerdem eine Aktivitdt in den eosinophilen Granulozyten (Fey und Kunize, 7970), wohingegen
Osbaldiston und Sullivan (1978b) keine Chloracetat-Esterase in den eosinophilen Granulozyten finden

konnten (Osbaldiston und Sullivan, 1978b), was mit den Ergebnissen meiner Untersuchungen
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Ubereinstimmt. Die in friheren Studien gemachte Beobachtung, dass das Kaninchen im Unterschied
zum Menschen keine Chloracetat-Esterase in den basophilen Granulozyten aufweist (Hermansky et
al., 1970; Osbaldiston und Sullivan, 1978b), konnte in meinen Versuchen bestétigt werden.

Die B-Glucuronidase wurde in meinen Untersuchungen in allen Leukozyten und den Thrombozyten
nachgewiesen. Erythrozyten hingegen zeigten keine Aktivitat. Retikulozyten wiesen jedoch rotes,
fokales Reaktionsprodukt im Zytoplasma auf. Die einzige spezielle Untersuchung Uber die Aktivitat der
B-Glucuronidase in Blutzellen des Kaninchens fand 1975 von Rausch und Moore mit der
Spektrophotometrie statt, die das Vorkommen von B-Glucuronidase in den primaren Granula der
neutrophilen Granulozyten feststellten (Rausch und Moore, 1975). In meiner Arbeit konnte lediglich
eine schwache, diffuse Aktivitdt def -Glucuronidase im Zytoplasma von neutrophilen Granulozyten
beobachtet werden. Diese wird auch von Raskin und Valenciano (2000) in den neutrophilen
Granulozyten beschrieben (Raskin und Valenciano, 2000). Teilweise waren die neutrophilen
Granulozyten in den Blutausstrichen der Kaninchen auch negativ. In eosinophilen Granulozyten war
die Reaktion in den spezifischen Granula lokalisiert, was bei S&ugetieren als physioloOgisch gilt
(Young, 2000). Die basophilen Granulozyten waren teilweise schwach positiv, mit einer diffusen
Verteilung des Reaktionsproduktes in der Zelle. Eine fokale teilweise auch granuldre Reaktion war in
den Lymphozyten zu beobachten. Einige Lymphozyten waren jedoch auch negativ. In
Untersuchungen von Orye et al.(1984) an humanen T- und B-Lymphozyten wurde festgestellt, dass
die B-Glucuronidase als Marker fiir T-Lymphozyten angesehen werden kann, da B-Lymphozyten keine
Reaktivitédt zeigen (Orye et al, 71984). Ob dies auch beim Kaninchen der Fall ist bedarf weiterer
Versuche.

Eine diffuse, positive Reaktion im Zytoplasma der Monozyten wie sie fir Saugetiere postuliert wird
(Raskin und Valenciano, 2000), konnte auch in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Hier farbte sich
das gesamte Zytoplasma der Monozyten kraftig orangerot an mit teilweise dunkelroten, deutlichen
Granula. Auch in den Thrombozyten befanden sich schwach-positive Granula im Hyalomer, was mit
der Aussage von Jain (1993), dass B-Glucuronidase in den Thrombozyten von Saugetieren vorkommt,
Ubereinstimmt (Jain, 7993).

Im Allgemeinen entsprechen die Ergebnisse dieser Arbeit den friheren Befunden. Da die
lichtmikroskopische Untersuchung oft keine genaue Lokalisation der Reaktionsprodukte zulasst,
missten fiir ganz exakte Angaben elekronenmikroskopische Untersuchungen durchgefiihrt werden.
Zudem kann durch die Anfertigung der Blutausstriche, die Art der Probenahme oder die

Umgebungstemperatur ein negativer Einfluss auf die Aktivitat der Enzyme ausgelibt werden.
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5.5 Glykohistochemie

Die Bindung von Lektinen an die Blutzellen des Kaninchens wurde in meiner Arbeit mit verschiedenen
Methoden nachgewiesen. Zum einen wurden an Fluorescein-Isothiocyanat (FITC) gekoppelte Lektine
(Con A, LCA, PSA, PNA, RCA, WGA, WGAs, GSL-1, DBA, SBA, SJA, UEA-1, PHA-L, PHA-E), zum
anderen biotinylierte Lektine (VAA, MAA-1, SNA, Gal-1, Gal-3 truncated, Gal-3 full length, Gal-8, Gal-
9) verwendet. Bei letzteren erfolgte die Sichtbarmachung der Bindung durch Streptavidin, das mit
einem Fluoreszenzfarbstoff (FITC) markiert war. Gleichzeitig wurde eine DAPI-Kernfarbung
vorgenommen. Zusatzlich zu Blutausstrichen, die mit Methanol fixiert wurden, wurden luftgetrocknete
Blutausstriche ohne weitere Vorbehandlung fir meine Untersuchungen herangezogen.

Um die Spezifitdt der Lektine zu Uberpriifen, wurde ein Hemmzuckernachweis fiir die insgesamt stark
positiven Lektine Con A, LCA, PSA, WGA und WGAs durchgefiihrt. Dabei kam es stets zu einer
vollstdndigen Hemmung der Lektinbindung.

Weiterhin wurden Blutausstriche auch mit Neuraminidase vorbehandelt, die Sialinsdure von
Glykoproteinen abspaltet. Die Sialinsduren sind eine Familie von N- bzw. O-substituierten Derivaten
der Neuraminsaure, deren Reaktionsspezifitat abhangig von ihrem biologischen Ursprung ist. Mit dem
von Julia Scholz und mir entwickelten Protokoll konnte die Bindung von Lektinen, die vorher keine
oder eine nur sehr schwache Bindung an die Blutzellen des Kaninchens zeigten, demonstriert werden.
Dazu gehdrten PNA, SBA, SJA, GSL-1, RCA und DBA. Auffallig war hierbei, dass es bei allen
Lektinen zu einer Bindung an die Thrombozyten kam, seltener an andere Blutzellen. Monozyten und
eosinophile Granulozyten waren, abgesehen von einer Ausnahme, stets negativ. Die Galaktose-
bindenden Lektine, RCA und PNA, hatten sehr ahnliche Bindungsaffinitaten zu Thrombozyten,
Lymphozyten sowie neutrophilen und basophilen Granulozyten. In der Gruppe der N-Acetyl-
Galaktosamin-bindenden Lektine waren die Unterschiede grofRer. SBA und DBA wiesen lediglich eine
Bindung an die Thrombozyten auf, wohingegen bei GSL-1 und SJA die Thrombozyten, die
Lymphozyten sowie die neutrophilen und basophilen Granulozyten positiv waren.

Die Bindung von Lektinen an verschiedene Glykane ist von mehreren Faktoren, wie der Spezifitat fir
Mono- und Oligosaccharide mit ihren Anomeren, abhangig. Weiterhin spielen auch die
Verzweigungen und Anhange der Oligosaccharide eine Rolle (André et al., 2004, André et al., 2006).
Zudem sind raumliche Parameter, wie z.B. die Form der Glykankette, entscheidend. Clustereffekte mit
benachbarten Kohlenhydratketten im gleichen Glykoprotein sowie mit verschiedenen Glykokonjugaten
als auch mit N-Glykanen oder verzweigten O-Glykanen auf der Zelloberflache beeinflussen zusatzlich
die Bindung von Lektinen (Gabius, 2008). Diese Vielféltigkeit der Bindungsparameter kann auch die

unterschiedliche Bindung von Lektinen innerhalb einer Lektingruppe, beispielsweise die
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unterschiedliche  Bindung von  N-Acetylgalaktosamin-spezifischen Lektinen, in  meinen
Untersuchungen erklaren.

Wichtig fur die Bindungsspezifitdt der Lektine ist aullerdem die Art und Weise ihrer Isolierung und
Aufreinigung. Durch Fehler in diesem Prozess kann es Chargen-abhangig zu einer verminderten
Bindung des Lektins an die Blutzellen kommen. Der Grund dafir ist, dass Lektine bereits an den
Zucker gebunden haben und bei der Aufreinigung nicht ausreichend aus dieser Bindung herausgeltst
wurden.

Im Folgenden soll die Bindung der Lektine an die verschiedenen Blutzelltypen diskutiert werden.
Dabei waren bei verschiedenen Lektinen auch zwischen den einzelnen Blutausstrichen, die mit
demselben Lektin inkubiert wurden, Unterschiede zu beobachten.

Die Erythrozyten der Kaninchen wiesen eine positive Reaktion mit den Lektinen Con A, LCA, PSA,
WGA, WGAs, GSL-1, SNA und PHA-L auf. Abgesehen von Con A war diese fast ausschlief3lich bei
unfixierten Blutausstrichen zu beobachten. Hier war die Zellmembran bei den Glukose-spezifischen
Lektinen Con A, LCA und PSA sowie bei SNA und PHA-L stets positiv, das Zytoplasma jedoch
negativ. Bei WGA und WGAs konnte in unfixierten Blutausstrichen zusatzlich zu der Fluoreszenz der
Zellmembran auch eine starke, fokale Fluoreszenz im Zytoplasma der Erythrozyten beobachtet
werden, die auch bei GSL-1 in unfixierten Blutausstrichen auftrat. Die vor allem bei unfixierten
Blutausstrichen auftretende Bindung der Lektine an die Erythrozyten kann durch die Glykolipide auf
ihrer Zelloberflache (Efo et al, 1968) erklart werden. Beim Kaninchen handelt es ich dabei um
Galaktosyl-Galaktosyl-N-Acetylglukosaminyl-Galaktosyl-Glukosyl-Ceramid, Galaktosyl-Galaktosyl-
Glukosyl-Ceramid und Dihexosyl-Ceramid (Efo et al., 7968). Durch die Fixierung der Blutausstriche
mit Methanol kommt es zum Herauslésen der Glykolipide auf der Zellmembran. Diese werden jedoch
bei luftgetrockneten Blutausstrichen nicht zerstért, sodass eine Bindung des Lektins erfolgen kann.
Nach Untersuchungen von Ogawa und Galli (2006) sollen die Erythrozyten des Kaninchens 2 x 10¢ a-
Galaktose-Reste pro Zelle besitzen (Ogawa und Galili, 2006). Dies konnte ich nur im Fall von SNA
teilweise bestdtigen. In meinen Untersuchungen kam es bei keinem der Lektine, die fir N-
Acetylgalaktosamin spezifisch sind, zu einer Bindung an die Zellmembran der Erythrozyten. Nur bei
GSL-1 war eine fokale Fluoreszenz im Zytoplasma, bei SNA teilweise eine Fluoreszenz der
Zellmembran vorhanden.

In der Literatur wurde bislang nur die Bindung von Con A (Parmley et al., 1973, Verloes und Kanarek,
1976), PHA (Verloes und Kanarek, 1976), des Lektins von Croton tiglium (Banerjee und Sen, 1987)
und SBA (Reisner et al., 1976; Medina, 1990) an die Erythrozyten nachgewiesen. Dies stimmt nur
teilweise mit den Ergebnissen meiner Untersuchungen Uberein.

