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I Einleitung

Die Hiamatologie ist ein wichtiger Bereich der Tiermedizin, da die Untersuchung des Blutes eine
groBe Rolle bei der Beurteilung des aktuellen Gesundheitszustandes einzelner Tiere spielt. Sie
dient dem Erkennen von Krankheiten, da diese in einigen Féllen zu Verdnderungen im Blutbild
fiihren. Aus diesem Grund ist es wichtig, die Laborwerte des Blutes gesunder Tiere zu kennen und
die jeweiligen Blutzellen morphologisch differenzieren zu konnen. Die Anzahl der Leukozyten
gibt wichtige Hinweise auf die Immunantwort des Korpers. Bakterielle Infektionen beispielsweise
fiihren zu einem Anstieg der neutrophilen Granulozyten, eine Erh6éhung der eosinophilen
Granulozyten hingegen ist bei Allergien oder Parasitenbefall zu beobachten. Weiterhin lassen sich
bei einigen inneren Erkrankungen Verdnderungen der Werte bestimmter Serumkomponenten
nachweisen. Die lichtmikroskopische und elektronenmikroskopische Analyse des Blutes dient der
Identifizierung und Charakterisierung einzelner Blutzellen und liefert weiterhin Informationen
iiber die regenerative Kapazitdt des Knochenmarks. Das Elektronenmikroskop erlaubt aufgrund

des hohen Auflsungsvermogens eine genaue Untersuchung der Ultrastruktur der Blutzellen.

Jede Blutzelle ist mit einem gewissen Enzymspektrum ausgestattet. Durch den Nachweis der
verschiedenen Enzyme konnen Stoffwechselvorgdnge in der Zelle dargestellt und bestimmte
Zellen sowie Zellstrukturen (z.B. Granula oder Lysosomen) aufgrund ihrer charakteristischen

Enzymausstattung identifiziert werden.

Das Zytoskelett stellt ein dreidimensionales Geflecht aus Filamenten und Mikrotubuli in den
Blutzellen dar. Es organisiert das Zellinnere und ist fiir eine Reihe wichtiger Funktionen der Zelle
von Bedeutung. Jede einzelne Zelle ist mit bestimmten Strukturproteinen ausgestattet, die durch
markierte Substanzen sichtbar gemacht werden konnen. Das genaue Verstidndnis aktiver,
kortikaler Zytoskelettsysteme konnte einen Beitrag zum Fortschritt der Bekdmpfung
verschiedener Krankheiten, wie Malaria im Fall der Erythrozyten, leisten. Aktive Netzwerke
konnten zudem als technische Mittel bei der Konstruktion biomimetischer Apparaturen, Sensoren

oder biomimetischer Strukturen fiir die Medikamentenverabreichungen dienen.

Die Blutzellen tragen verschiedene Kohlenhydratstrukturen auf ihrer Oberfliche, die eine
Vielzahl von Funktionen erfiillen. Im Allgemeinen dienen sie der Kommunikation der Zellen
untereinander, vermitteln die spezifische Erkennung verschiedenster Strukturen und gewihrleisten
die Regulierung biologischer Prozesse. Dariiber hinaus fungieren sie aber auch als
Anheftungsstrukturen fiir Mikroorganismen. Die Kohlenhydratreste auf den Zellen konnen mit
Hilfe der Lektinhistochemie charakterisiert werden, da diese Zucker bindenden Proteine

spezifisch an bestimmte Zuckerstrukturen der Zelle binden.
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Meine Arbeit hat die morphologische Charakterisierung der Blutzellen des Schafes mit modernen
licht- und elektronenmikroskopischen Methoden zum Ziel. Dabei wird zuerst die allgemeine
Morphologie der jeweiligen Zellen nach Durchfiihrung verschiedener konventioneller
Ubersichtsfirbungen beschrieben. Als Nichstes erfolgt die Charakterisierung der Zellen anhand
von substrathistochemischen und verschiedenen enzymhistochemischen Techniken. Unter dem
Elektronenmikroskop wird die Ultrastruktur der einzelnen Blutzellen analysiert. Weiterhin werden
die zytoskelettalen Proteine in den Blutzellen der Schafe mit verschiedenen Methoden dargestellt.
SchlieBlich wird mit glykohistochemischen Techniken das Bindungsverhalten verschiedner

Pflanzen-Lektine an bestimmte Kohlenhydratstrukturen der Zellen untersucht.
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II Literaturiibersicht

1. Allgemeines zum Blut des Schafes

1.1 Zusammensetzung und Aufgaben des Blutes

Das Blutvolumen der meisten Haussdugetiere betrdgt ca. 6 - 8 % des Korpergewichts (Hees und
Tschudi, 1990). Hodgetts (1961) beschreibt bei adulten Merinoschafen ein totales Blutvolumen
von 66,4 + 5,4 ml/kg Korpergewicht, bei fetalen und neugeborenen Schafen hingegen liegt es laut
Pipkin und Kirkpatrick (1973) bei 80,8 + 2,8 ml/kg Korpergewicht. Ein Siebtel des Blutvolumens
befindet sich beim adulten Schaf in der Milz, in Stresssituationen kann davon ein Teil oder die
gesamte Menge in die Zirkulation abgegeben werden (Greenwood, 1977). Die Zusammensetzung
des Blutes weist bei den verschiedenen Haussdugetieren deutliche Unterschiede auf und kann sich
in den einzelnen Lebensphasen auch dndern. Im Allgemeinen lésst sich das Blut in einen festen
Anteil, die Blutzellen, und einen fliissigen Anteil, das Blutplasma, unterteilen (Kraft et al., 2005),
wobei die zelluldren Elemente in der elektrolythaltigen EiweiBlosung, dem Plasma, suspendiert
vorliegen (Hees und Tschudi, 1990). Die zelluliren Komponenten betreffend kénnen die roten
Blutkorperchen (Erythrozyten) von den weillen Blutkorperchen (Leukozyten) und den
Blutplittchen (Thrombozyten) unterschieden werden (Sinowatz, 2006a). Die weilen Blutzellen
lassen sich wiederum in die Lymphozyten, die Monozyten und die Granulozyten unterteilen
(Liebich, 2004). Beim adulten Schaf liegt der Anteil der zelluliren Bestandteile am Blutvolumen,
der Hamatokrit, durchschnittlich bei 35 % (27 - 45 %) (Jain, 1993); (Kramer, 2000). Dieser ist in
erster Linie von der Konzentration der Erythrozyten abhidngig, da jene den GroBteil der zelluldren
Blutbestandteile ausmachen (Losch et al., 2000). Das Blutplasma stellt eine grofBtenteils aus
Wasser bestehende Losung dar (Hees und Tschudi, 1990); (Sinowatz, 2006a) und enthilt neben
den organischen Bestandteilen wie Albumin, Fibrinogen, Globuline, Aminosduren,
Kohlenhydrate, Fette, Cholesterin, Harnstoff, Kreatinin, Kreatin und Indikan auch anorganische
Stoffe wie Natrium, Chloride, Kalium, Kalzium, Magnesium, Bikarbonat, Phosphate, Sulfate,
Eisen und Jodid und weitere Bestandteile wie Hormone, Enzyme, Antikorper, Gerinnungsfaktoren
und Komplement (Kraft et al., 2005). Das Plasma von Schafen und Ziegen ist, im Gegensatz zu
dem von Rindern, aufgrund der Unhabhingigkeit von Futterchromogenen farblos (Kramer, 2000).
Als Serum wird die Blutfliissigkeit nach Entzug der Gerinnungsproteine bezeichnet (Hees und

Tschudi, 1990).

Das Blut iibernimmt eine Reihe sehr wichtiger Aufgaben im Korper. Es stellt den wichtigsten
Funktionstriager des Kreislaufsystems dar (Liebich, 2004). Als erstes zu nennen ist die Funktion

des Blutes als Transportmedium fiir Wéarme, Nahrungsstoffe, Gase (Sauerstoff, Kohlenséure),
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Stoffwechselprodukte, Wasser, Proteine, Fette, Hormone, Enzyme, Vitamine und Blutzellen.
Weiterhin ist es fiir die Aufrechterhaltung des physikochemischen Gleichgewichts (Homdostase),
also dem Stoffaustausch zwischen den Organen und den Geweben zustindig, wodurch sowohl die
Regulation des Wasserhaushalts in den Geweben als auch die Aufrechterhaltung der pH-Wertes
(Isohydrie) und des osmotischen Druckes (Isotonie) gewihrleistet wird (Kraft et al., 2005). An der
Aufrechthaltung einer konstanten Korpertemperatur (Isothermie) ist das Blut ebenfalls
mafgeblich beteiligt (Sinowatz, 2006a). Neben diesen lebenswichtigen Funktionen tibernimmt
das Blut auch unspezifische und spezifische Abwehrfunktionen, nimlich die Phagozytose durch
Granulozyten und Monozyten und die Antikdrperbildung durch Lymphozyten bzw. Plasmazellen
(Kraft et al., 2005). Von groBer Wichtigkeit ist weiterhin die Gerinnungsfahigkeit des Blutes bei
kleineren GefaBverletzungen (Hees und Tschudi, 1990).

1.2 Himatopoese

Die Hidmatopoese, die Bildung der Blutzellen, stellt einen komplexen und stark regulierten
Prozess dar. Sie erfolgt in erster Linie im Knochenmark, bei erhohtem Bedarf konnen aber auch
Milz, Leber und Lymphknoten zur Blutbildung beitragen (Reagan et al., 2008). Das
hdmatopoetische System ist ein duflerst komplex strukturiertes Gewebe, dessen Zellen sich
anhand ihrer funktionellen und antigenen Eigenschaften grobschematisch in drei Kompartimente
unterteilen lassen. An der Spitze steht das Stammzellkompartiment mit seinen pluripotenten
Stammzellen, den Himozytoblasten (Sinowatz, 2006a). Diese machen lediglich 0,01 % séamtlicher
Knochenmarkszellen aus (Liebich, 2004), weisen aber eine hohe Regenerationsfahigkeit auf
(Losch et al., 2000). Diese mesenchymalen Zellen sind imstande, sdmtliche Zelltypen des
lymphoh@matopoetischen Systems hervorzubringen (Jain, 1993), sie werden deshalb auch als
,colony forming units* (CFU) bezeichnet (Losch et al., 2000). Das zweite Kompartiment besteht
aus den Progenitoren, die aus den pluripotenten Stammzellen hervorgehen. Diese Vorlauferzellen
sind nur in sehr begrenztem Malle zur Selbsterneuerung fiahig und konnen nur noch bestimmte
Zellen hervorbringen (Sinowatz, 2006a). Die Progenitoren konnen in myeloische Vorlduferzellen,
aus welchen die Erythrozyten, Granulozyten, Monozyten, Makrophagen und Thrombozyten
entstehen, und lymphatische Vorlauferzellen, welche die B- und T-Lymphozyten und somit auch
die Plasmazellen hervorbringen, unterteilt werden. Die Vorlduferzellen mit einer determinierten
Entwicklungslinie werden als CFU-E (CFU-Erythroid), CFU-Meg (CFU-Megacaryocytes), CFU-
GM (CFU-Granulocytes/Monocytes) (Losch et al., 2000), CFU-Eos (CFU-Eosinophils), CFU-Bas
(CFU-Basophils) oder als T-und B-Vorlduferzellen bezeichnet (Jain, 1993). Aus den Progenitoren
gehen also Zellen hervor, die morphologisch bestimmten Zellreihen zugeordnet werden konnen

und deren Differenzierung letztendlich zu reifen Zellen fiihrt. Diese Effektorzellen stellen das
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dritte Kompartiment dar. Sie besitzen nur noch eine begrenzte Lebenszeit und haben die Fahigkeit
zur Proliferation verloren (Sinowatz, 2006a). Im Blut sind normalerweise nur die Effektorzellen

vorzufinden (Kraft et al., 2005).

Die Blutbildung kann im Allgemeinen in eine prinatale und in eine postnatale Phase eingeteilt
werden (Sinowatz, 2006a). In der prénatalen Phase lassen sich die megaloblastische Periode, die
sich bereits zwei Wochen nach der Befruchtung extraembryonal im Mesenchym des Dottersacks
beobachten lésst, die hepatolienale Periode, die sich in der Leber, in der Milz und spéter auch in
den Lymphknoten und im Thymus abspielt, und die medullire Periode, die im roten
Knochenmark in den spiteren Abschnitten der intrauterinen Entwicklung stattfindet,
unterscheiden. Wéhrend der megaloblastischen Periode werden kernhaltige Erythrozyten, die
Megaloblasten, gebildet (Sinowatz, 2006a). Die in der hepatolienalen und medulldren Periode
gebildeten Erythrozyten sind hingegen immer kernlos (Riisse, 2008). Die postnatale Blutbildung
erfolgt vorrangig im hdmatoretikuliren Gewebe des roten Knochenmarks der Wirbelkorper, der
Rippen, des Brustbeins, des Darmbeins und der proximalen Enden langer Rohrenknochen, wobei
die Blutzellbildung in Leber und Milz bei Knochenmarkserkrankungen zeitlebens wieder aktiviert
werden kann (Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a). Postnatal entstehen Erythrozyten und
Granulozyten nur noch im roten Knochenmark, wohingegen die Lymphozyten sich hauptséchlich
in den lymphatischen Organen wie Thymus, Milz und Lymphknoten vermehren (Sinowatz,

2006a).

Zytokine spielen eine entscheidende Rolle bei der Hdmatopoese, da diese als interzelluldre
Mediatoren die Teilung, Proliferation, Differenzierung, Mobilitit und Aktivitit der
hdmatopoetischen Zellen regulieren. Fiir die Blutzellbildung sind vor allem die Chemokine,
Wachstumsfaktoren (Hamopoietine), Interleukine (IL) und  koloniestimulierende Faktoren

(colony stimulating factors, CSF), von Bedeutung (Liebich, 2004).

1.3 Spezielle Himatologie des Schafes

Die Blutzusammensetzung unterliegt bei den Haussdugetieren einem stindigen Wechsel, der
vielseitig bedingt sein kann. Neben speziesspezifischen Ursachen kommen auch rassespezifische
und geschlechtsspezifische Griinde in Frage (Jain, 1993); (Kraft et al., 2005). Einzelne Individuen
zeigen hdufig ausgepragte Unterschiede der absoluten Leukozytenzahlen (Greenwood, 1977). Bei
den verschiedenen Schafrassen existieren teilweise unterschiedliche Hamoglobin-Arten (Kramer,
2000) sowie unterschiedliche Enzymaktivititen in den roten Blutkdrperchen (Agar et al., 1975b).
In einer Studie von Egbe-Nwiyi et al. (2000) in Nigeria wurde herausgefunden, dass Bocke im

Allgemeinen hohere Werte des roten Blutbildes und der Gesamtleukozyten aufweisen als Zibben
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(Egbe-Nwiyi et al., 2000).

Auch das Alter der Tiere hat einen entscheidenden Einfluss auf die Blutparameter (Jain, 1993). Im
Allgemeinen steigen die Erythrozytenzahl, die Himoglobinkonzentration und der Hamatokrit im
Laufe der intrauterinen Entwicklung stetig an (Jain, 1993). Diese Werte sind zum Zeitpunkt der
Geburt sehr hoch (Ullrey et al., 1965a); (Jain, 1993), fallen dann bei Schafen bis zum 14. Tag post
partum auf ein Minimum ab, um dann wieder zu steigen. Die Erythrozytenzahl erreicht ihr
Maximum im 3. Monat nach der Geburt. Das mittlere Zellvolumen der Erythrozyten (mean
corpuscular volume, MCV) und deren mittlerer Hdmoglobingehalt (mean corpuscular
hemoglobin, MCH) sind zum Zeitpunkt der Geburt am hdéchsten und sinken innerhalb der ersten
Lebensmonate ab. Die zum Zeitpunkt der Geburt niedrige mittlere Himoglobinkonzentration aller
zelluldren Bestandteile im Blut (mean corpuscular hemoglobin concentration, MCHC) hingegen
steigt im Laufe des ersten Lebensjahres an (Ullrey et al., 1965a). Fetale Erythrozyten sind grof3er
als jene von adulten Tieren (Greenwood, 1977); (Jain, 1993). Ab dem 60. Tag der Trichtigkeit
erscheinen neben den groBen auch kleinere Erythrozyten, die denen von adulten Schafen dhneln
(Greenwood, 1977) und nach der Geburt nimmt die GroBe der Erythrozyten stetig ab (Jain, 1993).
In der frithen fetalen Phase sind kernhaltige Erythrozyten vorherrschend, wobei deren Anzahl bis
zur Geburt hin stark absinkt. Die Retikulozytenzahl ist sowohl in der fetalen Phase als auch im
Zeitraum um die Geburt erhoht (Jain, 1993) und erreicht beim Schaf in der zweiten Woche post
partum ein Maximum, was auf die fiir diesen Zeitraum niedrige Erythrozytenzahl zuriickgefiihrt
werden kann (Ullrey et al., 1965a). Im Blut gesunder, adulter Schafe sind gewohnlich keine
Retikulozyten vorzufinden (Greenwood, 1977). In der frithen fetalen Phase sind entweder keine
Leukozyten oder nur in sehr geringer Zahl vorhanden. Diese steigt jedoch allgemein im Laufe der
Trichtigkeit an und erreicht zum Zeitpunkt der Geburt hohere Werte als die von adulten Tieren
(Jain, 1993). Die absolute Leukozytenzahl verdoppelt sich bei Limmern in den ersten 12 Stunden
nach der Geburt (Ullrey et al., 1965b) (Greenwood, 1977); (Taylor, 2000) und fillt in den
ndchsten 12 - 48 Stunden wieder etwas ab. Darauf folgend kann wieder ein Anstieg beobachtet
werden, der seinen Hohepunkt im 3. Monat post partum erreicht (Ullrey et al., 1965b). Der Anteil
der neutrophilen Granulozyten an den Gesamtleukozyten betrdgt zum Zeitpunkt der Geburt ca. 37
% und steigt in den folgenden 12 Stunden auf 52 % an (Ullrey et al., 1965b). Bei Schafen
tibersteigt in diesem Zeitraum die Anzahl der neutrophilen Granulozyten die der Lymphozyten
(Ullrey et al., 1965b); (Jain, 1993), was auf einen Abfall der Lymphozytenzahlen bei
stressinduzierter Kortikosteroidausschiittung zum Zeitpunkt der Geburt zuriickgefiihrt werden
kann (Jain, 1993); (Kramer, 2000). Bis zu einem Alter von 12 Monaten nimmt die Zahl der
neutrophilen Granulozyten tendenziell ab. Der prozentuale Anteil der Lymphozyten an den
Gesamtleukozyten verhilt sich in diesem Zeitraum genau umgekehrt zu dem der neutrophilen

Granulozyten (Ullrey et al., 1965b). Zwei Wochen nach der Geburt iiberwiegen bereits die



Il Literaturiibersicht 7

Lymphozyten (Kramer, 2000) und nach ungefahr drei Monaten kann die Lymphozytenzahl bis zu
70 - 80 % der Gesamtleukozytenzahl ausmachen. Innerhalb weniger Jahre erfolgt dann ein
langsamer Abfall der Lymphozytenzahl (Kramer, 2000); (Byers und Kramer, 2010). Die Zahl der
eosinophilen Granulozyten ist bei adulten Tieren im Allgemeinen hdher als bei Liammern
(Greenwood, 1977); (Jain, 1993), gleiches gilt fiir basophile Granulozyten (Jain, 1993). Die
Monozyten hingegen scheinen in ihrer Anzahl durch das Alter nicht wesentlich beeinflusst zu
werden (Jain, 1993); (Egbe-Nwiyi et al., 2000), ihr Anteil an den Gesamtleukozyten zeigt jedoch
tendenziell einen dhnlichen Verlauf wie die Lymphozyten (Ullrey et al., 1965b).

Die Blutwerte von Schafen sind aber auch umweltbedingten Einfliissen unterworfen. So hat eine
Hohenverdnderung beispielsweise Auswirkungen auf die Sauerstoffspannung im Blut, die umso
niedriger ist, je hoher die Lage ist, in der sich das Tier befindet. Auch die Werte des roten
Blutbildes steigen in hoheren Lagen (Jain, 1993); (Kramer, 2000), wobei in diesem Fall eine
Zunahme der Erythrozytenzahl, des Hamatokrits (Jain, 1993) und der Himoglobinkonzentration
zu beobachten ist (Jain, 1993); (Moraga et al., 1996). Zudem sind Schafe in der Lage,
Héamoglobin mit einer hoheren Sauerstoffaffinitdt zu exprimieren, wenn sie hdheren Lagen
ausgesetzt sind (Moraga et al., 1996). Weiterhin kann mit abfallender Temperatur eine Abnahme

der Gesamtleukozytenwerte mit einer Neutropenie beobachtet werden (Taylor, 2000).

Auch saisonale Faktoren haben Auswirkungen auf die Blutparameter (Jain, 1993); (Kramer,
2000). Vor allem bei Schafen werden hier signifikante Schwankungen in den Werten des roten
Blutbildes beobachtet. Diese Abweichungen sind wahrscheinlich auf jahreszeitlich bedingte
Parasiteninfektionen und auf den sich andernden Erndhrungszustand der Tiere zuriickzufiihren. Im
spiaten Winter und im Anfang des Friihlings kann beispielsweise mit steigender Wurmbiirde der
Schafe eine niedrigere Erythrozytenzahl beobachtet werden, wohingegen die Werte der
Erythrozyten in den futterreichen Sommermonaten wieder deutlich ansteigen (Jain, 1993). Die
Temperatur beeinflusst insofern die Blutwerte (da Silva et al., 1992); (McManus et al., 2009),
indem sich bei einem Wert von iiber 25 °C ein Abfall der Erythrozyten, der Leukozyten, der
Hémoglobinkonzentration sowie des Hamatokrits zeigt. Diese Verdnderungen sind bei
geschorenen Schafen besonders deutlich zu erkennen. Bei ungeschorenen Schafen hingegen
tiberwiegen Verdnderungen der eosinophilen und neutrophilen Granulozyten, der Lymphozyten,

der Monozyten und der Blutglukose (da Silva et al., 1992).

Weiterhin kann sowohl der Gesundheitszustand, die Fiitterung, individuelle Faktoren wie Stress
und Trichtigkeit als auch die Technik der Blutentnahme und der Bestimmung der Blutparameter
Einfluss auf die Blutwerte nehmen (Jain, 1993). Bei Aufregung oder Stress ist die
noradrenalininduzierte, physiologische Leukozytose durch eine Neutrophilie in Verbindung mit

einer Lymphozytose, einer Monozytose und einer milden Eosinopenie gekennzeichnet. Endogene
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oder exogene Kortikosteroideinwirkungen haben hingegen eine Neutrophilie, eine Lymphopenie,
eine Eosinopenie und eine Monozytose zur Folge (Taylor, 2000). Wiahrend der Trichtigkeit
nimmt die Zahl der Leukozyten beim Mutterschaf tendenziell zu, um zum Zeitpunkt des Gebérens
den Hohepunkt zu erreichen (Ullrey et al., 1965b). Im Zeitraum um die Geburt zeigt sich beim
Mutterschaf eine deutliche Neutrophilie, eine Lymphopenie und eine milde Eosinopenie, wobei
sich die Werte in den ersten zwei Wochen post partum wieder normalisieren (Ullrey et al.,
1965b); (Taylor, 2000). Schafe besitzen ebenso wie andere Wiederkduer, Schweine, Hiihner,
Ratten und Mause ein lymphozytires Blutbild. Dies bedeutet, dass im Blut mehr als 50 % der
Leukozyten Lymphozyten darstellen (Ldsch et al., 2000).

Die in der Literatur angegebenen Referenzwerte fiir das Blut des Schafes unterscheiden sich je
nach Autor. Die Tabelle II.1 fiihrt die von Kramer (Kramer, 2000) beschriecbenen Referenzwerte

des adulten Schafes auf.
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Tabelle I1.1: Physiologische Blutwerte des adulten Schafes

Einheit Spannbreite Mittel
Rotes Blutbild
Erythrozyten x10%/ul 9-15 12
Hiamoglobin g/l 90 - 150 115
Héamatokrit % 27 -45 35
MCV fl 28 - 40 34
MCH pg 8-12 10
MCHC % 31-34 32,5
Weilles Blutbild
Leukozyten gesamt x10°/pl 4-12 8
Lymphozyten
Gesamtzahl x10°/pul 2-9 5
Prozentualer Anteil % 40 - 75 62
Neutrophile Granulozyten
Stabkernige
Gesamtzahl x10°/pul selten
Prozentualer Anteil % selten
Segmentkernige
Gesamtzahl x10°/ ul 0,7-6 2.4
Prozentualer Anteil % 10 - 50 30
Eosinophile Granulozyten
Gesamtzahl x10°/ul 0-1 0,4
Prozentualer Anteil % 0-10 5
Basophile Granulozyten
Gesamtzahl x10°/ul 0-0,3 0,05
Prozentualer Anteil % 0-3 0,5
Monozyten
Gesamtzahl x10°/ul 0-0,75 0,2
Prozentualer Anteil % 0-6 2,5
Thrombozyten
Gesamtzahl | x10°/ul | 250 - 750 | 400
Fibrinogen
Gesamtzahl | mg/dl | 100 - 500 |
Plasmaproteine
Gesamtzahl | g/dl | 6,0-7,5 |
MCV = mean corpuscular volume, MCH = mean corpuscular hemoglobin, MCHC = mean

corpuscular hemoglobin concentration
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2. Charakterisierung der einzelnen Blutzellen
2.1 Erythrozyten

2.1.1 Allgemeines

Wie bereits in der Tabelle II.1 ersichtlich, betrdgt die Anzahl der Erythrozyten im Blut des
Schafes ca. 12x10%ul (9 - 15x10%ul) (Jain, 1993); (Kramer, 2000). Innerhalb einer Tierart
existieren jedoch, bedingt durch Rasse-, Alters- und Geschlechtsunterschiede, erhebliche
Schwankungen der Erythrozytenzahlen (Hees und Tschudi, 1990), auf die in Kapitel 1.3 bereits
ausfiihrlich eingegangen wurde. Die Lebensdauer der roten Blutkorperchen betrdgt bei adulten
Schafen im Schnitt 140 - 150 Tage (Kramer, 2000), bei Limmern mit einem Alter von 3 Monaten
ca. 46 Tage (Jain, 1993) und steht im direkten Verhéltnis zum Stoffwechsel und somit zum
Korpergewicht der Tiere (Hawkey und Dennet, 1990). Der Hédmatokrit gibt den prozentualen
Anteil der zelluldren Bestandteile am Gesamtblutvolumen an. Da die Erythrozyten den GroBteil
der Zellen im Blut ausmachen, wird der Hamatokrit im Wesentlichen von der Erythrozytenzahl
und -gréfBe bestimmt. Das Verhéltnis von Erythrozyten zu Leukozyten betrdgt 1000:1 (Losch et
al., 2000).

2.1.2 Bildung

Die roten Blutkérperchen haben, wie alle Blutzellen, eine mesodermale Herkunft (Losch et al.,
2000). Die Erythropoese dauert ungefihr 7 - 8 Tage (Jain, 1993) und beginnt mit den
pluripotenten hidmatopoetischen Stammzellen im Knochenmark (Liebich, 2004), aus welchen
durch mitotische Teilungen die erythropoetischen Vorlduferzellen (Proerythroblasten) entstehen.
Diese frithe Phase der Erythropoese wird durch das Hormon Erythropoietin gesteuert, das bei
Sauerstoffmangel in der Niere gebildet wird (Liebich, 2004). Die Rate der Neubildung entspricht
ungefdhr der Abbaurate gealterter Erythrozyten (Hawkey und Dennet, 1990); (Losch et al., 2000).
Nach der Phase des Proerythroblasten durchlaufen die Zellen die Stadien des Makroblasten, des
basophilen, des polychromatischen, des orthochromatischen bzw. azidophilen Erythroblasten
(Normoblasten) und des Retikulozyten (Proerythrozyt), um letztendlich zum reifen Erythrozyten
zu werden (Liebich, 2004). Eine einzige Vorlduferzelle bringt 16 Erythrozyten hervor (Sinowatz,
2006a), da vier Mitosen erfolgen (Jain, 1993). Wihrend der Entwicklung zum reifen Erythrozyten
werden die Zellen immer kleiner und verlieren schlieBlich Nukleolen und Nukleus. Die einzelnen
Entwicklungsstadien lassen sich aufgrund der Grofle, des Kern-Zytoplasma-Verhéltnisses, der

Kernstruktur und der Anfarbbarkeit des Zytoplasmas differenzieren (Ldsch et al., 2000).