Dies konnte, vor allem bei den Erythrozyten, auf Unterschieden in der Ausstrichtechnik beruhen. Bei

den konventionellen Farbungen konnte ich oft Spharozyten beobachten. Da bei diesen ein Verlust der
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Antikdrper- oder Komplement-tragenden Membranen durch Makrophagen vorhanden ist (Jain, 7993;
Thrall, 2004; Reagan, 2008), konnte dies auch zu einer verminderten Bindung von Lektinen an die
Erythrozytenmembran gefuhrt haben.

Die Thrombozyten zeigten sich positiv bei den Lektinen Con A, LCA, PSA und MAA-1, bei letzterem
ausschlieB8lich in unfixierten Blutausstrichen. Eine unspezifische Bindung erfolgte mdéglicherweise bei
den Lektinen SNA und PHA-L. Eine Abhangigkeit von der Fixationsart konnte auch hier nachgewiesen
werden. In unfixierten Blutausstrichen war die Bindung an die Zellstrukturen sehr viel ausgepragter
und eindeutig spezifisch, wohingegen es in wenigen fixierten Blutausstrichen zu einer positiven
Reaktion kam. Nach Nurden et al. (1977) befinden sich drei verschiedene Glykoproteine
(Glykoprotein-I, -Il, -1ll) in der Zellmembran der Thrombozyten des Kaninchens (Nurden et al., 1977).
Diese besitzen als endstandige Zuckerreste Galaktose und N-Acetylgalaktosamin (7oor et al., 1982).
In meinen Blutausstrichen kam es zu keiner Bindung der fir Galaktose oder N-Acetylgalaktosamin
spezifischen Lektine. Erst nach Vorbehandlung mit Neuraminidase konnte eine positive Reaktion bei
den Thrombozyten im Fall von PNA, RCA, SBA, SJA, GSL-1 und DBA beobachtet werden. Dies
stimmt mit Untersuchungen von Toor et al. (1982) im Hinblick auf PNA und SBA (berein. Eine
Bindung von RCA an die Thrombozyten erfolgte in meinen Versuchen im Gegensatz zu Toor et al.
(Toor et al, 1982) nur nach Vorbehandlung mit Neuraminidase. Die Bindung von Con A an die
Thrombozyten wurde bereits in der Literatur beschrieben (Parmley ef al., 1973) und konnte von mir
bestatigt werden. Im Unterschied zu Dhar und Ganguly (1988) (Dhar und Ganguly, 1988) konnte ich
keine Bindung von WGA an die Thrombozyten nachweisen. Somit scheinen die Thrombozyten vor
allem Glukosereste endstandig an den Kohlenhydraten der einzelnen Zellstrukturen zu besitzen sowie
Galaktose- und N-Acetylgalaktosaminreste, an die terminal Sialinsdure gebunden ist. Von den
ausschlieBlich an Oligosaccharide bindenden Lektinen war nur MAA-1 (Rdidiger und Gabius, 2009a)
bei den Thrombozyten des Kaninchens positiv.

An die Lymphozyten des Kaninchens banden die Lektine Con A, LCA, PSA, WGA, WGAs, GSL-1,
MAA-1, SNA und PHA-L. Bei PSA, GSL-1, MAA-1, SNA und PHA-L betraf dies fast ausschlief3lich
unfixierte Blutausstriche. Auffallig war insgesamt die starkere Bindung der Lektine an unfixierte
Blutzellen. Zudem war der prozentuale Anteil der positiven Blutzellen in diesen stets héher als bei
fixierten Blutausstrichen. Bei PSA zeigte sich dies durch die Anfarbung der Lymphozytenmembran bei
allen unfixierten Blutausstrichen, wohingegen in fixierten Blutausstrichen kein Lymphozyt eine positive
Reaktion aufwies. Untersuchungen auf die Bindung von Lektinen beim Kaninchen wurden fir T- und
B-Lymphozyten durchgefiihrt. Dabei wurde festgestellt, das Thymozyten (Schmidt-Ullrich et al., 1976)
und T-Lymphozyten Con A und PHA binden (Parmley et al., 1973, Raffel und Sell, 1982, McNicholas
et al, 1981), B-Lymphozyten zusatzlich auch PWM (McNicholas et al, 1987). Bei den fir N-
Acetylglukosamin spezifischen Lektinen WGA und succinyliertes WGA (Rddiger und Gabius, 2009b)
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wiesen die Lymphozyten eine inhomogene Reaktion auf. Diese reichte von komplett negativ bis hin zu
einer stark positiven Reaktion der Zellmembran mit einer deutlich positiven Reaktion des Zytoplasmas
und mit einer stark positiven, fokalen Fluroeszenz im Zytoplasma. Derartige Unterschiede in ein- und
demselben Blutausstrich waren bei anderen Lektinen in dieser Form nicht zu sehen. Die
unterschiedliche Bindung der beiden Lektine kann mit den verschiedenen Funktionszustdnden der
Lymphozyten und Lymphozytentypen erklart werden. Inwiefern diese jedoch auf die bestimmte,
definierte Lymphozytenpopulationen zurlickzufiihren sind, lasst sich nur mit Hilfe weitergehender
immunhistochemischer Methoden bestimmen. Eine Kombination glyko- und immunhistochemischer
Untersuchungen wurde bereits bei den Lymphozyten des Rindes durchgefiihrt. Dabei stellte sich
heraus, dass WGA ein Marker fur T-Lymphozyten beim Rind ist (Djilali et al., 1987). Ob dies auch
beim Kaninchen der Fall ist, wurde bislang nicht untersucht. Nach Vorbehandlung der Blutausstriche
mit Neuraminidase war vor allem das Zytoplasma der Lymphozyten bei PNA, SJA und RCA schwach
positiv. Nach Ogawa und Galili (1977) befinden sich auf den Lymphozyten des Kaninchens 0,8 x 106
Acetyllactosamin-Reste sowie mit Sialinsdure maskierte Acetyllactosamin-Reste und a-Galaktose-
Reste (Ogawa und Galili, 2006). Dies deckt sich mit meinen Untersuchungen, die darauf schliel3en
lassen, dass auch die Lymphozyten des Kaninchens mit Sialinsdure bedeckte Glykoproteine besitzen.
Beim Menschen wurde diese Eigenschaft im Hinblick auf die T-Lymphozyten genauer untersucht.
Humane T-Lymphozyten binden PNA nicht ohne vorherige Behandlung mit Neuraminidase. Im
Gegensatz dazu kommt es zu einer Bindung von PNA an unreife T-Lymphozyten ohne
Neuraminidase-Vorbehandlung, so dass PNA als Marker humaner, unreifer T-Lymphozyten
angesehen werden kann. Aus ihren Ergebnissen schlossen Reisner et al. (1979), dass bei
zunehmender Reifung der T-Lymphozyten-Vorldufer eine Maskierung des PNA-Rezeptors mit
Sialinsaure erfolgt (Reisner et al., 1979). Auch beim Pferd ist eine verstarkte Bindung von PNA an
Lymphozyten des peripheren Blutes erst nach Vorbehandlung mit Neuraminidase zu beobachten
(Mérant et al., 2005).

Die Ergebnisse der glykohistochemischen Untersuchungen lassen darauf schlieBen, dass in den
Lymphozyten sehr viele Kohlenhydrate mit endstandiger Glukose bzw. Mannose sowie N-
Acetylglukosamin und wenig N-Acetylgalaktosaminreste und komplexe Kohlenhydrate vorhanden
sind. Galaktose- und N-Acetylgalaktosaminreste sind beim Kaninchen mit Sialinsdure maskiert.

Die Monozyten des Kaninchens wiesen eine stark positive Reaktion der vakuoldren Strukturen im
Zytoplasma bei der Bindung von Con A, LCA, WGA und WGAs, sowohl bei unfixierten als auch bei
fixierten Blutausstrichen, auf. Im Fall von PSA war eine stark positive Fluoreszenz vor allem in
unfixierten Blutausstrichen zu sehen. Bei SNA, PHA-L und PHA-E war dies nur bei wenigen
Monozyten der Fall. Die Zellmembran zeigte nur in unfixierten Blutausstrichen bei der Inkubation mit

LCA, PSA, WGA, WGAs und PHA-L eine Fluoreszenz. Das Zytoplasma hingegen war fast immer mit
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WGA, WGAs und MAA-1, selten auch mit SNA, positiv. Dabei trat nur bei den beiden biotinylierten
Lektinen eine Fluoreszenz der Monozyten bei unfixierten Blutausstrichen auf. Nach Vorbehandlung
mit Neuraminidase konnte in lediglich einem Blutausstrich mit dem Lektin RCA eine schwach positive
Reaktion des Zytoplasmas beobachtet werden. Somit ist auch die Bindung der Lektine an die
Monozyten abhéngig von der Fixationsart. Aus meinen Befunden lasst sich schlielen, dass in den
Monozyten vor allem Glukose- bzw. Mannosereste, N-Acetylglukosamin und komplexe Kohlenhydrate
vorkommen.

Bei den neutrophilen Granulozyten des Kaninchens war die Bindung an die neutrophilen Granula bei
Con A, LCA, PSA, WGA und WGAs sehr stark und betraf Blutausstriche beider Fixationsarten. Im
Gegensatz dazu waren in unfixierten Blutausstrichen, die mit GSL-1, MAA-1, SNA, PHA-L, PHA-E,
Galektin-1 und Galektin-8 inkubiert waren, ausschlief3lich die Granula der neutrophilen Granulozyten
positiv. Eine Bindung an die Zellmembran der neutrophilen Granulozyten erfolgte vorzugsweise bei
unfixierten Blutausstrichen mit Con A, LCA, WGA, GSL-1, SNA und Galektin-8. Auffallig hierbei war,
dass bei WGAs weder in fixierten noch in unfixierten Blutausstrichen eine Bindung an die
Zellmembran vorhanden war. WGA und WGAs binden an N-Acetylglukosamin. Der Unterschied
zwischen diesen beiden Lektinen ist jedoch, dass WGA auch mit Glykokonjugaten interagiert, die N-
Acetylneuraminsaure enthalten, wohingegen WGAs ausschlieBlich an N-Acetylglukosamin bindet
(Monsigny et al., 1979, Monsigny et al, 71980). Fir die Bindung von Galektin-8 an neutrophile
Granulozyten gibt es bereits Untersuchungen beim Menschen. Galektin-8 férdert bei diesen die
Zelladhasion. Nach Isolierung von Integrin aM kann die Bindung der C-terminalen CRD von Galektin-8
beobachtet werden. Eine Adhasion eosinophiler Granulozyten wird jedoch durch Galektin-8 nicht
vermittelt (Nishi et al., 2003). Auch in meinen Untersuchungen kam es zu einer starken Bindung von
Galektin-8 an die Zellmembran der neutrophilen, aber nicht der eosinophilen Granulozyten. Nach
Vorbehandlung mit Neuraminidase wiesen die Granula eine positive Reaktion nach der Inkubation mit
PNA, GSL-1, RCA und SJA auf. Eine schwach positive Reaktion im Zytoplasma war hingegen bei
GSL-1 und PNA zu sehen. Angaben in der Literatur zur Bindung von Lektinen an die neutrophilen
Granulozyten sind nur im Fall von Con A vorhanden (Parmley et al., 1973).