Der Proerythroblast, im Englischen auch als Rubriblast bezeichnet (Jain, 1993), stellt eine junge,
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runde, basophile Zelle dar. Er hat einen Kern mit scharf begrenzten Nukleolen (Ldsch et al., 2000)
und ist ca. 20 - 25 um grof3. Sehr schnell teilt sich dieser unter Verkleinerung des Zellkernes zum
Makroblasten. Bereits in dieser Phase der Erythropoese beginnt die Einlagerung von Himoglobin
in das Zytoplasma. Der Markroblast differenziert sich nach nochmaliger Teilung zum basophilen
Erythroblasten (Liebich, 2004), welcher auch als Prorubrizyt bezeichnet wird (Banks, 1981);
(Jain, 1993) und einen deutlich kleineren, dichteren und basophilen Kern besitzt (Liebich, 2004).
Die basophilen Erythroblasten ordnen sich in Gruppen um Retikulumzellen an, die als
~Ammenzellen* fungieren und das fiir die Himoglobinsynthese notwendige Eisen in Form eines
Transferrin-Eisen-Komplexes liefern (Sinowatz, 2006a). Aus dem basophilen Erythroblasten
entwickelt sich der polychromatische Erythroblast (Liebich, 2004), welcher auch Rubrizyt
genannt wird (Banks, 1981); (Jain, 1993). Dieser ist durch einen bereits hohen Anteil an
azidophilem Hamoglobin bei einer geringen zytoplasmatischen Basophilie gekennzeichnet. Im
Verlauf kommt es durch weitere Zunahme der Hdmoglobinkonzentration und dem Verlust
basophiler Organellen (Ribosomen oder raues endoplasmatisches Retikulum) zur Entstehung des
orthochromatischen bzw. azidophilen Erythroblasten (Liebich, 2004), der im Englischen auch
Metarubrizyt bezeichnet wird (Banks, 1981); (Jain, 1993). Im weiteren Verlauf entwickelt sich
der Retikulozyt. Nach einer Verdichtung und Schrumpfung des Chromatins folgt eine
Kernpyknose, der sich die fiir Sdugetiere charakteristische Kernausschleusung (Enukleation)
anschlieft. Die in der Zelle verbliecbenen Reste von Organellen, wie Golgi-Vesikel,
Polyribosomen, Membranen des endoplasmatischen Retikulums oder Mitochondrien, verklumpen
(Liebich, 2004) und durch die Reste von RNA im Zytoplasma bildet sich ein feines netzartiges
Gertist, das dem Retikulozyt seinen Namen gibt (Sinowatz, 2006a). Dieser ist nicht mehr
teilungsfahig (Losch et al., 2000) und wandelt sich innerhalb von 24 Stunden nach Verlust der
verbleibenden Innenstrukturen in den reifen, organellenlosen Erythrozyten um (Liebich, 2004).
Im Blut adulter Schafe sind gewdhnlich keine oder nur dulerst wenige Retikulozyten zu finden.
Jeglicher Anstieg der Retikulozyten deutet daher auf eine Stimulation des erythropoetischen
Systems hin. Bei Ldmmern konnen zum Zeitpunkt der Geburt nur sehr wenige (unter 1 %)
Retikulozyten im Blut gefunden werden, wogegen eine hohere Zahl (bis zu 9 %) bei einem Alter
von 2 - 7 Tagen auftreten kann (Jain, 1993). Die Bildung der roten Blutkérperchen wird von sehr
vielen Faktoren beeinflusst. Neben Erythropoietin spielen Interleukine (IL3, IL9), Prostaglandine
(PGE,, PGE,, PGl,), GM-CSF, Androgene, Kortikosteroide, Wachstumshormone und Thyroxine
eine wichtige Rolle bei der Stimulation der Erythropoese (Jain, 1993).

2.1.3 Morphologie

Bei den Wirbeltieren bestehen beziiglich der Erythrozytenmorphologie betrichtliche
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Unterschiede. Diejenigen der Sdugetiere sind kernlos und im Allgemeinen kleiner als die der
Vogel und der Reptilien. Neben Ziegen und Hirschen weisen die Schafe die kleinsten
Erythrozyten auf (Hawkey und Dennet, 1990). Ihr Durchmesser betrdagt sowohl bei Lammern als
auch bei adulten Tieren im Durchschnitt 4 - 5 pm, wobei auch Zellen mit einer Gro3e von 3 pum
bis zu 8§ um vorkommen konnen (Greenwood, 1977). Die Grofe der roten Blutkdrperchen steht
innerhalb einer Familiengruppe im Verhéltnis zur KorpergroBBe (Hawkey und Dennet, 1990);
(Losch et al., 2000), sie kann jedoch durch Umweltfaktoren beeinflusst werden. So besitzen
Schafe in hoheren Lagen, bedingt durch den niedrigeren Sauerstoffgehalt der Luft, in der Regel
kleinere Erythrozyten, wodurch eine groflere Oberfliche zur Sauerstoffaufnahme erreicht wird
(Hawkey und Dennet, 1990). Bei den Haussdugetieren besteht weiterhin eine negative Korrelation
zwischen Grofle und Anzahl der Erythrozyten (Losch et al., 2000). Eine Anisozytose beschreibt
eine ungleichmifige Grofenverteilung gewohnlich gleich groBer Zellen (Hees und Tschudi,
1990); (Reagan et al., 2008) und ist beim Schaf nicht selten zu beobachten (Greenwood, 1977).
Erythrozyten, deren Grof3e sich im Normalbereich bewegt, werden als Normozyten bezeichnet,
kleinere als Mikrozyten und groBere als Makrozyten (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990).
Die rote Blutzelle stellt bei den meisten Haussdugetieren eine kernlose, bikonkave, runde Scheibe
dar (Losch et al., 2000); (Liebich, 2004). Im gefiarbten Blutausstrich ldsst sich eine zentrale
Authellung erkennen, an deren Stelle sich der zuvor ausgestofene Kern befand (Hees und
Tschudi, 1990). Dies trifft in der Regel auch fiir ovine Erythrozyten zu, doch kénnen beim Schaf
teilweise auch unikonkave Zellen auftreten (Jain, 1993). Aufgrund des fehlenden Kernes weisen
die Erythrozyten der Sduger eine hohe Formflexibilitdt auf und unterliegen dadurch stéindigen
reversiblen Strukturverdnderungen (Liebich, 2004). Fiir diese Vorginge ist das Membranskelett
bedeutend, das sich parallel zur Erythrozytenmembran auf der zytoplasmatischen Seite der Zelle
befindet (Hees und Tschudi, 1990). Bestimmte Strukturproteine ermoglichen die fiir die
Verformung notwendige Flexibilitdt der Membran (Hees und Tschudi, 1990); (Kolb, 1991). Dies
ermoglicht den Zellen, selbst kleinste Kapillaren zu passieren (Liebich, 2004), wobei sie in solch
einer Situation haufig eine so genannte Napfform annehmen (Kramer, 2000). Der halbfliissige,
fein granulierte und homogene Zellinhalt besteht hauptsachlich aus Wasser. Weiterhin sind vor
allem der rote Blutfarbstoff Hdmoglobin und Enzyme enthalten (Hees und Tschudi, 1990);
(Sinowatz, 2006a). Zellorganellen sind nicht vorhanden (Sinowatz, 2006a). Die Erythrozyten vom
Schaf neigen sowohl in vivo als auch in vitro nur in geringem Ausmal} zur Geldrollenbildung
(Kramer, 2000), die durch Ladungsianderungen an der Zelloberfliche bedingt und durch eine
lineare, aufeinander gestapelte Anordnung der Zellen gekennzeichnet ist (Reagan et al., 2008).
Bei Wiederkduern kann gelegentlich eine basophile Tipfelung der Erythrozyten, die durch
verbleibende RNA-Aggregate in der Zelle zustande kommt, beobachtet werden (Reagan et al.,
2008). Diese kann sowohl physiologisch bei jungen Erythrozyten (Jain, 1993) als auch in
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Verbindung mit einer regenerativen Andmie vorkommen. So genannte Howell-Jolly-Korperchen
stellen ganze Kernreste dar und konnen ebenfalls im Zuge einer Andmie auftreten (Reagan et al.,
2008). Eine Variation der sonst runden Zellform wird als Poikilozytose bezeichnet und kann beim
Schaf gelegentlich beobachtet werden (Reagan et al., 2008). Echinozyten sind Erythrozyten mit
vielen kleinen, gleichmifBigen, stacheligen Fortsdtzen auf der Zelloberfliche und stellen in den
meisten Fillen in vitro-Artefakte dar (Jain, 1993); (Reagan et al., 2008). Diese Stechapfelform
entsteht entweder durch zu langsames Trocknen dicker Ausstriche (Kraft et al., 2005) oder durch
Schrumpfung der Erythrozyten in Folge von Fliissigkeitsaustritt in hypertonen Losungen (Hees
und Tschudi, 1990). Bei Schafen konnen, wenn auch selten, einzelne Drepanozyten, also
sichelformige Erythrozyten, gefunden werden (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993). Die
Membran der Erythrozyten besitzt eine glatte Oberfliche. Sie besteht aus zwei elektronendichten
Schichten, welche durch eine elektronendurchldssige Schicht voneinander getrennt sind. Aus
biochemischer Sicht setzt sich die Zellmembran aus Proteinen, Lipiden und zu einem geringeren
Anteil aus Kohlenhydraten zusammen (Jain, 1993). Die Zellmembran sdmtlicher Korperzellen,
also auch die der Erythrozyten, trigt die antigenen Determinanten der jeweiligen Zelle (Hudson et
al., 1975). Anhand der Struktur und der Eigenschaften der Erythrozytenglykocalix konnen
auBBerdem die Blutgruppen bestimmt werden (Kolb, 1991).

2.14 Aufgaben

Die Hauptfunktion der roten Blutkorperchen besteht im Transport von Sauerstoff mittels
Oxyhdmoglobin von der Lunge zu den Korpergeweben und im Abtransport von Kohlendioxid
durch Carboxyhdmoglobin von den Geweben zur Lunge (Banks, 1981). Die bikonkave Form der
Erythrozyten gewihrleistet ein grofes Oberflachen-Volumen-Verhiltnis, wodurch ein rascher und
effizienter Gasaustausch ermoglicht wird. Fiir die Transportfunktion ist der rote Blutfarbstoff, das
Hamoglobin, verantwortlich. Dieses besteht aus der sauerstofftragenden, prosthetischen Gruppe
(Him) wund dem tierartspezifischen Proteinanteil (Globin). Insgesamt konnen vier
Sauerstoffmolekiile reversibel gebunden und transportiert werden, weil das komplette
Hamoglobinprotein aus vier Untereinheiten und demzufolge auch aus vier sauerstofftragenden
Hammolekiilen mit je zwei a- bzw. B-Polypeptidketten aufgebaut ist (Losch et al., 2000).
Hémoglobin ist mit einem Anteil von 95 % an der Trockenmasse des Erythrozyten in sehr hoher
Konzentration in den roten Blutkdrperchen verpackt (Jain, 1993), die Haimoglobinkonzentration
im Gesamtblut belduft sich beim Schaf auf 90 - 150 g/l (Kramer, 2000). Die
Sauerstoffkonzentration im Blut hingt von der Himoglobinkonzentration und dem Ausmal} der
Sattigung des Haimoglobins mit Sauerstoff ab. Die Oxyhdmoglobinsattigung hingegen wird durch
die Sauerstoffspannung und die Sauerstoffaffinitdt des Blutes bestimmt (Moraga et al., 1996). Bei
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Wiederkéduern existieren allgemein drei Himoglobin-Arten, nimlich embryonales (HbE), fetales
(HbF) und adultes (HbA) Hamoglobin (Kramer, 2000), wobei beim Schaf zwei HbE-Typen, ein
HbF-Typ und bis zu vier HbA-Typen vorkommen (Jain, 1993). Das Schaf besitzt neben der Ziege
als Besonderheit zudem ein viertes Himoglobin, das HbC. HbF ersetzt bereits im Uterus HbE
(Kramer, 2000). Laut Barker et al. (1980) wird HbF beim Schaf nur vom Tag 30 - 125 der
Trachtigkeit synthetisiert (Barker et al., 1980). Jain (1993) gibt jedoch an, dass die HbF-
Konzentration zum Zeitpunkt der Geburt mit einem Anteil von 90 - 95 % am hdchsten ist und
dass diese beim Schaf in den ersten 40 - 50 Tagen durch den Ersatz durch HbA sinkt (Jain, 1993).
Die Erythrozyten des Schafes mit fetalem Hamoglobin sind osmotischen Einfliissen gegeniiber
weniger empfindlich als solche mit adultem Hdmoglobin (Jain, 1993). HbC erscheint um den
Zeitpunkt der Geburt, steigt etwas an, und wird innerhalb der ersten postnatalen Monate durch
HbA ersetzt (Kramer, 2000). Eine Besonderheit beim Schaf ist die Fidhigkeit zur reversiblen
Umwandlung von HbA zu HbC, die durch Erythropoietin stimuliert wird (Jain, 1993); (Kramer,
2000). Ein Wandel von HbA zu HbC findet beispielsweise als Antwort auf eine Andmie statt, bei
der es durch Sauerstoffmangel zur Erythropoietinausschiittung kommt. HbC hat eine hohere
Affinitdt zu Sauerstoff und erleichtert zugleich dessen Freisetzung, wodurch die Anwesenheit
dieses Hamoglobin-Typs bei Gewebshypoxien grofle Vorteile bietet (Jain, 1993). Nur Schafe mit
den HbA-Phédnotypen A oder AB konnen HbC exprimieren, das dann etwa 15 - 20 % des
Gesamthdmoglobins ausmacht. Schafe mit dem HbA-Phidnotyp B hingegen besitzen kein HbC
(Kramer, 2000).

2.1.5 Zytochemische Eigenschaften

Essentiell fiir das Uberleben der Erythrozyten ist Glutathion, das einen wichtigen
Oxidationsschutz in der Zelle darstellt (Suzuki und Agar, 1983); (Losch et al., 2000). Die roten
Blutkorperchen der Schafe konnen anhand ihrer Kaliumkonzentration in zwei verschiedene
Gruppen eingeteilt werden (Agar et al., 1975a). Eine Gruppe weist einen hohen Kalium-, aber
einen niedrigen Natriumgehalt (HK), die andere dagegen einen niedrigen Kalium- und einen
hohen Natriumgehalt (LK) auf. Die Erythrozyten der Limmer haben, unabhingig von denen im
Erwachsenenalter, stets eine hohe Kaliumkonzentration (Greenwood, 1977). Die beiden Gruppen
zeigen deutliche Unterschiede in manchen Enzymaktivititen (Agar et al., 1975a). Zudem variieren
die Aktivitdten der einzelnen Enzyme der Erythrozyten bei den verschiedenen Schafrassen (Agar
et al., 1975b). Die Erythrozyten der Schafe haben keine Peroxidase-Aktivitit, lassen sich nicht mit
Sudan-Schwarz anfarben und reagieren negativ bei der Periodic-Acid-Schiff-Reaktion (Al Izzi et
al., 2007). Fey und Kuntze (1970) konnten die a-Naphthyl-Azetat-Esterase und die Naphthol-AS-

Azetat-Esterase auf der Oberfliche von ovinen Erythrozyten nachweisen, nicht jedoch die
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Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase, die saure Phosphatase und die alkalische Phosphatase (Fey
und Kuntze, 1970). Diallo et al. (1975) hingegen berichten {iber eine Aktivitit der sauren
Phosphatase in den Erythrozyten der Schafe (Diallo et al., 1975). In den roten Blutkorperchen
wird, bei Wiederkduern jedoch in eingeschrinktem Mafle, 2,3-Biphosphoglycerat (2,3-BPG)
gebildet (Gattinoni und Samaja, 1979); (Jain, 1993), das die Sauerstoffaffinitit des Himoglobins
mindert und somit die Sauerstoffabgabe aus der Zelle erhoht (Jain, 1993). Die niedrigere 2,3-BPG
Konzentration hat demnach Auswirkungen auf die Sauerstoffaffinitit der Erythrozyten und auf

den Sdure-Basen-Haushalt im Blut des Schafes (Gattinoni und Samaja, 1979).

2.2 Thrombozyten

2.2.1 Allgemeines

Thrombozyten sind die kleinsten Blutelemente und spielen eine wichtige Rolle bei der Himostase
(Hawkey und Dennet, 1990); (White, 2007). Die Zahl der Thrombozyten im Blut des Schafes
belduft sich auf 250 - 750x10°/ul, wobei der Durchschnitt bei 400x10*/ul Blut liegt (Kramer,
2000). Sie unterliegt positiven und negativen Feedbackmechanismen (Jain, 1993) und wird
nachhaltig von der Milz beeinflusst (Hees und Tschudi, 1990), da diese mdglicherweise einen
Inhibitor der Thrombopoese produziert und alternde oder zerstorte Thrombozyten neben dem
Knochenmark und der Leber eben auch in der Milz abgebaut werden. Zusétzlich stellt die Milz als
»splenic pool“ neben dem ,,non-splenic pool®, der vermutlich von den Lungen, der Leber, dem
Herz und dem Knochenmark gebildet wird, einen Speicher fiir Blutpldttchen dar. Aus diesen
Pools konnen duBerst schnell Thrombozyten mobilisiert werden, wodurch sich die Zahl der
zirkulierenden Thrombozyten rasch vervielfachen kann. Im Allgemeinen gilt, dass Anzahl und
GroBe der Thrombozyten in umgekehrter Beziehung zueinander stehen. Die Lebensdauer der
Thrombozyten betrdgt bei Schafen ungefihr 9 - 11 Tage (Jain, 1993). Wihrend des
Alterungsvorgangs werden sie durch Anderungen des Kohlenhydratmusters der Zellmembran von
Zellen des mononukledren Phagozytosesystems (MPS) in Milz und Leber erkannt, phagozytiert
und abgebaut (Losch et al., 2000); (Sinowatz, 2006a).

2.2.2 Bildung

Die Thrombozyten gehen aus den myeloiden Stammzellen im Knochenmark hervor (Losch et al.,
2000) und entstehen wahrscheinlich durch Zytoplasmafragmentierung der Megakaryozyten (Jain,
1993). Der genaue Ablauf der Blutpldttchenformation ist jedoch nicht vollig geklért (Jain, 1993);

(Leven, 2000). Aus den Stammzellen entstehen zunichst die Megakaryoblasten, die sich tiber das
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Stadium der Promegakaryozyten schlielich zu den Megakaryozyten entwickeln (Liebich, 2004).
Charakteristisch flir den Verlauf der Thrombopoese ist eine Zunahme der Zellgrée und der Zahl
der Nuklei pro Zelle (Banks, 1981). Durch Endomitose (Endoreduplikation), also Karyokinese
(Kernteilung) ohne nachfolgende Zytokinese (Teilung des Zytoplasmas), besitzen die
Vorlduferzellen einen polyploiden Kern (Banks, 1981); (Jain, 1993).

Die Megakaryoblasten sind ungefdhr 15 - 50 um grof3 (Leven, 2000) und weisen einen runden
(Banks, 1981), oft gekerbten Kern mit vielen Nukleoli auf (Liebich, 2004), der fast die gesamte
Zelle einnimmt (Jain, 1993). Das Zytoplasma erscheint aufgrund zahlreicher freier Ribosomen
basophil und in der peripheren Zone schaumig (Banks, 1981). In diesem frithen Stadium findet
bereits eine mehrfache Vermehrung des Chromosomensatzes ohne nachfolgende Kernteilung
statt. Durch eine anschlieBende Karyokinese entstehen die Promegakaryozyten, die sich durch
einen stark gelappten, polyploiden Kern auszeichnen (Liebich, 2004). Sie sind mit 50 - 75 pm
groBBer als deren Vorlduferzellen. Das Zytoplasma ist reichlicher vorhanden als beim
Megakaryoblasten (Leven, 2000), enthilt zahlreiche Granula und kann auch hier in der Peripherie
schaumig erscheinen. Durch nochmaliges Teilen der Chromosomen entstehen schlieBlich die
Megakaryozyten (Banks, 1981), die auch als Knochenmarkriesenzellen bezeichnet werden
(Sinowatz, 2006a). Die erst unreifen Reservezellen haben einen stark gekerbten Kern und deren
Zytoplasma schlieBt zahlreiche Ribosomen und Granula ein (Banks, 1981). Reife
Megakaryozyten stellen mit einem Durchmesser von bis zu 100 - 150 pm (Leven, 2000);
(Liebich, 2004) die groBten hidmatopoetischen Zellen im Knochenmark dar (Jain, 1993) und sind
in unmittelbarer Nédhe von GefaBBen zu finden (Leven, 2000); (Sinowatz, 2006a). Sie zeichnen sich
durch einen gelappten Kern mit groben Heterochromatinbereichen (Hees und Tschudi, 1990) und
ein extrem verbreitertes, eosinophiles Zytoplasma mit zahlreichen azurophilen Granula aus. Das
Zytoplasma der reifen Megakaryozyten kann in drei Zonen unterteilt werden. In der peripheren
Zone sind wenige membranbegrenzte Organellen vorhanden, sie enthélt jedoch viele
Mikrofilamente und Glykogenpartikel. Die den groBten Zytoplasmaanteil beherbergende,
intermedidre Zone (Leven, 2000) wird von dem so genannten ,,demarcation membrane system*
(DMS) dominiert (Jain, 1993); (Leven, 2000). Diese auch als ,,Demarkationsmembranen‘
bezeichneten, zisternenartigen Einstiilpungen der Megakaryozytenoberfldche (Hees und Tschudi,
1990); (Sinowatz, 2006a) sind aufgrund struktureller und immunologischer Ahnlichkeiten
vermutlich fiir die Entwicklung der spiteren Plasmamembran der Thrombozyten verantwortlich.
In dieser Zone sind zudem Lysosomen, Mitochondrien, Ribosomen, Mikrotubuli, Mikrofilamente
und sich entwickelnde Granula vorzufinden (Leven, 2000). Die perinukledre Zone enthdlt neben
dem Golgi-Apparat freie Ribosomen, raues endoplasmatisches Retikulum (Jain, 1993); (Leven,
2000) und heranreifende Granula (Jain, 1993). Die reifen Megakaryozyten verlassen das

Knochenmark und zerfallen beim Ubertritt ins Blut und auch in den Pulmonalarterien in die
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Thrombozyten (Losch et al., 2000). Die Entstehung der Thrombozyten erfolgt vermutlich
dadurch, dass sich die Demarkationsmembranen im Zytoplasma mit einem Netz aus Membranen
des glatten endoplasmatischen Retikulums verbinden, wodurch ein dreidimensionales
intrazellulires Raumsystem entsteht. Dieses schlie3t Zytoplasmaanteile mit azurophilen Granula,
Vesikeln, Mikrotubuli und Mikrofilamenten ein (Liebich, 2004). Durch die Abschniirung dieser
Zytoplasmaanteile entstehen schlielich die Blutpldttchen (Hees und Tschudi, 1990); (Liebich,
2004). Der Kern des Megakaryozyten geht zugrunde und wird von Retikulumzellen und
Makrophagen phagozytiert (Sinowatz, 2006a). Die Thrombopoese dauert ca. 10 - 12 Tage
(Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a), wobei aus einem Megakaryozyten in ca. 3 - 12 Stunden 2000
- 8000 Thrombozyten hervorgehen konnen (Hees und Tschudi, 1990). Sie lduft unter Einfluss
verschiedener hdmatopoetischer Wachstumsfaktoren ab (Losch et al., 2000) und wird zudem
durch die Anzahl zirkulierender Blutplittchen im Blut gesteuert (Jain, 1993). Thrombopoietin
reguliert die Bildung der Megakaryozyten auf drei verschiedene Weisen. Erstens kommt es zu
einer Stimulation der Stammzellen im Knochenmark, zweitens induziert es zusitzliche
Endomitosen in unreifen Megakaryozyten und drittens verkiirzt es deren Reifungszeit (Jain,
1993). Neben Thrombopoietin wird die Bildung der Thrombozyten aber auch durch Meg-CSF,
GM-CSF, G-CSF, IL1, IL3, IL4, IL6 und IL11 stimuliert (Jain, 1993).

2.2.3 Morphologie

Thrombozyten stellen flache, kernlose Zytoplasmascheibchen mit einer meist unregelmifBigen
Form dar (Liebich, 2004), weshalb sie von manchen Autoren oft auch als ,,Blutpléittchen*
bezeichnet werden (Hawkey und Dennet, 1990); (Hees und Tschudi, 1990); (Liebich, 2004).
Seitlich betrachtet besitzen ruhende Thrombozyten eine scheibenformige oder linsenformige
Gestalt (Jain, 1993). Ihr Durchmesser belduft sich auf ca. 2 - 4 um (Banks, 1981); (Ldsch et al.,
2000); (Liebich, 2004) und die Dicke auf ca. 0,5 um (Hees und Tschudi, 1990), wobei die Schafe
unter den Haussdugetieren neben Rindern und Pferden die kleinsten Thrombozyten aufweisen
(Hees und Tschudi, 1990). Bei den Blutpléttchen konnen zwei Zonen unterschieden werden
(Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a). Das Granulomer,
auch als Chromomer bezeichnet (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990), stellt die innere, dichte
Zentralzone dar und wird ringartig vom Hyalomer, der durchsichtigen Randzone, umgeben
(Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a). Das Granulomer erscheint basophil und enthélt Granula,
Mitochondrien (Banks, 1981), wenige Golgi-Zisternen (Hees und Tschudi, 1990), Lysosomen,
Peroxisomen, Glykogen und bei jungen Thrombozyten wenige Ribosomen (Sinowatz, 2006a).
Morphologisch konnen o-Granula von elektronendichten Granula (,,dense bodies®) und

Lysosomen unterschieden werden (Losch et al., 2000); (Reed, 2007); (White, 2007); (Cerecedo et



Il Literaturiibersicht 18

al., 2010). Die zahlreich vorkommenden a-Granula haben eine runde bis ovale Form (White,
2007), sind etwa 0,2 - 0,3 um grof3 und erscheinen azurophil (Liebich, 2004). Die ,,dense bodies*
sind kleiner und in geringerer Zahl als die a-Granula vorhanden (Hartwig, 2007). Sie zeichnen
sich durch einen intensiv elektronendichten, kugelformigen Innenkorper aus, der von der
umgebenden Membran durch einen scheinbar leeren Zwischenraum getrennt wird, weshalb die
Bezeichnung ,,bulls eye” Verwendung findet (White, 2007). Die schnelle Freisetzung endogener
Thrombozytenstoffe wird durch eine bestimmte Anordnung intrazelluldrer Kapillaren, die das
»open canalicular system™ (OCS) bilden, gewéhrleistet. Die verzweigten Kanalikuli erstrecken
sich ausgehend vom Granulomer durch das Hyalomer hindurch bis an die Zelloberfliche (Hees
und Tschudi, 1990). Die Kanélchen selbst tragen eine Glykokalix, da diese Invaginationen der
Zellmembran darstellen (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993). Bei einer Aktivierung der
Thrombozyten verschmelzen die Granula im Zellzentrum mit dem OCS und setzen ihre Stoffe
frei, die daraufhin in den extrazelluliren Raum gelangen konnen (Cerecedo et al., 2010).
Zwischen Granulomer und Hyalomer befindet sich das ,,dense tubular system* (DTS) (Hees und
Tschudi, 1990), das aus residualen Kanélchen des endoplasmatischen Retikulums besteht (White,
2007) und nicht mit dem OCS oder der Zelloberflache in Verbindung steht (Hees und Tschudi,
1990). Das Hyalomer stellt eine homogen strukturierte Zytoplasmazone dar, in der Vesikel,
Glykogenpartikel (Banks, 1981), Mikrofilamente, Mikrotubuli (Hees und Tschudi, 1990);
(Liebich, 2004) und Myosinfilamente enthalten sind (Liebich, 2004). Die Zellmembran der
Thrombozyten ist in der Regel glatt und kann bei aktivierten Zellen fadenformige
Oberflachenprojektionen besitzen. Kleine Eindellungen mit einem Durchmesser von etwa 25 nm
an der Zelloberfliche entsprechen den Miindungen der bereits erwdhnten Kanalikuli (Jain, 1993)

zur Freisetzung endogener Thrombozytenprodukte (Hees und Tschudi, 1990).