Bei den eosinophilen Granulozyten kam es vor allem zu einer Bindung an die eosinophilen Granula,
seltener an die Zellmembran oder an Organellen des Zytoplasmas. Auch hier waren Unterschiede in
Abhangigkeit von der Fixation zu sehen. Eine stark positive Fluoreszenz der eosinophilen Granula war
sowohl in unfixierten als auch in fixierten Blutausstrichen nach Inkubation mit Con A, LCA, WGA,
WGAs und PHA-L nachzuweisen. Bei den Lektinen PSA und MAA-1 zeigten nur die Granula
unfixierter eosinophiler Granulozyten eine positive Reaktion. Mit SNA war nur ca. ein Viertel der
untersuchten Zellen positiv. Eine lediglich schwach positive Reaktion der eosinophilen Granula war

nach Inkubation mit GSL-1 zu erkennen. Eine Fluoreszenz der Zellmembran war nach Zugabe von
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Con A in fixierten Blutausstrichen, nach Zugabe von LCA, SNA, WGA und WGAs in unfixierten
Blutausstrichen vorhanden. Das Zytoplasma war in fixierten Blutausstrichen mit WGA und WGAs
positiv, in unfixierten Ausstrichen mit WGAs und MAA-1. Eine starke, fokale Fluoreszenz im
Zytoplasma konnte durch die Inkubation mit biotinyliertem Galektin-8 beobachtet werden. Nach
Vorbehandlung der Blutausstriche mit Neuraminidase kam es zu keiner spezifischen Bindung der
Lektine. Im Unterschied zum Menschen (Lee et al., 1987) sind beim Kaninchen die Lektine GSL-1 und
SBA nicht spezifisch flr eosinophile Granulozyten.

Das Lektinbindungsverhalten der basophilen Granulozyten ahnelt dem der neutrophilen Granulozyten.
Stark positive Reaktionen der Granula gab es in fixierten und unfixierten Blutausstrichen bei allen
Glukose-spezifischen Lektinen (Con A, LCA, PSA), bei den N-Acetylglukosamin-spezifischen Lektinen
(WGA, WGASs) und bei GSL-1. Nach Inkubation mit Galektin-8 sowie in ausschlieBlich unfixierten
Blutausstrichen nach Inkubation mit MAA-1, SNA, PHA-L, PHA-E und Galektin-1 waren sowohl stark
positive als auch schwach positive Reaktionen zu beobachten. Die Zellmembran farbte sich auch in
den basophilen Granulozyten, vor allem in unfixierten Blutausstrichen, an. Dies betraf die Lektine Con
A, WGA, WGAs, GSL-1, SNA und Galektin-8. Das Zytoplasma zeigte selten Fluoreszenz nach der
Inkubation mit den genannten Lektinen. Lediglich bei Con A, WGA und WGAs war in fixierten
Ausstrichen eine Fluoreszenz vorhanden, in unfixierten Blutausstrichen bei Con A, GSL-1, MAA-1,
SNA und PHA-L. Somit scheint auch hier die Fixationsmethode ausschlaggebend fir das
Bindungsverhalten der Lektine zu sein. Nachdem die Blutausstriche mit Neuraminidase vorbehandelt
wurden, war eine schwache Fluoreszenz der Granula bei Inkubation mit PNA, GSL-1 und RCA sowie
eine schwache Fluoreszenz des Zytoplasmas bei SJA und GSL-1 zu sehen. Somit scheinen auch die
basophilen Granulozyten mit Sialinsdure maskierte Galaktose- und N-Acetylgalaktosaminmolekile zu
besitzen. Untersuchungen der basophilen Granulozyten des Menschen haben gezeigt, dass
verschiedene Lektine, darunter Con A, LCA, PHA-E, PSA, SNA, SBA, in der Lage sind, die
Freisetzung von IL-4 und IL-13 aus den basophilen Granulozyten zu induzieren (Haas et al., 71999).
Untersuchungen im Hinblick auf die Bindung oder Funktion der Lektine bei basophilen Granulozyten
des Kaninchens gibt es jedoch nicht.

Bei den Ergebnissen meiner Lektinuntersuchungen muss weiter berlcksichtigt werden, dass es sich
um eine subjektive Bewertung der Fluoreszenzstarke handelt. Dies diente vor allem dazu, eine
generelle Tendenz feststellen zu kénnen.

Auf weitere Aspekte, die einen Einfluss auf die Bindung der Lektine an Kohlenhydratstrukturen haben,
werde ich im Folgenden noch kurz eingehen.

Die Ergebnisse meiner glykohistochemischen Untersuchungen zeigen deutlich, dass die Bindung der

Lektine an die Blutzellen des Kaninchens sehr stark von der Art der Fixierung der Blutausstriche
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abhéngig ist. Die verschiedenen Blutzellen von luftgetrockneten, nicht mit Methanol vorbehandelten
Blutausstrichen binden die Lektine deutlich stérker als bei methanolfixierten Ausstrichen.

Die Bindungsaffinitédt der Lektine an die Blutzellen ist aber auch von der Ausstrichtechnik bei der
Anfertigung der Blutausstriche abhangig, da es dabei zu mechanisch bedingten Veranderungen an
den Blutzellen kommt. Eine Alternative wéare die direkte Inkubation frisch entnommenen Blutes mit den
FITC-markierten Lektinen und die anschlieBende Anfertigung der Ausstriche. Dabei wiirde auch eine
Fixierung der Blutzellen vor der Inkubation mit den Lektinen entfallen.

Eine weitere Rolle spielt auch die Entnahmemethode des Blutes. Wie bereits in Kapitel 5.1 erlautert,
besitzen Kaninchen ein ausgepragtes intrinsisches Gerinnungssystem (Dodds, 2000). Dies fihrt bei
dieser Spezies zu einer raschen Agglutination der Blutzellen schon wahrend der Probenahme. Hier
kommt es zur Veranderung des Funktionszustands der Zellen und moglicherweise der
Kohlenhydratzusammensetzung ihrer Zellmembran, sodass auch daraus unterschiedliche

Bindungsaffinitaten zu den Lektinen resultieren kénnten.

5.6 Immunhistochemie und Histochemie

5.6.1 Immunhistochemischer Nachweis von spezifischen Antigenen der Lymphozyten und

basophilen Granulozyten

Fir den immunhistochemischen Nachweis von Antigenen, die spezifisch fiir die Lymphozyten und die
basophilen Granulozyten des Kaninchens sind, eigneten sich die von Davis und Hamilton (2008)
(Davis und Hamilfon, 2008) entwickelten und charakterisierten Antikérper (VMRD Inc. Pullman). Zum
Nachweis der verschiedenen Lymphozytenpopulationen dienten die Antikdrper ISC29E (gegen CD8+-
T-Lymphozyten), RTH1A (gegen CD4+*-T-Lymphozyten) und RACT30A (gegen B-Lymphozyten).
Zusatzlich wurden mit Hilfe des Antikdérpers MRB61A basophile Granulozyten und T-Lymphozyten
sowie mit dem Antikérper RACT20A basophile Granulozyten, CD4*T-Lymphozyten und T-
Lymphozytensubpopulationen bestimmt.

Bei der Differenzierung der Lymphozyten konnte in jedem Blutausstrich eine selektive Anfarbung von
Lymphozyten beobachtet werden. Die Lymphozytenpopulation des peripheren Blutes besteht beim
gesunden Kaninchen aus 39 % B-Lymphozyten, 44 % T-Lymphozyten und 8 % Null-Zellen (Jenkins,
2008) bzw. 38 % B-Lymphozyten, 45 % T-Lymphozyten und 15 % Null-Zellen (Bast et al., 1979).
Auffallig ist, dass die Prozentangaben in der Addition nicht 100 % ergeben. Dies wird jedoch von den

Autoren nicht nadher erldutert. In Untersuchungen von Jacksons et al. (1983) wurden funf
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verschiedene Lymphozytenpopulationen anhand ihrer Oberflaichenantigene mit Hilfe von Fluoreszenz-
markierten Antikérpern in der Milz des Kaninchens charakterisiert. Dabei handelte es sich um zwei
Subpopulationen an T-Lymphozyten, zwei Subpopulationen an B-Lymphozyten und Null-Zellen
(Jackson et al., 1983).

Die eigenen stichprobenartigen Z&hlungen von positiven Lymphozyten in den Antikdrperfarbungen mit
ISC29E, RTH1A und RACT30A lieRen keinen Schluss auf die prozentuale Verteilung der
Lymphozytenpopulationen im Blut zu. Hierfir wéaren Farbungen mit Doppelimmunfluoreszenz
notwendig gewesen. Davis und Hamilton (2008) stellten mit einer zweifarbigen Durchflusszytometrie
fest, dass im Blut des Kaninchens keine T-Lymphozyten vorkommen, die fir CD4- und CDS8-
Antikoérper negativ sind (Davis und Hamilton, 2008).

Die CDB8-Antigene, die ein Korezeptor des TCR zytotoxischer T-Lymphozyten fir MHC-Klasse-I-
Molekile sind (Moore und Vernau, 2000), konnten mit Hilfe des Antikérpers ISC29E differenziert
werden. Dieser zeigte eine selektive Bindung an Lymphozyten im Blutausstrich, jedoch keine Bindung
an andere Blutzellen. Diese Befunde beweisen, dass die CD8-Molekile nur auf einer bestimmten
Lymphozytenpopulation, den T-Lymphozyten, exprimiert werden. Ob dieser Antikorper Epitope auf
CD8a- oder CD8B-Lymphozyten erkennt, ist jedoch unklar. Die a-T-Zellen machen beim Kaninchen
den Hauptanteil aus. Ob auch yd-T-Zellen im Blut des Kaninchens vorhanden sind, bedarf weiterer
Untersuchungen (Davis und Hamilton, 2008).

Das mit 67 kDa beim Kaninchen vorkommende CD4-Antigen (Kofani et al., 1993) dient allgemein auf
T-Helferzellen als TCR-assoziierter Korezeptor fir MHC-Klasse-lI-Molekile und IL-16 (Moore und
Vernau, 2000). In den eigenen Untersuchungen zeigte der Antikérper RTH1A eine selektive Bindung
an Lymphozyten im Blutausstrich und keine Bindung an andere Blutzellen.