2.2.4 Aufgaben

Die Thrombozyten spielen eine wichtige Rolle bei der Blutstillung (Banks, 1981); (Hees und
Tschudi, 1990). An der Hamostase sind vier verschiedene Mechanismen beteiligt, ndmlich die
Vasokonstriktion, die Bildung eines Thrombozytenaggregats (primédre Blutstillung), die
Blutgerinnung (sekundire Blutstillung) und die Bildung von Bindegewebe zum endgiiltigen
Wundverschluss. Nach einer Verletzung kommt es durch eine initiale Vasokonstriktion zur
Verringerung des Blutflusses (Losch et al., 2000), wobei die Blutplédttchen aufgrund ihres
Serotoningehalts wichtige Mediatoren hierfiir darstellen (Banks, 1981); (Hees und Tschudi,
1990); (Jain, 1993); (Sinowatz, 2006a). Sehr rasch folgt eine durch den von-Willebrand-Faktor
vermittelte Adhdsion der Thrombozyten im Bereich der verletzten GefiBwand (Losch et al.,

2000). Auf die Anheftung folgt eine Aktivierung, die eine Forméinderung mit
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Pseudopodienbildung und die Freisetzung von Inhaltsstoffen aus den Granula bewirkt (Banks,
1981); (Liebich, 2004). Darauthin kommt es zur Agglutination der Blutplattchen (Sinowatz,
2006a), wobei die Ausbildung von Fibrinogenbriicken zwischen den Thrombozyten zur
Entstehung eines Thrombozytenaggregats flihrt. Eine sich anschlieBende Bildung von Fibrin
(Gerinnung) fiihrt zur Vernetzung des Thrombozytenaggregats und zu einer Stabilisierung des
Thrombozytenpropfes. Durch Kontraktionen bestimmter Zytoskelettfilamente (sieche Kapitel
5.3.2) kommt es zur Retraktion des Gerinnsels und somit zur weiteren Stabilisierung, zur
Annidherung der GefaBwénde und schlieBlich zum Stillstand der Blutung (Ldsch et al., 2000). Die
Thrombozyten setzten ferner bestimmte Wachstumsfaktoren frei, die durch Anregung einer
Endothelzellproliferation die Reparatur eines Gefdllschadens positiv beeinflussen (Sinowatz,
2006a). Obwohl die Hidmostase die Hauptaufgabe der Thrombozyten darstellt, {ibernehmen sie
weitere wichtige Funktionen (Banks, 1981). Sehr wahrscheinlich spielen sie eine Rolle im
Entziindungsgeschehen. Auflerdem binden Thrombozyten Endotoxin, um dieses moglicherweise

zu entgiften (Jain, 1993).

2.2.5 Zytochemische Eigenschaften

Die o-Granula weisen einen heterogenen Inhalt (Hees und Tschudi, 1990) mit zahlreichen
wichtigen Proteinen fiir die Thrombozytenfunktion auf, darunter von-Willebrand-Faktor,
Plattchenfaktor 4 und 1, Wachstumsfaktoren, B-Thromboglobulin, Thrombospondin, Fibrinogen
und Fibronektin. Zudem sind kationische Proteine, ein Thrombozyten-spezifisches basisches
Protein, Albumin und Katalase vorhanden (Jain, 1993). Die elektronendichten Granula enthalten
Adenin-Nukleotide (Kolb, 1991); (Jain, 1993), Histamin, Serotonin und Kalzium. In den
Lysosomen befinden sich saure Hydrolasen wie die saure Phosphatase oder die B-Glucuronidase.
Das DTS enthélt zudem Kalzium, Enzyme fiir die Prostaglandinsynthese und ein Isoenzym der
Peroxidase (Jain, 1993). Das Vorkommen dieser Thrombozyten-spezifischen Peroxidase variiert
jedoch von Spezies zu Spezies. Daimon et al. (1985) konnten diese in ovinen Thrombozyten nicht
nachweisen (Daimon et al., 1985). Fey und Kuntze (1970) berichten iiber eine Aktivitit der a-
Naphthyl-Azetat-Esterase und der Naphthol-AS-Azetat-Esterase in den Thrombozyten von
Schafen (Fey und Kuntze, 1970). Lanillo und Cabezas (1981) bestimmten verschiedene
Markerenzyme der ovinen Thrombozyten. So ist das Vorkommen der -N-Acetylglucosaminidase
charakteristisch fiir die Granula, wogegen die Glucose-6-Phosphatase in den Mikrosomen und die
Succinat-Dehydrogenase in den Mitochondrien vorkommt (Lanillo und Cabezas, 1981). Die

Thrombozyten zeigen weiterhin eine positive Periodic-Acid-Schiff-Reaktion (Romeis, 1989).
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2.3 Lymphozyten

2.3.1 Allgemeines

Die Lymphozyten gehoren bei den Leukozyten neben den Monozyten zur Untergruppe der
Agranulozyten (Liebich, 2004). Sie konnen anhand ihrer Funktion und ihrer GréBe in
verschiedene Gruppen eingeteilt werden, worauf in den folgenden Kapiteln genauer eingegangen
wird. Aber auch im Bezug auf die Lebenserwartung kann man zwei Gruppen unterscheiden,
ndmlich die langlebigen (T-Zellen und Gedéchtniszellen) und kurzlebigen (meist B-Zellen)
Lymphozyten (Jain, 1993). Die Spanne der Lebensdauer reicht somit von wenigen Stunden bis zu
Jahren (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990). Die Gesamtzahl der Leukozyten im Blut des
adulten Schafes betrigt 4 - 12x10¥pl, im Mittel 8x10°/ul (Greenwood, 1977); (Hees und Tschudi,
1990); (Kramer, 2000). Davon sind, charakteristisch fiir ein lymphozytéires Blutbild, iiber 50 %
der Leukozyten Lymphozyten (Ldsch et al., 2000), bei Schafen ndmlich im Schnitt 62 % (40 - 75
%). Der genaue Anteil der Lymphozyten an der Gesamtleukozytenzahl unterliegt jedoch
individuellen und altersbedingten Schwankungen (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993);
(Kramer, 2000), auf die in Kapitel 1.3 bereits eingegangen wurde. Die absolute Zahl der
Lymphozyten betriigt beim Schaf im Mittel 5 x10*/ul (2 - 9 x10*/ul) (Kramer, 2000), wobei die
Zahl der beiden Lymphozyten-Subpopulationen, der T- und B-Zellen, im Korper der Sduger etwa
gleich ist (Losch et al., 2000). Bei den Schafen stellen knapp tiber 70 % der Blutlymphozyten T-
Zellen dar. Der Anteil an B-Zellen im Blut liegt bei knapp unter 30 % (Ristau et al., 1985). Der
Grofiteil der Lymphozyten befindet sich in Lymphknoten, Thymus, Knochenmark und anderen
lymphatischen Geweben (Kraft et al., 2005), wogegen nur etwa 2 % im Blut kreisen (Liebich,
2004). Die Lymphozyten unterliegen einer stdndigen Zirkulation zwischen Blut, Lymphbahn,
Geweben und Organen (Kolb, 1991); (Losch et al., 2000), die Granulozyten und Monozyten
hingegen verlassen ihr Zielgewebe nicht mehr (Losch et al., 2000).

2.3.2 Bildung

Der GroBteil der Lymphozyten wird in lymphatischen Geweben und Organen gebildet (Liebich,
2004); (Sinowatz, 2006a). Die Neubildung beginnt jedoch, wie bei allen anderen Blutzellen, mit
der pluripotenten Stammzelle im Knochenmark, dem Hdmozytoblasten (Kolb, 1991); (Liebich,
2004); (Kraft et al., 2005). Aus diesem gehen die pluripotenten lymphatischen Vorlduferzellen
(Progenitorzellen) hervor (Liebich, 2004); (Kraft et al., 2005), die auf ihrer Zelloberflache bereits
eine Determination zur spdteren T- oder B-Zelle tragen (Liebich, 2004), jedoch noch keine
Antigenrezeptoren besitzen (Silbernagl und Despopoulos, 2001). Sie werden auch als

Immunoblasten (Liebich, 2004), Lymphoblasten (Hees und Tschudi, 1990) oder ,,grof3e
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Lymphozyten bezeichnet, da diese Progenitorzellen die grofiten Zellen in der Entwicklung der
Lymphozyten darstellen (Banks, 1981). Man erkennt den Lymphoblasten mitunter an seinem
groBen, runden Kern mit einem Nukleolus oder mehreren Nukleoli und dem stark basophilen
Zytoplasma (Banks, 1981); (Hawkey und Dennet, 1990). Die Lymphoblasten differenzieren sich
unter Groflenabnahme zu den lymphozytaren Zellen, den B- oder T-Lymphozyten (Banks, 1981);
(Hees und Tschudi, 1990); (Kraft et al., 2005). Die noch unreifen Lymphozyten verlassen das
Knochenmark, treten ins Blut iiber und wandern zu den lymphatischen Organen (Hees und
Tschudi, 1990); (Liebich, 2004), die in primére (zentrale) und sekundire (periphere) lymphatische
Organe unterteilt werden konnen (Sinowatz, 2006a). Sowohl der Thymus als auch das Bursa-
Aquivalent der Siuger, nimlich das lymphatische Gewebe des Knochenmarks (Jain, 1993) und
die Peyerschen Platten des Darms (Losch et al., 2000), zdhlen zu den primdren lymphatischen
Organen (Jain, 1993). Die Lymphknoten, die Milz, die Tonsillen und das lymphatische Gewebe in
den Schleimhduten des Verdauungstraktes (gut associated lymphoid tissue, GALT), des
Respirationstraktes (bronchus associated lymphoid tissue, BALT) und des Urogenitaltraktes
(urinary tract associated lymphoid tissue, UTALT) gehoren hingegen zu den sekundéren
lymphatischen Organen (Sinowatz, 2006a). Im Thymus findet die Prigung der T-Lymphozyten
statt. Die Stammzellen der T-Zellen haben ihren Ursprung zwar, wie bereits erwdhnt, im
Knochenmark, wandern aber schon wéhrend der embryonalen Entwicklung in den Thymus und
reifen dort bis zur Geschlechtsreife der Tiere. Hier werden sie einer positiven Selektion zur
Antigenerkennung und einer negativen Selektion zur Eliminierung autoreaktiver T-Zellen
unterzogen. Die Prigung der B-Zellen hingegen findet im Bursa-Aquivalent statt (Ldsch et al.,
2000). In der Pragungsphase hat noch kein Antigenkontakt stattgefunden (Sinowatz, 2006a). In
den sekunddren lymphatischen Organen erfolgt schlieBlich die Entwicklung zu
immunkompetenten Zellen (Jain, 1993). Im Gegensatz zu anderen Leukozyten sind die kleinen
Lymphozyten keine Endzellen und konnen sich bei entsprechender Stimulation wieder zu
Lymphoblasten dedifferenzieren (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990). Sie stehen somit dem
Immunsystem als langlebige Gedéchtniszellen zur Verfligung (Liebich, 2004) wodurch deren
Anzahl je nach Bedarf schnell erhoht werden kann (Banks, 1981). Das Wissen tiber jene Faktoren,
die Produktion, Differenzierung und Vermehrung der Vorlduferzellen der Lymphozyten
regulieren, ist noch relativ begrenzt. Einen wichtigen Einfluss auf die Lymphopoese nehmen
jedoch sehr wahrscheinlich Thymushormone, Antigene, Interleukine, Tumornekrosefaktor a, T-

Zell-Wachstumsfaktor B und Interferon a (Jain, 1993).

2.3.3 Morphologie

Die Lymphozyten der Schafe stellen meist runde bis ovale Zellen mit einem runden bis ovalen
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Kern (Yamada und Sonoda, 1972b) und einem basophilen Zytoplasmasaum dar (Norris und
Cham-Berlin, 1929). Charakteristisch flir die Lymphozyten ist ein relativ hohes Kern-Zytoplasma-
Verhiltnis (Banks, 1981); (Ldsch et al., 2000), da der groe Zellkern in den meisten Fillen fast
die gesamte Zelle ausfiillt (Yamada und Sonoda, 1972b). Er liegt zentral (Hawkey und Dennet,
1990) oder leicht exzentrisch in der Zelle (Norris und Cham-Berlin, 1929) und weist nicht selten
eine Kerninvagination auf (Yamada und Sonoda, 1972b); (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993).
Bei einzelnen ovinen Lymphozyten besteht der Kern sogar aus zwei Lappen, die durch einen
diinnen Faden verbunden sind (Greenwood, 1977). Aufgrund der hohen Chromatinkondensation
zeigt er ein fleckenformiges Muster (Yamada und Sonoda, 1972b), wobei im Kernzentrum
helleres und in der Kernperipherie dunkleres Chromatin zu sehen ist. Bis zu zwei Nukleoli konnen
im Kern der ovinen Lymphozyten vorkommen (Rudolph und Schnabl, 1981). Im meist schmalen
Zytoplasma befinden sich einige Mitochondrien, wogegen der Golgi-Apparat nur schlecht
entwickelt ist und Zentriolen selten vorkommen (Yamada und Sonoda, 1972b). Die Basophilie
des Zytoplasmas lésst sich jedoch durch eine hohe Dichte an Ribosomen, Polyribosomen und
rauem endoplasmatischen Retikulum erkldren (Jain, 1993); (Liebich, 2004) und variiert mit der
Aktivitit des Lymphozyten (Jain, 1993). Zellen mit einem dunkelblauen Zytoplasma stellen
reaktive Lymphozyten (Immunozyten) dar. Sie kommen in geringen Zahlen im Blut gesunder
Tiere vor, treten aber hauptsidchlich nach antigener Stimulation auf. Die einer Transformation zur
Plasmazelle unterliegenden Lymphozyten zeichnen sich durch mehr Zytoplasma, das sich stark
dunkelblau darstellt und eine perinukledre klare Zone erkennen ldsst, aus. Der runde Kern liegt
exzentrisch in der Zelle und zeigt sowohl klare Bereiche als auch solche mit
Chromatinkondensation. Im peripheren Blut werden diese plasmazytoiden Lymphozyten jedoch
nur selten gefunden (Reagan et al., 2008). Entgegen ihrer Zuordnung zu den Agranulozyten sind
bei manchen Lymphozyten der Schafe azurophile Granula im Zytoplasma zu beobachten (Norris
und Cham-Berlin, 1929); (Yamada und Sonoda, 1972b); (Greenwood, 1977); (Banks, 1981);
(Kramer, 2000). Diese sind ca. 0,2 - 0,5 um grof3 (Yamada und Sonoda, 1972b) und befinden sich
hiufig im Bereich der Kerninvagination (Hees und Tschudi, 1990). Die Oberfliche der
Lymphozyten ist glatt oder mit kurzen Fortsdtzen besetzt (Yamada und Sonoda, 1972b); (Hees
und Tschudi, 1990); (Jain, 1993); (Tizard, 2000). Zirkulierende Lymphozyten tragen auf der
Zelloberflache kurze Mikrovilli, die Aktinbiindel enthalten (Burkhardt et al., 2008).

Die Lymphozyten lassen sich anhand ihrer GréBe in verschiedene Gruppen einteilen (Jain, 1993).
Im Allgemeinen konnen kleine, mittlere und groe Lymphozyten unterschieden werden (Banks,
1981); (Jain, 1993); (Kramer, 2000); (Steffens, 2000); (Liebich, 2004), manche Autoren hingegen
differenzieren nur kleine (<10um) von groen Lymphozyten (>10 um) (Hees und Tschudi, 1990);
(Kolb, 1991); (Losch et al., 2000); (Kraft et al., 2005); (Sinowatz, 2006a). Der Hauptunterschied
liegt dabei im Kern-Zytoplasma-Verhéltnis, das bei steigender ZellgroBe aufgrund des
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zunehmenden Zytoplasmaanteils kleiner wird (Steffens, 2000). Kleine Lymphozyten haben einen
Durchmesser von 5 - 10 um (Banks, 1981); (Liebich, 2004) und weisen ein sehr hohes Kern-
Zytoplasma-Verhéltnis auf. Das geklumpte Chromatin farbt sich dunkel an (Jain, 1993) und
Nukleoli kommen gewdhnlich nicht vor (Steffens, 2000). Die kleinen Lymphozyten stellen den
groBBten Anteil der zirkulierenden Lymphozyten im Blut dar (Banks, 1981); (Steffens, 2000);
(Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a), da zu ihnen sowohl die immunkompetenten T- und B-Zellen
als auch die noch nicht immunkompetenten Lymphozyten aus dem Knochenmark zéhlen
(Sinowatz, 2006a). MittelgroBe Lymphozyten sind ca. 10 - 18 um groB3 (Banks, 1981); (Liebich,
2004). Von einigen jener Autoren, die die Lymphozyten ihrer Groe nach nur in zwei Gruppen
einteilen, werden sie auch als ,,grole Lymphozyten* bezeichnet (Hees und Tschudi, 1990); (Kolb,
1991); (Sinowatz, 2006a). Bei den mittelgroBen Lymphozyten erscheint die Kernstruktur weniger
dicht und kompakt (Hees und Tschudi, 1990); (Sinowatz, 2006a) und ein bis zwei Nukleoli
konnen vorkommen (Steffens, 2000). Wie bereits in Kapitel 2.3.2 erwéhnt, stellen die
Immunoblasten die grofiten Zellen in der Entwicklung der Lymphozyten dar und werden deshalb
oft als ,,groBBe Lymphozyten* bezeichnet (Banks, 1981). Sie haben einen Durchmesser von bis zu
25 pum (Liebich, 2004) und zeichnen sich durch einen groflen, meist runden Kern mit ein bis zwei
Nukleoli und ein basophiles Zytoplasma aus (Banks, 1981); (Hawkey und Dennet, 1990). Das
Chromatin erscheint aufgelockert und leicht getiipfelt (Reagan et al., 2008). Typischerweise treten
sie im extravaskuldren (lymphatischen) Gewebe auf (Banks, 1981); (Steffens, 2000), im Blut sind
sie normalerweise nicht zu finden (Steffens, 2000). Beim Schaf kommen vor allem kleine und
mittelgroBe Lymphozyten vor, und die Verwechslungsgefahr mit den Monozyten ist weniger
gegeben als beim Rind (Kramer, 2000). Banks weist zudem darauf hin, dass beim Schaf die
Einteilung der Lymphozyten anhand ihrer Groe nicht immer leicht ist (Banks, 1981).

B-Lymphozyten kénnen morphologisch nicht von T-Lymphozyten unterschieden werden (Kolb,
1991); (Losch et al., 2000); (Liebich, 2004); (Kraft et al., 2005); (Sinowatz, 2006a), erst
immunhistochemische Techniken (siehe Kapitel 4) erlauben eine genaue Identifizierung beider
Zellpopulationen (Hees und Tschudi, 1990); (Sinowatz, 2006a). So kénnen auf der Zellmembran
der Lymphozyten verschiedene CD-Antigene (,.cluster of differentiation antigens®) bestimmt
werden (Sinowatz, 2006a). AuBlerdem stellen die Immunglobuline auf der Oberfliche der B-
Lymphozyten einen Marker fiir diese Zellen dar (Djilali und Parodi, 1987). Aber auch Enzyme
konnen zur Differenzierung eingesetzt werden (Losch et al., 2000). So ist eine Aktivitit der o-
Naphthyl-Azetat-Esterase beispielsweise nur in den T-Zellen nachzuweisen (Ristau et al., 1985).
Weiterhin konnen T-Lymphozyten mit autologen Erythrozyten spontan Rosetten bilden
(Outteridge, 1985); (Djilali und Parodi, 1987), was durch die Interaktion des Glykoproteins CD2
der T-Zellen und der CD2-Liganden der ovinen Erythrozyten zustande kommt (Kusui und

Takasaki, 1998). Bei den Schafen stellt auBerdem das Lektin Peanut Agglutinin (PNA) einen
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Marker fiir die T-Lymphozyten dar (Fahey, 1980); (Outteridge, 1985); (Djilali et al., 1987);
(Djilali und Parodi, 1987).

2.3.4 Aufgaben

Das Immunsystem setzt sich aus zwei vernetzten Funktionseinheiten, dem angeborenen
(unspezifischen) und dem erworbenen (spezifischem) Immunsystem, zusammen. Zum
angeborenen Abwehrsystem zéhlen neben Zellen (Granulozyten, Monozyten und Makrophagen)
auch 16sliche Faktoren (Akute-Phase-Proteine, Komplement- und Interferonsystem). Die zum
erworbenen Abwehrsystem zdhlenden Lymphozyten bekdmpfen jene Erreger, welche die
Mechanismen der unspezifischen Abwehr durchbrochen haben (Losch et al.,, 2000). Die
Lymphozyten konnen beziiglich ihrer immunologischen Funktion in zwei verschiedene Gruppen
unterteilt werden. Die T-Zellen sind fiir die zellgebundene Immunantwort verantwortlich (Kolb,
1991); (Jain, 1993); (Losch et al., 2000); (Liebich, 2004); (Kraft et al., 2005) und zerstoren vor
allem intrazellulire Agenzien (,,endogene Antigene) (Tizard, 2000). Die B-Lymphozyten
hingegen sind fiir die humorale Immunreaktion zustdndig (Kolb, 1991); (Jain, 1993); (Losch et
al., 2000); (Liebich, 2004); (Kraft et al., 2005) und machen mit Hilfe der von ihnen produzierten
Antikorper vorrangig im Extrazelluldrraum vorkommende Eindringlinge (,,exogene Antigene‘)

unschéadlich (Tizard, 2000).

T-Lymphozyten erkennen anhand ihres spezifischen T-Zell-Rezeptors bestimmte Antigene, die
durch Antigen présentierende Zellen (APC) dargeboten werden (Vicente-Manzanares et al.,
2002). Als Reaktion auf die antigene Stimulation erhalten die T-Zellen ihre Immunkompetenz und
wandeln sich zu Effektorzellen um (Liebich, 2004). Es konnen hier verschiedene funktionelle
Untergruppen unterschieden werden (Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a), nidmlich die T-
Helferzellen, die zytotoxischen T-Zellen und die T-Suppressorzellen (Banks, 1981); (Sinowatz,
2006a). Die T-Helferzellen regulieren und fordern im Allgemeinen die Immunantwort (Tizard,
2000). Sie stimulieren unter anderem die Proliferation der B-Zellen und deren Differenzierung zu
Antikorper produzierenden Plasmazellen (Sinowatz, 2006a), unterstiitzen die Antwort der
zytotoxischen T-Zellen (Ldsch et al., 2000); (Tizard, 2000) und sind an der Aktivierung von
Makrophagen maf3geblich beteiligt (Losch et al., 2000). Die zytotoxischen T-Zellen hingegen sind
in der Lage, bestimmte Zielzellen, flir die sie spezifische Antigene besitzen, abzutoten (Sinowatz,
2006a). Der genaue Mechanismus ist weitgehend unbekannt, konnte aber durchaus die
Degranulation der fiir diese T-Zellpopulation charakteristischen lysosomalen Granula
einschlieBen (Jain, 1993). Eine &uBerst wichtige Aufgabe ist die Beseitigung virusinfizierter

Zellen. Dabei wird die infizierte Zelle nach Bindung an die T-Zelle durch gebildetes Perforin
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abgetotet (Losch et al., 2000). T-Suppressorzellen haben die Aufgabe, iiberschieBende

Immunreaktionen zu unterdriicken (Sinowatz, 2006a).

Reife B-Zellen tragen an ihrer Oberfliche spezifische Rezeptoren fiir Antigene, die
Immunglobuline (Naessens, 1997); (Tizard, 2000); (Silbernagl und Despopoulos, 2001); (Liebich,
2004). Nach Kontamination mit Fremdproteinen, Viren oder Toxinen bildet sich ein Antigen-
Antikorper-Komplex, der in die B-Zelle eingeschleust wird (Liebich, 2004). Die humorale
Immunantwort mit Aktivierung der B-Zellen setzt jedoch noch die Interaktion mit den bereits
erwihnten T-Helferzellen voraus (Tizard, 2000); (Sinowatz, 2006a). Die B-Zellen prédsentieren
nach Internalisierung und Aufarbeitung des Antigen-Antikorper-Komplexes den T-Helferzellen
das Antigen (Silbernagl und Despopoulos, 2001). Die aktivierten T-Helferzellen beeinflussen
darauthin in peripher-lymphatischen Organen die Transformation von B-Zellen zu
Lymphoblasten, die sich wiederum zu Immunglobulin produzierenden Plasmazellen
differenzieren (Liebich, 2004). Diese stellen die eigentlichen Effektorzellen dar (Ldsch et al.,
2000). Die gebildeten Antikorper gelangen ins Gewebe und Blut und machen dort die Antigene
durch Bildung von Antigen-Antikdrper-Komplexen unschéddlich, die daraufthin von
phagozytierenden Zellen abgebaut werden (Sinowatz, 2006a). Plasmazellen produzieren pro
Sekunde bis zu 10000 Antikdrpermolekiile mit identischer Antigenspezifitit (Tizard, 2000). Bei
hoher entwickelten Tieren gibt es strukturell und funktionell verschiedene Immunglobuline (Ig).
IgM stellt den Antikorper der Erstantwort dar, wogegen IgG meist nach wiederholten
Antigenkontakten gebildet wird. IgA kommt nur lokal auf Schleimhéuten vor und IgE spielt eine
Rolle bei allergischen Prozessen (Ldsch et al., 2000) und parasitdren Infektionen (Shaw et al.,

2009).

Neben den Effektorzellen werden nach antigener Stimulation zusétzlich hochspezifische und
langlebige T- und B-Gedichtniszellen gebildet, die das immunologische Gedichtnis bilden
(Losch et al., 2000) und somit fiir eine beschleunigte und effektivere Immunantwort nach einem
erneuten Antigenkontakt sorgen (Tizard, 2000). Bei den B-Gedachtniszellen handelt es sich sehr

wahrscheinlich um teilungsfihige Vorstufen der Plasmazellen (Ldsch et al., 2000).

2.3.5 Zytochemische Eigenschaften

Reife T-Lymphozyten zeigen im Gegensatz zu den B-Lymphozyten eine Aktivitidt der sauren
Phosphatase und der B-Glucuronidase (Jain, 1993). In den T-Zellen kommt zudem die o-
Naphthyl-Azetat-Esterase vor, die sich im Gegensatz zu derjenigen der Monozyten nicht durch
Natrium-Fluorid hemmen ldsst (Jain, 1993); (Bienzle, 2000); (Raskin und Valenciano, 2000).