Die Bindung des Antikérpers RACT30A verlief bei den Lymphozyten stets stark positiv. Dabei erfolgte
wiederum eine selektive Bindung ausschlie3lich an Lymphozyten.

Beim Nachweis der basophilen Granulozyten kam es beim Antikbrper MRB61A (basophile
Granulozyten und T-Lymphozyten) trotz starker Konzentrationserhdhung zu einer sehr schwachen
Bindung an Lymphozyten und basophile Granulozyten. Somit wurde dieser Antikdrper zur Beurteilung
nicht herangezogen. RACT20A (basophile Granulozyten, CD4*T-Lymphozyten und T-
Lymphozytensubpopulationen) hingegen zeigte eine deutliche Bindung an basophile Granulozyten
und selektiv an Lymphozyten. Eine Bindung an andere Blutzellen erfolgte nicht. Die Funktion der
Molekile, an die fir basophile Granulozyten spezifische Antikdrper binden, ist bislang unklar. Es
konnte jedoch nachgewiesen werden, dass auch basophile Granulozyten Immunglobulin-Isotypen auf

ihrer Zelloberflache besitzen (Davis und Hamilfon, 2008).
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Insgesamt eignen sich die oben genannten Antikérper, auRer MRBG61A, die bisher nur in der
Durchflusszytometrie  eingesetzt  wurden, sehr gut fur die Detektion  einzelner

Lymphozytenpopulationen und basophiler Granulozyten mit immunhistochemischen Methoden.

5.6.2 Immunhistochemischer und histochemischer Nachweis zytoskelettaler Elemente

Das Zytoskelett von tierischen Zellen besteht im Allgemeinen aus drei Komponenten, den Mikro- oder
Aktinfilamenten, den Intermediarfilamenten und den Mikrotubuli (Sinowatz und Hees, 2000). Dies trifft
bei Leukozyten und eingeschrankt bei Thrombozyten zu. Im Gegensatz dazu wird in den Erythrozyten
Uber submembrandse Proteine wie Ankyrin, Spektrima( -Spektrin und 3-Spektrin) und Band 4.1 ein
Netzwerk mit Aktinfilamenten und anderen Proteinen wie Adducin (a-Adducin und B-Adducin),
Tropomyosin (Geiger, 1983, Harvey, 2008, Pasini et al., 2070) und Tropomodulin gebildet (Pasini et
al, 2010). Vimentin oder Mikrotubuli kommen in reifen Erythrozyten nicht vor. In Erythrozyten-
Vorlaufern von Saugetieren ist hingegen Tubulin nachweisbar (Cohen, 1997). Mit
immunhistochemischen und histochemischen Methoden wurden in dieser Arbeit F-Aktin, Vimentin und
Tubulin nachgewiesen. Die Immunfluoreszenz erlaubt dabei eine hochspezifische Lokalisation der
zytoskelettalen Elemente (Gejger, 7983). F-Aktin wurde mittels Phalloidin von Amanita phalloides, das
mit TRITC gekoppelt war, dargestellt.

In eukaryotischen Zellen bilden Aktinfilamente ein zytoskelettales und mobiles System (Pollard und
Earnshaw, 2008). Sie verleihen in muskularen und nicht-muskularen Zellen der Zelloberflache ihre
Form und sind unentbehrlich fir die Fortbewegung der ganzen Zelle (Gejger, 7983). Im Kortikalen
Zytoplasma (Gefger, 1983) ist Aktin mafRgeblich fiir die Festigkeit und Form der Zellmembran
verantwortlich. In vielen Zelltypen bildet es zudem die Grundlage fir Projektionen an der
Zelloberflache wie z.B. Mikrovilli (Alberts et al., 2008) oder Pseudopodien (Pollard et al., 2000).
Biochemisch sehr ahnliche Isoformen des Aktins sind in Zellen verschiedener Spezies bekannt, wobei
die Sequenzen auch bei vollig unterschiedlichen Spezies bis zu 90 % identisch sind. In nicht-
muskularen Zellen des Menschen, in denen der Anteil von Aktin am zytoplasmatischen Protein 10 %
betragt, kdbnnen dief - und die y-Isoform unterschieden werden (Pollard und Earnshaw, 2008). Mit
einem Molekulargewicht von 43 kDa in neutrophilen Granulozyten des Kaninchens (Huang und
Devanney, 1986) liegt Aktin als globulares Monomer (G-Aktin) oder als polymerisiertes Filament (F-
Aktin) vor (Richelme et al., 1996). G-Aktin bildet dabei die Untereinheiten der Aktin-Filamente, die sich
zu einer Doppelhelix zusammenlagern (Korn, 7982). In nicht-muskuldren Zellen liegt zu 50 %
unpolymerisiertes Aktin vor (Korn, 1982; Richelme et al, 1996), da sie, im Gegensatz zu

Muskelzellen, Interaktionen mit zelluldren Komponenten eingehen (Korn, 1982).
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In meiner Arbeit konnte Aktin unter Verwendung von Phalloidin-TRITC mit unterschiedlicher
Fluoreszenz in allen Blutzellen nachgewiesen werden.

Allgemein besitzen Erythrozyten die B-Isoform von Aktin (Yao et al, 1996). Dieses ist eng mit dem
Spektrinnetzwerk unterhalb der Zellmembran verknlpft (Pasini ef al., 2010), sodass es sich als Ring
unterhalb der Zellmembran darstellen Iasst.

In Thrombozyten ist ca. die Halfte der Aktinmolekiile zu Filamenten zusammengefigt, die sowohl ein
submembrandses, als auch ein zytoplasmatisches Netzwerk bilden (White, 2006). Es verbindet zum
einen die Spektrinmolekiile des Membranskeletts durch seine langen Aktinfilamente, zum anderen
zieht es vom Zytoplasma zur Zellmembran und bildet somit eine weitere kontinuierliche Ultrastruktur
(Hartwig, 2006). In den untersuchten Blutausstrichen konnten die Aktinfilamente in den Pseudopodien
als auch im Hyalomer lokalisiert werden. Bei den aktivierten Thrombozyten, die den grofiten Anteil an
Thrombozyten in den Blutausstrichen ausmachten, waren die fluoreszierenden Aktinfilamente kurz.
Dies ist auf die Umbildungsphase von ruhenden zu aktivierten Thrombozyten zuriickzufiihren, bei der
lange Aktinfilamente in kurzere umgewandelt werden (Hartwig, 2006). In letzteren spielt das
zytoplasmatische Actomyosin-Skelett eine einzigartige Rolle, da es den Ring an Mikrotubuli
zusammenzieht, was bei starker Stimulation zur Freigabe der Inhaltsstoffe von a-Granula und ,dense
bodies” ins OCS fiihrt. In ruhenden Thrombozyten schirmt Aktin die Zellorganellen im Zytoplasma
voneinander ab (White, 2006).

In aktiven und passiven Leukozyten ist das Aktin des kortikalen Zytoskeletts malfigeblich fiir die
Stabilitat der Zelle verantwortlich, als auch fir die Ausbildung der Mikrovilli. Seine wichtigste Funktion
hat es in den mirgrierenden Leukozyten. Hier kommt es durch die Aktinpolymerisation und
- depolymerisation zur aktiven Umgestaltung der Zellform. In Leukozyten geht die Aktivierung mit einer
Polymerisation der Aktinfilamente einher, die ein 3D-Netzwerk aus kurzen Aktinflamenten in der
Region der Anheftung ans Endothel bilden. Zudem fiihrt die Aktinpolymerisation zu einer Anderung
der Zellform (Khismatullin, 2009).

Auch in den Lymphozyten ist ein gut ausgepragtes Aktinnetzwerk vorhanden. Unterschiede in der Art
der Auspragung des Aktin-Zytoskeletts in B- und T-Lymphozyten wie bei Zauli et al. (1988), mit
Aktinfilamenten im Zytoplasma und Mikrovilli der B-Lymphozyten und wenig Aktinfilamenten in T-
Lymphozyten (Zauli et al., 71988), konnte ich nicht feststellen. Mikrovilli auf der Zelloberflache der
Lymphozyten, in die sich die Aktinfilamente erstrecken (Khismatullin, 2009), waren aufgrund der zu
geringen VergréBerung im Fluoreszenzmikroskop (100x Olimmersionsobijektiv) nicht zu differenzieren.
Durch Aufnahmen mit dem Fluoreszenzmikroskop in verschiedenen Ebenen, konnte jedoch die
dreidimensionale Struktur des Aktinnetzwerkes verdeutlicht werden.

In den Monozyten des Menschen ist das Aktinnetzwerk eng mit Myosin und a-Actinin verknupft. In

meinen Untersuchungen wurde eine eher granuldre bzw. diffuse Fluoreszenz in der gesamten Zelle
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nachgewiesen (Takubo et al., 1999). Dass die Aktinfilamente, wie bei Takubo et al. (7Takubo ef al.,
7999) beschrieben, vor allem perinukledr und in den Lamellipodien der Monozyten vorkommen,
konnte ich nicht bestatigen.

In neutrophilen und basophilen Granulozyten des Kaninchens ist die Fluoreszenz vor allem an den
Zellkern-freien Stellen im Zytoplasma stark ausgepragt. In eosinophilen Granulozyten hingegen
umgeben Aktinfilamente die grofien, eosinophilen Granula im Zytoplasma. Hier wird deutlich, dass
das Aktinnetzwerk in den Zellen auch fir die Anordnung und Position der einzelnen Zellorganellen
verantwortlich ist (Lenormand und Fredberg, 2006). Die teilweise in den Leukozyten vorhandene
Verteilung von kurzen Aktinfilamenten im Zytoplasma bzw. eine diffuse oder granulare Anfarbung sind
wahrscheinlich auf eine Reorganisation bzw. Umbau des Aktin-Netzwerkes, wie oben bereits erwdhnt,
durch die Aktivierung der Zelle (Khismatullin, 2009), zurickzufihren.

Vimentin gehdrt zu den Intermediarflamenten in mesenchymalen Zellen. Es dient als Regler
zahlreicher Proteine, die in die Haftung, Migration und Signalwege zwischen Zellen involviert sind
(lvaska et al, 2007). Es steuert beispielsweise durch Phosphorylierung die Abgabe von
Integrinvesikeln an die Plasmamembran im Zuge ihres Recyclings (Eriksson et al., 2004).
Vimentinfilamente sind aullerdem essentiell fir den Transport endolysosomaler Vesikel und die
Positionierung von Endosomen und Lysosomen in der Zelle (Styers et al., 2004). Vimentinfilamente
bestehen in Leukozyten aus langen, fadenférmigen Molekilen. Die meisten dieser
Intermediarfilamente liegen vollstandig polymerisiert vor, wodurch das Vimentin-Netzwerk stabiler ist
als das der Aktinflamente und Mikrotubuli. Die polymerisierten Filamente dienen zur
Aufrechterhaltung der Zellform bei mechanischem Stress und bilden eine stabile 3D-Struktur in der
Zelle. Sie sind typisch fur den inaktiven Zustand von Leukozyten (Khismatullin, 2009). Durch
Interaktionen mit Mikrotubuli und Aktinfilamenten (Yoon et al., 1998, Martys et al., 1999) kommt es zu
dynamischen Veranderungen des Vimentin-Netzwerkes, das bei Polymerisation der Mikrotubuli zum
Zellkern hin zerfallen kann. Dies zeigt sich durch kurze Vimentinfilamente im Zytoplasma (Gyoeva und
Gelfand, 1991, Soltys und Gupta, 1992). Obwohl in einigen Studien (Meminen et al., 2006) die
Bedeutung des Vimentins fir Lymphozyten diskutiert wurde, ist seine Relevanz fiir biomechanische
Zusammenhange in Granulozyten und Monozyten noch nicht untersucht worden (Khismatullin, 2009).

In der Literatur gibt es keine Angaben zum Vorkommen von Vimentin in Erythrozyten.
Untersuchungen an murinen Erythrozyten und seinen Vorldufern zeigten keine Existenz von Vimentin
in den Zellen (Koury et al., 1989). Dies entspricht auch den Ergebnissen meiner Arbeit, bei der in
keinem Blutausstrich eine Immunfluoreszenz bei Erythrozyten nachgewiesen werden konnte.

In neueren Arbeiten findet man keinen Hinweis auf das Vorkommen von Vimentin in Thrombozyten
von Saugetieren. In meiner Arbeit konnte ich jedoch vereinzelt Immunfluoreszenz-positive,

filamentdse Strukturen in den Thrombozyten des Kaninchens beobachten. Aus welchem Grund sich
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nur in wenigen Thrombozyten eine Immunfluoreszenz zeigte, konnte nicht geklart werden. In
Untersuchungen von Muszbek et al. (1987) (Muszbek et al, 1987) wurde Vimentin mit
immunhistochemischen Methoden in den Thrombozyten von Rind und Mensch festgestellt. Andere
Autoren sprechen hingegen von einem Vimentin-ahnlichen Molekl, das mit Anti-Vimentin-Antikérpern
kreuzreagiert (7ablin und Taube, 1987). In ruhenden Thrombozyten soll Vimentin einen Ring
unterhalb der Zellmembran bilden, wohingegen bei aktivierten Thrombozyten eine starke Anfarbung in
der Zelle und in den Pseudopodien vorhanden sein soll (Muszbek et al., 1987). Dies konnte in den von
mir untersuchten positiven Thrombozyten nur bedingt bestatigt werden. Die Intermediarfilamente
stellten sich entweder ringférmig unterhalb der Zellmembran oder polymorph in der Zelle dar. Wenn
man anhand der Ergebnisse von Muszbek et al. (1987) davon ausgeht, dass es sich bei den in dieser
Arbeit positiven Thrombozyten um ruhende Thrombozyten handelt (Muszbek et al., 1987), hatten sich
die aktivierten Thrombozyten nicht anfarben lassen. Ob tatséchlich Vimentin in den Thrombozyten
vorhanden ist oder ob die Immunfluoreszenz auf eine immunologische Kreuzreaktion zurlickzufiihren
ist, muss durch weitergehende Untersuchungen geklart werden.

Das 3D-Netzwerk der Vimentinflamente konnte in Blutausstrichen des Kaninchens an den
Leukozyten am besten dargestellt werden. Durch Fokussieren der Intermediarfilamente in
verschiedenen optischen Ebenen im Fluoreszenzmikroskop konnte die dreidimensionale Struktur in
der Zelle nachvollzogen werden. Doch auch in zweidimensionalen Aufnahmen kann man die
Auspragung des Netzwerkes gut erkennen. In den Lymphozyten des Kaninchens zeigen sich die
Vimentinfilamente meist als lange, fadige Strukturen, die sich spiralig durch die Zelle ziehen. Bei
einigen Lymphozyten konnte jedoch eine mehr diffuse, eher granuldre Anfarbung beobachtet werden.
Bei diesen scheint es sich um kurze Vimentinfibrillen zu handeln, die aufgrund dynamischer
Veranderungen in der Zelle entstehen (Gyoeva und Gelfand, 1991; Soltys und Gupta, 1992).

Auch in den neutrophilen und basophilen Granulozyten des Kaninchens konnte dies 6fter beobachtet
werden. Monozyten hingegen zeigten meist eine umfassende dreidimensionale Verteilung der
Intermediarfilamente in der Zelle. In eosinophilen Granulozyten umgab das Vimentin-Netzwerk die
eosinophilen Granula und den Zellkern, sodass diese beiden Strukturen gut differenziert werden
konnten.

Mikrotubuli sind hohle Réhrchen, die aus einem Heterodimer, dem Tubulin, aufgebaut sind. Sie bilden
ein 3D-Netzwerk, das an den Zentrosomen beginnt und sich von ihnen aus zur Zellmembran hin
ausbreitet (Khismatullin, 2009). Es ist verantwortlich fiir die Positionierung von Zellorganellen und die
Beforderung von intrazellularen Molekilen (Vaughan, 2005). Aufgrund ihrer dynamischen Instabilitat
kénnen Mikrotubuli die Zelle gegen Deformation nicht schitzen (Khismatullin, 2009). Diese
Eigenschaft erlaubt ihnen jedoch, schnell zu zerfallen (Mitchison und Kirschner, 1984, Cassimeris et

al, 1988; Hunyadi et al, 2005) und die Bewegung von Organellen in migrierenden Zellen zu
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ermoglichen (Rothwell et al., 1989; Blocker et al., 1998; Stinchcombe et al., 2006, Sanchez-Madrid
und Serrador, 2007).

In meiner Arbeit kam es bei ca. 40 % der Blutausstriche zu einer Bindung des Antikdrpers gegen
Tubulin. Dabei waren die Thrombozyten und Lymphozyten stets positiv, andere Blutzellen in nur zwei
bis drei Blutausstrichen. Ein Grund fir die Abwesenheit von Mikrotubuli in den Blutzellen einiger
Blutausstriche koénnte eine Abkihlung dieser sein, die in einem Abbau der Mikrotubuli, einem Aufbau
von Aktinfilamenten und einer Ausdehnung der Pseudopodien resultiert. Durch Aufwarmen kénnen
diese Prozesse riickgangig gemacht werden (White, 2006). Da alle Blutausstriche jedoch zeitgleich
angefertigt wurden und somit den gleichen Temperaturen und Methoden unterlagen, ist eine
Zerstérung oder ein Zerfallen der Mikrotubuli wahrend der Probenahme wahrscheinlicher.

In reifen Erythrozyten konnten von mir keine Mikrotubuli nachgewiesen werden. In
Erythrozytenvorlaufern befindet sich jedoch eine Isoform de§ -Tubulin (Cohen, 7997). In einem der
fur die Doppelfarbungen verwendeten Blutausstriche vom Kaninchen wurden in einer kernlosen
Erythrozytenvorstufe fluoreszierende Areale festgestellt. Dies deckt sich mit Untersuchungen an
murinen Retikulozyten, die meist eine diffuse Verteilung von Tubulin im Zytoplasma zeigten (Koury et
al, 1989). In murinen Erythrozytenvorlaufern mit Zellkern bilden die Mikrotubuli eine Art Korbgeflecht
um den Zellkern und ordnen sich radial unterhalb der Plasmamembran an. Kurz vor der Enukleation
kommt es zu einer Auflésung der Anordnung der Mikrotubuli um den Zellkern. Im Retikulozyten sind
weiterhin Mikrotubuli vorhanden, in denen jedoch auch das gesamte Zytoplasma Immunfluoreszenz
zeigt (Koury et al., 1989).

Das Tubulin in Thrombozyten liegt zu 50-60 % in polymerisierter Form vor. Dabei wird der unter der
Zellmembran liegende Mikrotubulus aus vier verschiedenen -Tubulinen (31, B2, B4, B5) aufgebaut.
Der Mikrotubulus ist ca. 100 um lang und windet sich acht bis zwoélfmal um sich selbst (Hartwig, 2006).
Beim Kaninchen betragt die Wanddicke des Mikrotubulus ca. 7 nm und ist aus 12-13 Untereinheiten
mit einem Durchmesser von 3,5-4 nm aufgebaut (Silver und McKinstry, 1967). Der Mikrotubulus dient
der Aufrechterhaltung der diskoiden Zellform in ruhenden Thrombozyten (7ablin, 2000, White, 2006).
Durch Abkuhlungsversuche und Knockout-Experimente konnte diese Abhangigkeit nachgewiesen
werden. In der immunfluoreszenz-mikroskopischen Untersuchung konnte immunreaktives Tubulin in
einem ringférmigen Bereich unterhalb der Zellmembran und bei einigen aktivierten Thrombozyten
auch in den Pseudopodien nachgewiesen werden. In aktivierten Thrombozyten kénnen nach Hartwig
(2006) in einigen Zellen Reste des Mikrotubulusringes verbleiben, in anderen wiederum kommt es zur
Fragmentierung und/oder Generierung von neuen Mikrotubuli. Zuséatzlich dehnen sich die Mikrotubuli
bis in die Pseudopodien aus (Hartwig, 2006).

Auch zum Zytoskelett der Lymphozyten gehdrt Tubulin (Billadeau et al, 2007), das bei den

Lymphozyten des Kaninchens mehr granuldr als filamentds ausgepragt ist. In Monozyten des
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Kaninchens umspannen zum einen weitlaufige, dreidimensionale Netze von Mikrotubuli den Zellkern,
zum anderen zeigen sich die Mikrotubuli granuldr im Zytoplasma. In neutrophilen und eosinophilen
Granulozyten wurde eine Immunfluoreszenz vor allem in den Zellkern-nahen Bereichen
nachgewiesen. In einigen neutrophilen Granulozyten und Lymphozyten kann man auch die
Ausbreitung der Mikrotubuli von den Zentrosomen zur Plasmamembran nachzuvollziehen. In
basophilen Granulozyten sind die Mikrotubuli in der ganzen Zelle verteilt. Diese Unterschiede in der
Darstellung beruhen auf der dynamischen Instabilitédt der Mikrotubuli in den Leukozyten (Khismatullin,
2009). In humanen neutrophilen Granulozyten interagieren die Mikrotubuli mit den primaren und
sekundéaren Granula in ruhenden und aktivierten neutrophilen Granulozyten. Die Granula bilden dabei
Komplexe mit polymerisiertem Tubulin, sodass eine aktive Translokation zur Zellmembran hin
stattfinden kann (Rothwell et al., 1989).

Die Doppelfarbungen mit Aktin und Vimentin sowie Aktin und Tubulin wurden angefertigt, um die
unterschiedliche Lokalisation der zytoskelettalen Elemente zu verdeutlichen. Die Doppelfarbung war
jedoch nicht bei allen Blutzellen erfolgreich. Dies wird vermutlich eine Folge der rdumlichen
Andordnung der zytoskelettalen Elemente und der daran bindenden Antikérper sein.