Diese Tatsache ist durch eine unterschiedliche Lokalisation der Enzyme zu erkldren. Die a-
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Naphthyl-Azetat-Esterase der Lymphozyten ist meist in intrazelluliren Organellen lokalisiert,
wogegen sich diejenige der Monozyten vorwiegend an der Plasmamembran befindet (Raskin und
Valenciano, 2000). Fey und Kuntze (1970) berichten weiterhin iiber eine schwache Aktivitdt der
Naphthol-AS-Azetat-Esterase in ovinen Lymphozyten (Fey und Kuntze, 1970). Eine Periodic-
Acid-Schiff-Reaktion verlduft bei Lymphozyten der Schafe nur teilweise positiv (Jain, 1970);
(Raskin und Valenciano, 2000); (Al Izzi et al., 2007), da nicht immer Glykogen in den Zellen
enthalten ist (Stobbe, 1970). Laut Hermansky et al. (1970) ldsst sie sich bei weniger als 10 % der
ovinen Lymphozyten beobachten (Hermansky et al., 1970). Die Lymphozyten weisen weder eine
Peroxidase- (Jain, 1967); (Schnabl, 1976); (Jain, 1993); (Raskin und Valenciano, 2000); (Al Izzi
et al., 2007) noch eine Chlorazetat-Esterase- oder eine alkalische Phosphatase-Aktivitdt auf
(Schnabl, 1976); (Jain, 1993). Auch eine Anfiarbung mit Sudan-Schwarz ist nicht mdglich
(Schnabl, 1976); (Jain, 1993); (Al Izzi et al., 2007).

2.4  Monozyten

24.1 Allgemeines

Die Monozyten zdhlen neben den Lymphozyten zu den Agranulozyten (Kolb, 1991); (Liebich,
2004). Mit einer Zahl von 0,2x10*/ul (0 - 0,75x10%/ul) machen sie beim Schaf im Schnitt nur 2,5
% (0 - 6 %) der zirkulierenden Leukozyten im Blut aus (Jain, 1993); (Kramer, 2000). Generell
hiufen sich Monozyten bei Entziindungen oder Gewebsschiddigungen an. Als chemotaktische
Faktoren dienen hier unter anderem bakterielle Substanzen, Komplementfaktoren, losliche
Substanzen der T-Lymphozyten (Lymphokine), neutrophile Granulozyten und Tumorzellen (Jain,
1993). Die intravaskuldre Aufenthaltszeit der Monozyten betrdgt im Allgemeinen ca. 6 - 12
Stunden (Kraft et al., 2005). Nach dem Austritt aus der Blutbahn verlassen sie ihr Zielgewebe
nicht mehr (Losch et al., 2000), wobei ihre Lebensdauer im interstitiellen Bindegewebe etwa 60 -

90 Tage betragt (Liebich, 2004).

2.4.2 Bildung

Die Entwicklung der Monozyten beginnt, wie bei allen Blutzellen, mit dem Hamozytoblasten
(Liebich, 2004) und den daraus entstehenden, unipotenten Vorliuferzellen (Kolb, 1991). Uber die
Stadien des Monoblasten und des Promonozyten entwickelt sich schlielich der Monozyt. Es
erscheint moglich, dass frithe Entwicklungsstadien der Monozyten gemeinsame
Differenzierungsstufen mit den neutrophilen Granulozyten durchlaufen (Liebich, 2004). Die

Zellen der Monozytopoese nehmen mit zunehmender Reifung an GroBe ab, das Zytoplasma farbt
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sich basophil und der Kern bildet eine Einbuchtung (Hees und Tschudi, 1990). Zudem treten im
Laufe der Entwicklung kleine azurophile Granula auf und das Chromatin lockert sich allméhlich

auf (Liebich, 2004).

Der Monoblast stellt die erste, morphologisch identifizierbare Vorstufe der Monozyten dar. Dieser
zeigt einen leicht gewundenen, runden Kern mit mehreren Nukleoli sowie einem wellenformigen
oder eingebuchteten Umriss. Das Zytoplasma stellt sich médBig basophil dar (Jain, 1993). Der
Promonozyt ist 15 - 20 um gro8 (Hees und Tschudi, 1990) und besitzt einen deutlicher
gewundenen Kern mit einer leichten Einbuchtung (Jain, 1993). Das Kern-Zytoplasma-Verhéltnis
ist in diesem Stadium grofler als beim Monozyten (Bienzle, 2000), wobei das Zytoplasma einige
Vakuolen (Jain, 1993) und kleine azurophile Granula enthalten kann (Liebich, 2004). Bei dem
Ubertritt vom Knochenmark in den Blutkreislauf sind die Monozyten noch relativ unreife Zellen.
Erst nach der Auswanderung in das Bindegewebe erreichen sie ihre volle Reife (Hees und
Tschudi, 1990) und wandeln sich zu Makrophagen um (Jain, 1993); (Steffens, 2000); (Thrall und
Weiser, 2004); (Sinowatz, 2006a). Die Monozyten sind folglich keine Endstufen ihrer
Differenzierungsreihe (Sinowatz, 2006a). Aus Monozyten konnen sich zudem Mastzellen und
teilweise auch Fibroblasten, Fettzellen, glatte Muskelzellen und Osteoblasten entwickeln. Auch
eine Entwicklung von Megakaryozyten aus Monozyten wird vermutet (Kolb, 1991). Aus der
Fusion mehrerer Monozyten entstehen Osteoklasten (Hees und Tschudi, 1990). Die Bildung der
Monozyten wird hauptséchlich durch IL3, IL11 GM-CSF und M-CSF stimuliert. Das von den
Makrophagen gebildete PGE, hingegen hemmt die Monozytopoese (Jain, 1993).

243 Morphologie

Die Monozyten stellen meist unregelméBig geformte Zellen dar (Yamada und Sonoda, 1972b)
und sind bei Schafen ca. 12 - 18 um groB3 (Greenwood, 1977). Sie sind somit die groBten reifen
Leukozyten im Blut (Jain, 1993); (Steffens, 2000); (Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a). Der grof3e
Zellkern liegt meist exzentrisch in der Zelle (Norris und Cham-Berlin, 1929) und zeichnet sich
durch eine ausgepridgte Pleomorphie aus (Jain, 1993). Seine Gestalt kann rund, oval, nieren-,
bohnen-, linsen- (Hees und Tschudi, 1990) oder hufeisenférmig sein (Norris und Cham-Berlin,
1929); (Yamada und Sonoda, 1972b); (Greenwood, 1977); (Steffens, 2000). Bei den Schafen
kann teilweise auch eine deutliche Lobulierung auftreten (Norris und Cham-Berlin, 1929);
(Yamada und Sonoda, 1972b); (Banks, 1981). Das Chromatin weist typischerweise ein diffuses,
gestreiftes, geflecht- (Jain, 1993) oder netzartiges Muster auf (Bienzle, 2000) und ist in der Regel
heller als das der Lymphozyten (Norris und Cham-Berlin, 1929); (Banks, 1981). Kleine Nukleoli

konnen vorkommen (Bienzle, 2000). Der Kern des Monozyten kann zeitweise dem des frithen
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stabkernigen neutrophilen Granulozyten oder dem des spiten Metamyelozyten dhnlich sehen.
Durch die ungleiche Anfirbung des Zytoplasmas (Jain, 1993), den unterschiedlichen Durchmesser
(Thrall und Weiser, 2004) und das verschiedenartige Chromatinmuster (Bienzle, 2000) kénnen
die Zellen aber leicht voneinander unterschieden werden (Jain, 1993); (Bienzle, 2000); (Thrall
und Weiser, 2004). Das Kern-Zytoplasma-Verhéltnis der Monozyten ist in der Regel relativ klein
(Losch et al., 2000). Das breite Zytoplasma férbt sich typischerweise basophil-milchglasartig und
enthdlt haufig unterschiedlich groBe Vakuolen. Nicht selten scheint auch im Zellkern eine
Vakuole enthalten zu sein (Jain, 1993). Im Zytoplasma der Monozyten konnen gelegentlich
azurophile Granula (Norris und Cham-Berlin, 1929); (Ullrey et al., 1965b); (Jain, 1993); (Bienzle,
2000), die primire Lysosomen darstellen, vorkommen (Hees und Tschudi, 1990); (Liebich, 2004).
Diese sind 0,2 - 0,6 pum grof (Kolb, 1991), haben eine runde bis ovale Gestalt und sind von einer
Membran umgeben (Yamada und Sonoda, 1972b). Beim Schaf sind die Granula nur selten zu
finden (Greenwood, 1977); (Banks, 1981). Norris und Cham-Berlin (1929) konnten diese jedoch
mit der Giemsa-Fiarbung nach verlidngerter Férbezeit identifizieren (Norris und Cham-Berlin,
1929). Auch Yamada und Sonoda (1972) gelang ein Nachweis dieser Granula beim Schaf mittels
elektronenmikroskopischer Untersuchungen (Yamada und Sonoda, 1972b). Das Zytoplasma
enthilt weiterhin Ribosomen, Polysomen, Mitochondrien, raues endoplasmatisches Retikulum
und einen Golgi-Apparat, der sich oftmals im Bereich einer Kerneinbuchtung befindet (Yamada
und Sonoda, 1972b). Nicht selten enthalten die Monozyten phagozytiertes Material (Kolb, 1991).
Die Oberflache der Monozyten trigt viele pseudopodienartige Projektionen von unterschiedlicher
GroBe (Yamada und Sonoda, 1972b). Aufgrund der hohen Bewegungs- und Phagozytosefdahigkeit
(Bienzle, 2000) ist die Oberfliche der Zelle ausgiebig gerafft (Jain, 1993); (Bienzle, 2000),

weshalb unter dem Elektronenmikroskop deutliche Falten und Furchen zu sehen sind (Jain, 1993).

24.4 Aufgaben

Wie bereits in Kapitel 2.4.2 erwéhnt, erlangen die Monozyten erst nach Auswanderung ins
Bindegewebe ihre volle Reife (Hees und Tschudi, 1990). Sie nehmen an Grofle zu und wandeln
sich zu Makrophagen um (Kolb, 1991), die zusammen mit den Vorlduferzellen im Knochenmark,
den Promonozyten und den Monozyten das mononukledre Phagozytensystem (MPS) bilden. Die
Makrophagen halten sich als ortsfeste oder freie Zellen (Jain, 1993) in Lebersinusoiden als
Kupftfer-Sternzellen, in Lungenalveolen als Alveolarmakrophagen, in Korperhdhlen als
Peritonealmakrophagen, im Bindegewebe als Histiozyten oder in lymphatischen Organen als
Sinusendothelzellen auf und erfiillen dort organspezifische Aufgaben (Liebich, 2004). Die
Monozyten nehmen im Allgemeinen wichtige Funktionen in der unspezifischen Abwehr wahr und

beteiligen sich am Entziindungsgeschehen (Thrall und Weiser, 2004). So weist eine Monozytose
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in der Regel auf eine subakute oder chronische Entziindung hin (Jain, 1993). Als mononukleére
Fresszellen sind sie in der Lage, Bakterien, Hefen, Protozoen, beschidigte Zellen und
Zelltrimmer zu phagozytieren (Thrall und Weiser, 2004). Die Bakterien werden wahrscheinlich,
dhnlich dem Mechanismus der neutrophilen Granulozyten (sieche Kapitel 2.5.4), durch
Sauerstoffmetaboliten, Peroxidase, Lysozym, ein spezifisches basisches Protein (Monocytin) und
proteolytische Enzyme abgetdtet. Die von aktivierten Makrophagen freigesetzten
Sauerstoffmetaboliten weisen zudem zytotoxische Effekte auf Tumorzellen und virusinfizierte
Zellen auf. Weiterhin trdgt sezerniertes Interferon zur Abwehr viraler Infektionen bei. Die
kationischen Proteine der Monozyten hingegen besitzen eine fungizide Wirkung (Jain, 1993). Die
Monozyten iibernehmen dariiber hinaus immunregulatorische Funktionen, indem sie den T-
Lymphozyten die verarbeiteten Antigene présentieren (Thrall und Weiser, 2004) und somit als
Zellen der unspezifischen Abwehr auf das spezifische Abwehrsystem einwirken (LOsch et al.,
2000). AuBerdem sind sie sowohl an dem Abbau alternder Erythrozyten in der Milz (Liebich,
2004) und der damit verbundenen FEisenwiederverwertung als auch an der pathologischen
Zerstorung der roten Blutkorperchen beteiligt (Thrall und Weiser, 2004). Durch verschiedene
Gerinnungsfaktoren beeinflussen sie die Koagulation und durch den Plasminogenaktivator die

Fibrinolyse (Jain, 1993).

2.4.5 Zytochemische Eigenschaften

Charakteristisch fiir die Monozyten ist das Vorkommen von unspezifischen Esterasen (Jain,
1993); (Bienzle, 2000); (Olivier et al., 2001), die diffus im Zytoplasma verteilt sind (Jain, 1993);
(Bienzle, 2000). Eine Enzymaktivitit der a-Naphthyl-Azetat-Esterase ldsst sich jedoch besonders
gut an der Plasmamembran beobachten (Raskin und Valenciano, 2000). Die unspezifischen
Esterasen der Monozyten konnen aufgrund dieser Lokalisation, wie bereits in Kapitel 2.3.5
erwihnt, durch Natrium-Fluorid gehemmt werden (Jain, 1993); (Bienzle, 2000); (Raskin und
Valenciano, 2000). In den Granula sind unter anderem die saure Phosphatase und Lysozym
vorhanden (Jain, 1993). Die Peroxidase kann bei den Monozyten der Schafe sowohl leicht positiv
als auch negativ sein (Schnabl, 1976); (Al Izzi et al., 2007), wogegen Makrophagen generell
Peroxidase-negativ sind (Jain, 1993). Die B-Glucuronidase ist laut Bienzle (2000) bei den
Monozyten meist negativ oder nur schwach positiv (Bienzle, 2000) und die alkalische
Phosphatase fehlt (Schnabl, 1976); (Jain, 1993); (Bienzle, 2000). Auch die Chlorazetat-Esterase
ist tiblicherweise nicht vorhanden, wobei bei Schafen teilweise von einer leichten Enzymaktivitét
berichtet wird (Bienzle, 2000); (Raskin und Valenciano, 2000). Die Farbung mit Sudan-Schwarz
und die Periodic-Acid-Schiff-Reaktion gelingen bei den Monozyten des Schafes nur teilweise (Al
Izzi et al., 2007).
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2.5  Neutrophile Granulozyten

2.5.1 Allgemeines

Die neutrophilen Granulozyten gehéren in der Gruppe der Leukozyten neben den basophilen und
eosinophilen Granulozyten zur Untergruppe der Granulozyten (Liebich, 2004). Die Unterteilung
der Granulozyten erfolgt anhand der unterschiedlichen Anférbbarkeit ihrer Granula (Hees und
Tschudi, 1990); (Kolb, 1991); (Sinowatz, 2006a). Bei den neutrophilen Granulozyten sind die
Granula sowohl mit basischen als auch mit sauren Farbstoffen nur sehr schwach farbbar. Die
Granula der eosinophilen Granulozyten hingegen lassen sich mit sauren Farbstoffen und die der

basophilen Granulozyten mit basischen Farbstoffen anfarben (Kolb, 1991).