Trotzdem konnte eine unterschiedliche Lokalisation von Aktin und Vimentin bei einem basophilen
Granulozyten beobachtet werden. Dieser zeigte Aktinfilamente diffus Gber die ganze Zelle verteilt, den
Zellkern bedeckend, und besonders stark in Bereichen, in denen keine Vimentin-Immunfluoreszenz
vorhanden war. Vimentin hingegen war vor allem im Zellkern-freien Bereich und in der Nahe der
Zellmembran zu sehen. Im neutrophilen Granulozyten war kein Lokalisationsunterschied erkennbar.

Bei der Doppelfarbung von Aktin und Tubulin wurden die Ergebnisse der Einzelfarbungen bestatigt.
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Kapitel 6

6 Zusammenfassung

Das Ziel dieser Doktorarbeit war eine umfassende Charakterisierung der Blutzellen gesunder
Kaninchen mit Hilfe konventioneller histologischer  Farbungen und ultrastruktureller,
enzymhistochemischer, glykohistochemischer und immunhistochemischer Methoden. Dazu wurden
Blutproben von insgesamt 44 Kaninchen entnommen und zunéchst der Gesundheitsstatus der Tiere
erfasst. Bei der Erhebung der normalen, labordiagnostischen Parameter waren Unterschiede bei
mannlichen und weiblichen Kaninchen zu beobachten, die aber nicht signifikant waren. Erst im
Anschluss an die Labordiagnostik erfolgte die morphologische Untersuchung der Blutzellen.

In den fiinf Ubersichtsfarbungen (Diff-Quick, Giemsa 1:11, Giemsa 1:20, May-Griinwald, Pappenheim)
sind haufig Erythrozytenvorldufer und auch Riesenthrombozyten mit einem Durchmesser von bis zu 9
pm zu sehen. Die Granula der neutrophilen Granulozyten zeichnen sich durch ihre Eosinophilie in
diesen Farbungen aus, die auch die Ursache fir eine Anfarbung der neutrophilen Granula in der
Sirius-Red-Farbung ist. Somit ist diese zur Differenzierung eosinophiler und neutrophiler
Granulozyten, im Gegensatz zu der H.E.-Farbung, bei der die neutrophilen Granulozyten
degranulieren, ungeeignet. Basophile Granulozyten des Kaninchens sind haufig in den
Blutausstrichen vertreten. Sie besitzen einen oft dreifach gelappten Zellkern, der randstandig im
Zytoplasma liegt. Gegenlber Schnellfarbungen, wie Diff-Quick, die zu einer Degranulation der
basophilen Granulozyten fiihrt, zeigen sie sich sehr empfindlich. Eine gute Darstellung der basophilen
Granula ist nur mit der May-Griinwald-, der Pappenheim- und der Toluidinblau-Farbung mdéglich.

Das Vorkommen von Kohlenhydraten und anderen Glykokojugaten ist mit der PAS-Reaktion und der
Alcianblaufarbung dargestellt worden. Bei der PAS-Reaktion sind alle Blutzellen des Kaninchens, mit
Ausnahme der Erythrozyten, positiv. Saure Mukosubstanzen in der Alcianblaufarbung mit einem pH-
Wert von 2,5 sind in Thrombozyten sowie neutrophilen und basophilen Granulozyten nachweisbar.
Sulfatierte Mukosubstanzen sind in der Alcianblaufarbung mit einem pH-Wert von 1 in neutrophilen

und basophilen Granulozyten zu sehen.
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Um Zuckerstrukturen auf den Blutzellen des Kaninchens zu charakterisieren, wurden sowohl FITC-
markierte Lektine, darunter Concanavalin Agglutinin (Con A), Lens culinaris Agglutinin (LCA), Pisum
sativum Agglutinin (PSA), Peanut Agglutinin (PNA), Ricinus communis Agglutinin (RCA), Wheat germ
Agglutinin (WGA), succinyliertes Wheat germ Agglutinin (WGAs), Griffonia simplicifolia | Agglutinin
(GSL-1), Dolichos biflorus Agglutinin (DBA), Soybean Agglutinin (SBA), Saphora japonica Agglutinin
(SJA), Ulex europaeus | Agglutinin (UEA-1), Phaseolus vulgaris Agglutinin Leuko (PHA-L) sowie
Phaseolus vulgaris Agglutinin Erythro (PHA-E), und biotinylierte Lektine, darunter Viscum album
Agglutinin (VAA), Maackia amurensis | Agglutinin (MAA-1), Sambucus nigra Agglutinin (SNA),
Galektin-1, Galektin-3 full length, Galektin-3 truncated, Galektin-8, Galektin-9, verwendet. Bei letzteren
erfolgte die Visualisierung der Bindung durch Streptavidin. In den glykohistochemischen
Untersuchungen ist die Reaktion der einzelnen Lektine sowie ihre Bindungsaffinitdt bei den
verschiedenen Blutzellen teilweise deutlich unterschiedlich. Dies kann zum Teil auf die Art der Fixation
zurlickgefiihrt werden. Generell weisen Blutausstriche ohne vorherige Fixierung mit Methanol eine
verstarkte Bindung der Lektine auf. Aus den Untersuchungen auf Bindung der Lektine kann
geschlossen werden, dass die Blutzellen des Kaninchens vor allem Glukose- und Glukosaminreste
endstandig an den Zuckerstrukturen auf und in der Zelle besitzen, da die Lektine Con A, LCA, PSA,
WGA und WGAs gut an diese binden. Von den Galektinen ist vor allem die Bindung von Galektin-8 an
die Granulozyten des Kaninchens auffallig. Bei diesen besteht besonders in unfixierten
Blutausstrichen eine starke Affinitat zur Zellmembran, seltener an die Granula.

Weiter wurde die Auswirkung einer vorangehenden Neuraminidase-Inkubation mit einer
Neuraminidase von Vibrio cholerae, durch die terminale a-(2->3)-Verbindungen der Sialinsaure, aber
auch a-(2->6)- und a-(2->8)-Verbindungen abgespalten werden, getestet. Aus den Ergebnissen
dieser Untersuchung lasst sich ableiten, dass beim Kaninchen Sialinsdure vorzugsweise an
Galaktose- und N-Acetylgalaktosmin-Reste gebunden vorliegt.

Zur Differenzierung der Lymphozytenpopulationen und der basophilen Granuloyzten wurden speziell
fur die Blutzellen des Kaninchens entwickelte Antikérper des Departments of Veterinary Microbiology
and Pathology, College of Veterinary Medicine, Washington State University, Pullman erstmals fiir den
immunhistochemischen Nachweis herangezogen. Die Antikérper ISC29, RTH1A, RACT30A und
RACT20A zeigen eine deutlich positive Reaktion bei einer Konzentration von 1:68. MRB61A hingegen
ist ungeeignet fir immunhistochemische Farbungen.

Von den zytoskelettalen Elementen wurden Aktin, Vimentin und Tubulin in den Blutzellen des
Kaninchens nachgewiesen. Hierfir wurde im Fall von Aktin mit TRITC gekoppeltes Phalloidin
verwendet. Eine starke Fluoreszenz ist in allen Blutzellen zu sehen. In den Thrombozyten erstreckt
sich diese bis in die Pseudopodien. Das mit Anti-Vimentin und einem FITC-gekoppelten

Sekundéarantikdérper sichtbar gemachte Vimentin zeigt eine charakteristische Verteilung im Zytoplasma
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der Blutzellen. Die Vimentinfilamente bilden ein ausgepragtes 3D-Netzwerk in den Blutzellen, das
besonders in den Leukozyten demonstriert werden kann. In eosinophilen Granulozyten wird Uberdies
deutlich, wie eng das Vimentinnetz die eosinophilen Granula im Zytoplasma umschlie3t. Erythrozyten
sind stets negativ, Thrombozyten nur in seltenen Fallen positiv mit filamentdsen Strukturen in der
Zelle. Zur Darstelllung von Tubulin in den Blutzellen des Kaninchens wurden Anti-Tubulin und ein
FITC-gekoppelter Sekundarantikérper verwendet. In den Thrombozyten des Kaninchens ist ein stark
Fluoreszenz-positiver Ring unterhalb der Zellmembran zu sehen. Die Leukozyten zeigen sowohl
filamentdse als auch granulare, fluoreszierende Strukturen im Zytoplasma. Mit Hilfe von
Doppelfarbungen mit Aktin und Tubulin bzw. Aktin und Vimentin kann zudem die Verteilung der
zytoskelettalen Elemente in den Blutzellen demonstriert werden.

In den enzymhistochemischen Analysen der Blutzellen wurde das Vorkommen der Peroxidase, der
sauren Phosphatase, der alkalischen Phosphatase, der Naphthol-AS-Acetat-Esterase, der a-
Naphthyl-Acetat-Esterase, der Naphthol-AS-D-Chloracetat-Esterase und der (-Glucuronidase
untersucht. Hierbei erfolgte eine umfassende Auswertung der Reaktivitdt aller Blutzellen. Im
Gegensatz zu ihren Vorlauferzellen enthalten Erythrozyten keine der untersuchten Enzyme. In
Retikulozyten und Normoblasten sind jedoch regelméflig Reaktionsprodukte bei dem Nachweis der
sauren Phosphatase, der unspezifischen Esterasen und der B-Glucuronidase zu beobachten.
Charakteristisch ist daneben die starke Reaktivitdt der Monozyten bei der Untersuchung auf (-
Glucuronidase. Eine Differenzierung der Granulozyten ist zudem durch die fehlende Reaktion der
basophilen Granulozyten auf den Nachweis von Peroxidase, von saurer Phosphatase und von
alkalischer Phosphatase gegeben. Eosinophile Granulozyten sind Peroxidase-positiv, wohingegen
neutrophile Granulozyten sowohl flr Peroxidase, als auch fir saure Phosphatase und alkalische
Phosphatase positiv sind.

In den ultrastrukturellen Untersuchungen kdnnen die einzelnen Granulapopulationen (primare,
sekundare und tertidare Granula) in den neutrophilen Granulozyten sehr gut differenziert werden.
Eosinophile Granulozyten zeichnen sich durch ihre homogenen, eckigen, eosinophilen Granula aus.
Monozyten besitzen groRe Mitochondrien und zahlreiche Ribosomen im Zytoplasma. Bei den
Lymphozyten kann man kleine und groRe Lymphozyten unterscheiden. Vor allem in den grofen
Lymphozyten, die einen Nukleolus besitzen, sind primare und sekundare Lysosomen gut zu erkennen.
Zusammenfassend lasst sich sagen, dass in meiner Doktorarbeit eine ausfihrliche Charakterisierung
der Blutzellen des Kaninchens erfolgte, bei der friihere Erkenntnisse kritisch analysiert und weitere
zytologische und histochemische Eigenschaften der Blutzellen des Kaninchens durch verschiedene

Untersuchungsmethoden ermittelt wurden.
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7 Summary

Ultrastructural, enzyme histochemical, immunohistochemical and glycohistochemical

investigation of rabbit (Oryctolagus cuniculus) blood cells

The aim of my thesis was the characterization of rabbit blood cells using cytologic, enzyme
histochemical, immunohistochemical und glycohistochemical techniques.

Blood from 44 clinically healthy rabbits of different breeds was used for this study. Using conventional
blood stains such as Diff-Quick, Giemsa 1:11, Giemsa 1:20, May-Griinwald, Pappenheim and H.E.,
besides the normal cell types exspected, also precursors of red blood cells and giant platelets with a
diameter of 9 ym could be distinguished. Different to most domestic species, blood smears of rabbits
exhibit a large number of basophilic granulocytes. Using toluidine blue, May-Grinwald and
Pappenheim, an excellent visualization of basophils is possible.

To determine carbohydrates and glycoconjugates, blood smears were stained with periodic-acid-
Schiff-reaction and Alcian blue. All blood cells, besides red blood cells, are PAS-positive. Acid
mucosubstances can be demonstrated at a pH of 2.5 in platelets, neutrophils and basophils, whereas
sulfated mucosubstances are only present in neutrophils and basophils with Alcian blue staining at a
pH of 1.

For the characterization of glycoconjugates of rabbit blood cells, FITC-marked lectins, as concanavalin
A (Con A), lens culinaris agglutinin (LCA), pisum sativum agglutinin (PSA), peanut agglutinin (PNA),
ricinus communis agglutinin (RCA), wheat germ agglutinin (WGA), wheat germ agglutinin succinylated
(WGAs), griffonia simplicifolia | agglutinin (GSL-1), dolichos biflorus agglutinin (DBA), soybean
agglutinin (SBA), sophora japonica agglutinin (SJA), ulex europaeus | agglutinin (UEA-1), phaseolus
vulgaris leukoagglutinin (PHA-L), phaseolus vulgaris erythroagglutinin (PHA-E) and biotinylated
lectins, as viscum album agglutinin (VAA), maackia amurensis | agglutinin (MAA-1), sambucus nigra
agglutinin (SNA), galectin-1, galectin-3 full length, galectin-3 truncated, galectin-8 and galectin-9, were
used. The lectin-staining pattern of the blood cells showed distinct variations that were probably
influenced by the fixation method. Generally a more reliable and stronger lectin binding occurred in
unfixed, air-dried smears. From the galectins tested, galcectin-8 exhibits a strong binding to the cell
membrane of granulocytes of unfixed blood smears.

Removing of sialic acid by pretreatment with neuraminidase from Vibrio cholerae indicates that sialic

acid masks the epitopes of a-galactose and N-acetyl-galactosamine residues of rabbit blood cells.
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To characterize different lymphocyte populations and basophils antibodies were used, which were
specifically developed for rabbit blood cells from the Department of Veterinary Microbiology and
Pathology, College of Veterinary Medicine, Washington State University, Pullman, for the first time for
immunohistochemical staining. Using unfixed blood smears, antibodies ISC29, RTH1A, RACT30A and
RACT20A revealed a strong positive reaction on the cell membrane of lymphocytes with a
concentration of 1:68. MRB61A appeared to be unsuitable for immunohistochemical studies.
Cytoskeletal elements of the blood cells (actin, vimentin and tubulin) were studied using histochemical
and immunohistochemical techniques. With TRITC-labeled phalloidin actin could be demonstrated in
all rabbit blood cells. In activated platelets, actin staining was also observed in the pseudopods.
Immunohistochemical localization of vimentin showed an interesting staining pattern within the
different blood cells, which was best seen in eosinophils, where a vimentin network encloses the
eosinophilic granules of the cytoplasm. Red blood cells are always vimentin-negative. Using FITC-
labeled tubulin, platelets showed a strong circular staining under their cell membrane, corresponding
to the ultrastructurally shown localization of microtubuli. Leukocytes revealed filamentous and granular
tubulin-positive structures in their cytoplasm. Double stainings with actin and Tubulin antibody and
actin and vimentin antibody, the interactions of cytoskeletal elements could be demonstrated.

Using enzyme-histochemical techniques, the activity of peroxidase, acid phosphatase, alkaline
phosphatase, naphthol-AS-acetate-esterase, a-naphthyl-acetate-esterase, naphthol-AS-D-
chloracetate-esterase and B-glucuronidase could be demonstrated in several types of leukocytes. In
contrast to reticulocytes and normoblasts, which were positive for acid phosphatase, naphthol-AS-
acetate-esterase and B-glucuronidase, red blood cells did not show any activity for the enzymes
studied. B-glucuronidase also showed a strong, characteristic reaction in monocytes. Enyme
histochemistry also allows a differentiation of granulocytes: basophils are always negative for
peroxidase, acid phosphatase and alkaline phosphatase, whereas, eosinophiles possess granules,
which are positive for peroxidase, and neutrophils are positive for peroxidase, acid phosphatase and
alkaline phosphatase.

With the transmission electron microscope, the different populations of granules (primary, secondary
and tertiary granules) of neutrophilic granulocytes can be well discerned. Eosinophilic granulocytes
are characterized by their moderately electron dense, angular granules. Monocytes contain large
mitochondria and numerous ribosomes in their cytoplasm. Large lymphocytes always show a

nucleolus, and a number of primary and secondary lysosomes.
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A. Verzeichnis der Gebrauchslosungen

Lichtmikroskopie

Saures Hdamalaun nach Mayer:

Hamatoxilin krist. 29 MERCK (Darmstadt)
Natriumjodat NaJOs 0449 MERCK (Darmstadt)
Aluminiumkaliumsulfat Dodecahydrat | 100 g MERCK (Darmstadt)
Chloralhydrat 100 g MERCK (Darmstadt)
Zitronensaure krist. 2g MERCK (Darmstadt)
Eosin-Stammldsung:

Eosin gelblich 29 MERCK (Darmstadt)
Aqua dest. 198 ml

Zur Haltbarkeit einige Tropfen Formol zugeben.

Eosin-Gebrauchslosung:

Eosin-Stammlésung 1 Teil

Aqua dest. 10 Teile

Eisessig 1 Tropfen pro 100 mli MERCK (Darmstadt)

fertige Farbelosung

Sirius Red — Farbeldsung:

Sirius Red 500 mg (REACTIFS RAL, Martillac)
Aqua bidest 45 ml

Ethanol absol. 50 ml (MERCK, Darmstadt)
NaOH 1 % 1 ml

NaCl 20 % 4 ml

500 mg Sirius Red werden in 45 ml Aqua bidest und 50 ml Ethanol absolut geldst. AnschlieRend

werden 1 ml NaOH 1 % und 4 ml NaCl 20 % hinzugegeben und filtriert. Die Lésung ist ca. 2 Monate

bei Raumtemperatur haltbar.
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Toluidinblau-Férbelosung:

Toluidinblau O 19 (ROTH, Karlsruhe)

Methanol 100 ml (MERCK, Darmstadt)

Das gesattigte Toluidinblau-Methanol wird durch das Lésen von 1g Toluidinblau in 100 ml Methanol

hergestellt.

Ldésungen fur die PAS-Féarbung.

10 %ige Natriumdisulfatiosung = SO2-Wasser:

Natriumdisulfat 1049 (MERCK, Darmstadt)

Aqua dest. 100 ml

Das SO2-Wasser sollte immer frisch hergestellt werden.

0,5 %ige wéssrige Perjodsédurelésung:

Perjodsaure 19 (MERCK, Darmstadt)

Aqua dest. 200 ml

Die Perjodsaurelésung sollte immer frisch angesetzt werden.

Losungen fir die Alcianblau-Farbung:

Alcianblau-Féarbeldsung pH 2,5:

Essigsaure 100 % 15 ml (MERCK, Darmstadt)
Aqua dest. 485 ml
Alcianblau 8 GX Certistain® 5¢ (MERCK, Darmstadt)

Alcianblau-Férbelésung pH 1.

0,1 N HCI 500 ml (MERCK, Darmstadt)
Alcianblau 8 GX Certistain® 5¢ (MERCK, Darmstadt)
Kernechtrotlosung:

Aluminiumkaliumsulfatdodecahydrat | 47,4 g (MERCK, Darmstadt)
Aqua dest. 100 ml

Kernechtrot Certistain® 0,149 (MERCK, Darmstadt)
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Elektronenmikroskopie

Fixierlbsung nach Karnovsky:

10 %ige Paraformaldehyd-Lésung:

Paraformaldehyd 10g (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

Aqua dest. 100 mi

Paraformaldehyd in Aqua dest. bei max. 60-70°C im Magnetriihrer I6sen.

1 N NaOH 1-2 Tropfen (MERCK, Darmstadt)

Karnovsky-Stammliésung:

10 %ige Paraformaldehyd-L6ésung 20 ml

0,2 M Cacodylatpuffer 50 mi

Calciumchlorid, wasserfrei 0,059 (SERVA, Heidelberg)

Karnovsky-Gebrauchslésung:

Karnovsky-Stammldsung 10 ml

Glutaraldehyd 5 % (POLYSCIENCES, Warrington)

Natriumcacodylat-Pufter:

Losung A:

Natriumcacodylat 8,56 g (POLYSCIENCES, Warrington)
Na(CH3)2AsO2 x 3 H20

Aqua dest. 200 ml

Lésung B:

0,2 M HCI (MERCK, Darmstadt)

0,2 M Natriumcacodylat-Puffer pH 7,2:

Lésung A 50 ml
Lésung B 4.2 ml
Auga dest. ad 100 ml

0,1 M Natriumcacodylat-Puffer pH 7,2:

0,2 M Natriumcacodylat-Puffer 50 ml

Aqua dest. 50 ml
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Kontrastierungslésung.

2 %lige Osmiumtetroxid-Stammlidsung:

4 %iges Osmiumtetroxid 2 ml

(POLYSCIENCES, Warrington)

0,1 M Natriumcacodylatpuffer 2 mi

3 %ige Kaliumferrocyanid-Stammlésung:

Kaliumferrocyanid 0,3g

(SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

0,1 M Natriumcacodylatpuffer 10 ml

1 %ige Osmiumtetroxid + 1,5 %iges Kaliumferrocyanid in 0, 1 M Natriumcacodylat-Puffer:

3 %ige Kaliumferrocyanid-Stammlésung

4 ml

2 %ige Osmiumtetroxid-Stammldsung

4 ml

Nachkontrastierung mit Bleicitrat/bsung nach Reynolds.

Endvolumen ca. 10 ml:

Bleinitrat 0,266 g (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
Natriumcitrat 0,352 g (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
Aqua dest. 6 ml

1 N NaOH 1,6 ml (MERCK, Darmstadt)
Polyembed:

Poly/bed 812 16 ml (POLYSCIENCES, Warrington)
DDSA 10 ml (POLYSCIENCES, Warrington)
NMA 9ml (POLYSCIENCES, Warrington)
DMP-30 0,3-0,5 ml (POLYSCIENCES, Warrington)
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Enzymhistochemie

0,1 M Phosphatpuffer:

di-Natriumhydrogenphosphat- 445¢ (MERCK, Darmstadt)
Dihydrat

Natriumdihydrogenphosphat- 345¢ (MERCK, Darmstadt)
Monohydrat z.A.

Beide Substanzen in je 250 ml Aqua dest. I6sen.
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat mit Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat titrieren bis der

gewtunschte pH-Wert erreicht ist.

10 %iges Methanol-Formol:

Methanol 9 Teile (MERCK; Darmstadt)

Formaldehyd 37 % 1 Teil (ROTH, Karlsruhe)

Michaelis-Barbital-Natrium-Puffer pH 7,4.

Sodium barbiturate 3,759 (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)
Aqua dest. 250 ml
HCI0,1 N (MERCK, Darmstadt)

3,75g Sodium barbiturate werden im Magnetrihrer bei einer Temperatur von mindestens 70°C in 250
ml Ag. dem. geldst. AnschlieRend wird mit 0,1 N HCI bis zu einem pH-Wert von 7,4 gepuffert. Danach
werden 50 ml Agua Milli Q zu 50 ml des Michaelis-Natrium-Barbital-Puffers hinzugegeben und erneut

der pH-Wert eingestellt.

0,2 M Natriumacetatiésung:

Natriumacetat wasserfrei 1,312 g (MERCK, Darmstadt)

Aqua dest. 80 ml

267



A.VERZEICHNIS DER GEBRAUCHSLOSUNGEN

Hexazonium-p-Rosanilin-Losung:

Ldsung A:

Pararosanilin (Chlorid) Certistain® 200 mg (MERCK, Darmstadt)
Aqua dest. 4 ml

konz. HCI 1 ml

Pararosanilin (Chlorid) wird in Aqua dest. geldst. AnschlieRend wird konzentriertes HCI hinzugesetzt.

Losung B: 4 %ige wassrige Natriumnitritiosung

Natriumnitrit 400 mg (MERCK, Darmstadt)
Aqua dest. 10 ml
Gebrauchsldsung:

Die Lésungen A und B werden zu gleichen Teilen unmittelbar vor der Verwendung vermischt, wobei

sich rasch eine gelbe Farbung einstellen sollte.

Glykohistochemie

Phosphate-buffered-saline (pH 7,4).

NaCl 425¢g (MERCK, Darmstadt)
Naz:HPOs 2H:20 (Di-Natrium- 6,359 (MERCK, Darmstadt)
hydrogenphosphat-dihydrat)

NaH2PO4 H20 (Natrium- 1,959 (MERCK, Darmstadt)
dihydrogenphosphat-monohydrat)

In 5 Liter Ag. dem. |6sen

100 mM Natrium-Acetat-Pufter (pH 5,0):

Natrium-Acetat wasserfrei 8,29 (MERCK, Darmstadt)
Aq. dem. 11
1 M HCI (MERCK, Darmstadt)

Es wurden 8,2 g Natrium-Acetat wasserfrei in 1 | Aqua dest. gelost. Anschlielend wurde der pH-Wert
mit 1 M HCI eingestellt.

268




A.VERZEICHNIS DER GEBRAUCHSLOSUNGEN

Natrium-Acetaltpufter (pH 5,5):

Natrium-Acetat wasserfrei 13,6 g (MERCK, Darmstadt)
Ag. dem. 11
Essigsaure 10 % (ROTH, Karlsruhe)

13,6 g Natrium-Acetat wasserfrei wurden in 1 | Aq. dem. gelést. Der pH-Wert von 5,5 wurde

anschlieBend mit 10 %iger Essigsaure eingestellt (Mulisch und Welsch, 2010).

Gebrauchsiosung fur die Vorbehandlung mit Neuraminidase:

Pufferldosung:

100 mM Natrium-Acetat-Puffer pH
50

Calciumchlorid 0,294 g (MERCK, Darmstadt)

1M HCI (MERCK, Darmstadt)

Gebrauchsldsung:

Pufferlésung 1 ml

Neuraminidase von Vibrio cholerae 3l (SIGMA-ALDRICH, Steinheim)

Es wurde zunachst ein 100 mM Natrium-Acetat-Puffer, dem 0,294 g CaCl: zugesetzt wurde,
hergestellt. Der pH-Wert des Puffers wurde anschlieBend mit 1 M HCI auf 5,0 eingestellt. Zudem
musste die Temperatur des Puffers 37°C betragen, bevor das Enzym hinzugesetzt werden konnte. Zu
1 ml der Pufferlésung wurden 3 ul der Neuraminidase-Ldsung gegeben. Dies entspricht 0,02 Einheiten

der Neuraminidase-L&sung.

269



B. Ubersicht der Laborwerte von Kaninchen in der Literatur

Rotes Blutbild:

Quelle Geschlecht  Anzahl Erythrozyten Anteil Hamatokrit Hamoglobin

(108/ul) Retikulozyten (%) (g/dI)
(%)

(Sanderson und Phillips, 1981) 5,32 25 34,5 11,2 65 21,3 32,8 g/dl
w 5,35 2,2 35,7 1,7 67 22,1 33,0 g/dl
(Jain, 1993) NzW Beide 5,98 + 0,39 37+13 42,027 13,3+0,9 70,4 +2,9 223+11 31,7+1,1
(Jain, 1993) WJR Beide 7,73+0,78 0,3 +0,74 49,08 + 3,98 15,97 + 1,30 63,62 + 2,47 | 20,70 £ 1,07 32,52 + 1,04
(Mitruka und Rawnsley, 1981) NzwW m 5,46 -7,94 33,0-50,0 10,4-17,4 58,6 — 66,5 18,7 -22,7 30,0-37,0
w 511-6,51 31,0-48,6 9,80 - 15,8 57,8-65,4 17,1-23,5 28,7 - 35,
(Harkness und Wagner, 1995) - Beide 4-72 - 36 -48 10,0 - 15,5 mg/dI - - -
(Jenkins, 2008) Domestic rabbit Beide 54-7,6 - 33-50 10,0-17,4 60-69 19-22 30-35
(Quesenberry, 2004) - Beide 5,1-7,9 - 33-50 10,0-17,4 57,8-66,5 17,1-23,5 29-37
(Aleman et al., 2000) NzwW m - - 44,20 12,92 - - -
w 42,40 13,28
(Wolford et al., 1986) NzW m 6,75 1,9 40,4 13,7 59,9 20,4 34,0
w 6,22 2,7 37,8 12,8 60,9 20,8 34,1
(Bortolotti et al., 1989) NzwW w 57+04 - 36+3 12,1+£1,0 62+ 1 21,2+04 33,7+ 0,1 g/dl
(Kabata et al., 1991) NzZW
(Hewitt et al., 1989) NzW Beide 3,7-7,5 - 26,7-47,2 8,9-15,5 58,0-79,6 19,2-29,5 31,1-37,0
(Hein und Hartmann, 2003) verschiedene Beide 5,36-8,13 - 36-55 11,3-17,1 59,3-69,6 18-22 30-32 g/dI
(Pearce und Casey, 1930) - m 5,2+ 0,01 - - 63+2%
(Fudge, 2000) - Beide 4,9-7,8 - 33,5-47 11,1-13,9 59,4-69,6 18,1-23,9 28,2-36,4 mg/dI
(Banks, 1986) - Beide 5,6 - 48 12 g/100ml 61 - 32 g/dl
(Schermer, 1958)
(Ewringmann, 2005) - Beide 4,5-7,8 - 30-48 8,5-16 - - -
(Parmley, 1988) -
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Weiles Blutbild:

Quellen Geschlecht Leukozyten Neutrophile Eosinophile Basophile Lymphozyten Monozyten Thrombozyten
zahl Granulozyten Granulozyten Granulozyten
% | x10%ul % | x10%ul % X103/l % X103/l % x103/ul % X103/l X103/l
(Sanderson und Phillips, m 9,7 2,9 0,1 0,2 58 0,3 528
1981)
w 7,7 1,9 0,0 0,3 4,9 0,4 342
(Jain, 1993) NzwW Beide 8,2 29,2 1,1+ 2,7+ 62,5 + 32+ 428 £ 178
9,1 1,0 2,2 13,9 2,6
(Jain, 1993) WJR Beide 5 34,6 £ 4,5+ 04+ 54,2 * 6,3 447 £ 215
11,4 3,6 0,6 11,6 3,5
(Mitruka und Rawnsley, NzwW m 55-12,5 38-54 2,53- 0,5-3,5 0,11-0,25 2,5-7,5 | 0,28-0,62 28-50 2,14- 4-12 0,44-1,0 304-656
1981) 5,75 4,88
w 5,2-10,6 | 36,4-50,4 | 2,26-4,6 0,8-3,2 0,1-0,21 2,4-6,2 | 0,22-0,46 | 31,5-52,1 2,17- 6,6- 0,47- 270-630
4,43 13,4 0,95
(Harkness und Wagner, - Beide 20- 20-35 0-4 2-10 55-80 1-4 200-1000
1995) 35
(Jenkins, 2008) Domestic Beide 5,2-12,5 20-75 1-4 1-7 30-85 1-4 250-600
rabbits
(Quesenberry, 2004) - Beide 5,2-12,5 20-75 1-4 1-7 30-85 1-4 250-650
(Aleman et al., 2000) NzZW m - - 38 - 2 - - - 69 - 3 - -
w - - 35 - 1 - - - 71 - 2 - -
(Wolford et al., 1986) NzwW m - 9,5 32 - 1 - 2 - 62 - 1 - 499
- 8,4 34 - 1 - 3 - 61 - 1 - 470
(Bortolotti et al., 1989) NZW Beide - 8,1+ 32+15 - - - - - 68 + 15 - - - -
2,7
(Kabata et al., 1991) NzW
(Hewitt et al., 1989) NzwW Beide - 5,2-16,5 - - - - - - - - - - 112-795
(Hein und Hartmann, Verschiedene Beide - 6,7 33 21 0 0 1 0,067 62 4 3 0,212 397
2003)
(Pearce und Casey, - m - 9,56~ - 4,34- - 0,21-0,22 - 0,95-0,96 - 3,04- - 1,0-1,1 -
1930) 9,61 4,38 3,07
(Sabin et al., 1936) -
(Fudge, 2000) - Beide - - 40-75 0-2 0-2 40-75 2-6 260-600
(Banks, 1986) - Beide - 7,9 - - - - - - - - - - 500
(Schermer, 1958) -
(Ewringmann, 2005) - Beide 2,6-9.,9 20-75 0-4 0-2 25-85 2-10 130-900
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