Der neutrophile Granulozyt kommt unter den Granulozyten sowohl im Knochenmark als auch im
Blut am héufigsten vor (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990). Bei adulten Schafen betragt die
Anzahl an reifen Zellen im Blut 0,7 - 6x10*/ul, im Schnitt 2,4x10°/ul. (Jain, 1993); (Kramer,
2000). Die neutrophilen Granulozyten machen bei den Schafen im Schnitt 30 % (10 - 50 %) der
Gesamtleukozyten aus (Greenwood, 1977); (Kramer, 2000). In den ersten Lebenswochen sind sie
die vorherrschende Leukozytenart (siche Kapitel 1.3), nach ca. zwei Wochen werden jedoch die
Lymphozyten zur dominierenden Gruppe (Kramer, 2000). Die neutrophilen Granulozyten
verlassen relativ rasch die Zirkulation und treten in verschiedene Gewebe oder Korperhohlen
tiber. Im Blut iiberleben sie ca. 7 - 14 Stunden, in den Geweben hingegen 2 - 3 Tage. Nach dem

Verlassen des Blutgefdalsystems kehren sie nicht wieder in die Zirkulation zuriick (Jain, 1993).

2.5.2 Bildung

Die Granulozyten haben eine gemeinsame Stammform im Knochenmark, den Myeloblasten (Hees
und Tschudi, 1990); (Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a), aus dem 16 Granulozyten hervorgehen
konnen (Kolb, 1991). Der Myeloblast entsteht nach mehrfachen mitotischen Teilungen aus den
bereits aufgefiihrten, pluripotenten Stammzellen des Knochenmarks (Liebich, 2004) und
entwickelt sich iiber die Stadien des Promyelozyten, des Myelozyten, des Metamyelozyten und

des stabkernigen Granulozyten zum reifen Granulozyten (Sinowatz, 2006a).

Myeloblasten sind mit einem Durchmesser von 15 - 20 um relativ gro3e Zellen (Banks, 1981). Sie
besitzen einen grofen, runden Kern mit wenig Heterochromatin (Liebich, 2004) und zwei oder
mehreren Nukleoli (Banks, 1981); (Reagan et al., 2008). Das Zytoplasma erscheint durch das
Vorkommen von Ribosomen, Polyribosomen und endoplasmatischem Retikulum stark basophil.
Bei der Weiterentwicklung zum Promyelozyten kommt es zur Ausbildung azurophiler Granula.

Promyelozyten sind mit 18 - 25 um die groBiten Zellen im Verlauf der Granulopoese. Der Kern
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enthélt viel Euchromatin und im Zytoplasma sind viele Mitochondrien, Golgi-Felder, Ribosomen,
Polyribosomen und endoplasmatisches Retikulum vorzufinden (Liebich, 2004). Trotz der
azurophilen Regionen ist das Zytoplasma auch hier grof8tenteils basophil (Banks, 1981). Die 0,25
- 0,5 pum groBen Granula entwickeln sich innerhalb einer Woche zu spezifischen Granula
(Liebich, 2004). Der Promyelozyt wird zum Myelozyt, sobald die Identifizierung der spezifischen
Granula anhand der Fiarbungseigenschaften, der Form und der GroBBe moglich ist (Banks, 1981).
Folglich kann zwischen neutrophilen, basophilen und eosinophilen Myelozyten unterschieden
werden (Liebich, 2004). Der Myelozyt ist 12 - 16 um grof3 (Kraft et al., 2005). Der eher ovale als
runde Kern (Banks, 1981) weist eine leichte Einbuchtung und zunehmend gréberes Chromatin auf
(Kraft et al., 2005). Nukleoli sind nicht vorhanden (Jain, 1993). Das anfangs basophile
Zytoplasma wird durch den Verlust von Ribosomen zunehmend azidophil (Sinowatz, 2006a). Die
Metamyelozyten, oft auch als jugendliche Granulozyten bezeichnet (Kraft et al., 2005), entstehen
durch letzte mitotische Teilungen aus dem Myelozyten (Liebich, 2004). Die Entwicklung zeichnet
sich durch eine Verkleinerung des Zellkernes aus (Sinowatz, 2006a), wobei dieser eine
Nierengestalt annimmt (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993); (Sinowatz, 2006a) und das
Chromatin nochmals grober wird. Die Metamyelozyten sind 10 - 15 pm grof (Kraft et al., 2005).
Das Zytoplasma ist leicht azidophil und enthélt zahlreiche spezifische Granula (Banks, 1981). Aus
ithnen gehen nach einer Reifedauer von etwa einer Woche die neutrophilen, basophilen oder
eosinophilen Granulozyten hervor (Liebich, 2004). Der Kern des stabkernigen Granulozyten ist
hufeisenformig gekriimmt (Hees und Tschudi, 1990); (Thrall und Weiser, 2004); (Sinowatz,
2006a). Die Segmentform erhilt der Kern durch mehrere Einschniirungen, wodurch getrennte
Kernbruchstiicke entstehen (Kolb, 1991). Die neutrophilen Granulozyten verbleiben in der Regel
bis zu ihrer vollkommenen Ausreifung zur segmentkernigen Form im Knochenmark (Sinowatz,
2006a). Der stabkernige Granulozyt kann jedoch in geringer Zahl im Blut vorkommen, die
Metamyelozyten sind im Blut normalerweise nicht zu finden (Thrall und Weiser, 2004). Im
Knochenmark existieren drei verschiedene Granulozytenkompartimente. Der Proliferationspool
enthdlt Myeloblasten, Promyelozyten und Myelozyten. Metamyelozyten und unreife
Granulozyten bilden den Reifungspool. Im Speicherungspool hingegen befinden sich
hauptsédchlich reife neutrophile Granulozyten (Jain, 1993), wobei eine von der Anzahl
differenzierter Granulozyten abhingige, negative Riickkopplung deren Abgabe aus dem
Knochenmark ins Blut steuert (Liebich, 2004). Das Schaf weist neben Rind und Ziege eine
kleinere Knochenmarksreserve als andere Sduger auf. Dort kommen nur halb so viele
Granulozyten vor wie im Blut, was sich in der friihen Phase einer Antwort auf Entziindungen an
einer Neutropenie im Blut zeigt (Kramer, 2000). Die Bildung der neutrophilen Granulozyten wird

vor allem durch IL3, GM-CSF und G-CSF reguliert (Jain, 1993).
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2.5.3 Morphologie

Der neutrophile Granulozyt hat bei den Schafen eine runde bis ovale Form (Yamada und Sonoda,
1970b); (Rudolph und Schnabl, 1981) und ist ca. 12 - 14 pm grof8 (Norris und Cham-Berlin,
1929). Je nach Morphologie des Zellkernes lassen sich, wie bereits in Kapitel 2.5.2 erwihnt,
verschiedene Reifungsstufen unterscheiden. Unreife (stabkernige) neutrophile Granulozyten
besitzen einen unsegmentierten Kern, der oft hufeisenformigen gebogen ist. Das Chromatin ist
weniger geklumpt als beim reifen Granulozyten (Jain, 1993). Reife Granulozyten sind an ihrem
segmentierten Kern erkennbar (Smith, 2000); (Steffens, 2000); (Liebich, 2004), dessen einzelne
Segmente oft durch schmale Chromatinbriicken miteinander verbunden sind (Yamada und
Sonoda, 1970b); (Sinowatz, 2006a). Aufgrund dieser Kernmorphologie werden sie oft auch als
polymorphkernige Leukozyten (polymorph nuclear leukocyte, PMN) (Banks, 1981); (Hees und
Tschudi, 1990); (Kolb, 1991) oder segmentkernige Granulozyten bezeichnet. Anhand der
Auspriagung der Kernsegmentierung kann auf das Alter der Zelle geschlossen werden. Das
Vorhandensein von mehr als fiinf Segmenten wird als Hypersegmentierung bezeichnet und stellt
ein Zeichen fiir eine Uberalterung der Zelle dar (Hees und Tschudi, 1990). Innerhalb des Kernes
sind, je nach Chromatinkondensation, zwei unterschiedlich elektronendichte Bereiche zu sehen.
Die hellere Region befindet sich im Kernzentrum und wird von der dunkleren Region, die an die
Kernmembran grenzt, umgeben (Yamada und Sonoda, 1970b). Die stark basophile Anfarbung der
Kernsegmente entsteht durch die dichten Heterochromatinbereiche (Hees und Tschudi, 1990).
Nukleoli sind meist nicht vorhanden (Yamada und Sonoda, 1970b); (Smith, 2000); (Steffens,
2000). Bei verschiedenen Spezies kann an den Kernen der neutrophilen Granulozyten weiblicher
Tiere ein ca. 1,5 um dicker, trommelschlegelartiger Anhang (,,drum-stick®), der den verklumpten
Teil des zweiten X-Chromosoms darstellt, gefunden werden (Hees und Tschudi, 1990); (Smith,
2000). Im Zytoplasma kommen typischerweise zahlreiche neutrophile Granula vor (Yamada und
Sonoda, 1970b); (Banks, 1981); (Smith, 2000); (Sinowatz, 2006a), die, wie bereits in Kapitel
2.5.1 erwihnt, eine gewisse farberische Neutralitit zeigen (Hees und Tschudi, 1990). Die Granula
stellen Lysosomen dar (Banks, 1981) und werden vom Golgi-Apparat gebildet (Jain, 1993). Je
nach Inhalt konnen primdre (azurophile) und sekundére (spezifische) Granula unterschieden
werden (Hees und Tschudi, 1990), deren Namensgebung in Bezug zu deren zeitlicher
Erscheinung im Verlauf der Granulopoese steht (siche Kapitel 2.5.2) (Jain, 1993). Primére
Granula bilden sich im Stadium des Promyelozyten, sekundidre Granula erst im Stadium des
Myelozyten aus (Rausch und Moore, 1975); (Jain, 1993). Bei Wiederkduern kommen als
Besonderheit auch die so genannten ,,groBen Granula“ vor (Baggiolini et al., 1985); (Styrt, 1989);
(Kramer, 2000), die zeitlich gesehen zwischen den primédren und den sekundédren Granula
auftreten (Baggiolini et al., 1985). Die priméren Granula sind bei den Haussdugern ungefahr 0,5

um grof3, haben eine runde bis ldngliche Gestalt (Steffens, 2000) und kénnen weniger stark



Il Literaturiibersicht 33

angefdarbt werden als die sekundédren Granula (Steffens, 2000). Laut Jain (1993) lassen sie sich
aufgrund ihres reduzierten Gehalts an Glykosaminoglykanen (Mukopolysacchariden) mit
routineméfigen Blut-Farbemethoden gar nicht darstellen (Jain, 1993). Die sekunddren Granula
sind kleiner und elektronendichter als die primdren Granula, kommen aber haufiger vor (Steffens,
2000). In reifen Zellen ist das Verhéltnis von priméren zu sekundidren Granula ungefahr 1:2 (Jain,
1993). In fortgeschrittenen Reifungsstadien weisen die sekundédren Granula eine scharf kontuierte
Membran auf, ihr Inhalt ist grob und dunkel (Baggiolini et al., 1985). Die ,,groen Granula“
stellen die groften Granula dar, haben eine runde Gestalt und einen blassen und einheitlichen
Inhalt. Bei den Wiederkduern scheinen sie im Allgemeinen die vorherrschende Granula-Art zu
sein (Baggiolini et al., 1985), beim Schaf sind sie jedoch nur selten zu finden (Buchta, 1990);
(Kramer, 2000). Das Zytoplasma der neutrophilen Granulozyten enthélt weiterhin
Glykogenpartikel (Rudolph und Schnabl, 1981); (Steffens, 2000), freie Ribosomen, Polysomen,
phagozytische Vakuolen, wenige Mitochondrien, einen Golgi-Apparat und vereinzelte Zisternen
des endoplasmatischen Retikulums (Yamada und Sonoda, 1970b). Ein schmaler, organellfreier
Zytoplasmarand in der Zellperipherie beherbergt auBerdem zytoskelettale Elemente wie
Mikrofilamente und Mikrotubuli (Smith, 2000). Die Oberfldche der neutrophilen Granulozyten ist
gewohnlich glatt (Yamada und Sonoda, 1970b). Sie trdgt jedoch einige kurze Mikrovilli, die
hochstwahrscheinlich fiir die Adhdsion am Gefal3endothel von Bedeutung sind. Bei der Migration
von der Zirkulation in den extravasalen Raum nehmen die neutrophilen Granulozyten eine
langlichere Form an und bilden lange Pseudopodien aus, um ihrer Funktion als bewegliche

Phagozyten nachzugehen (Steffens, 2000).

254 Aufgaben

Die neutrophilen Granulozyten stellen eine der zelluldren Hauptkomponenten des angeborenen
Immunsystems dar (Tung et al., 2009) und bilden die erste Abwehr gegen eindringende
Organismen (Jain, 1993); (Thelen et al., 1993); (Smith, 2000). Die Aufgaben dabei sind
unspezifisch (Liebich, 2004). Ihre Hauptfunktion stellt die Phagozytose von verschiedenen
Partikeln, Bakterien oder anderen Mikroorganismen (Banks, 1981) mit deren anschlieBendem
Abbau durch lysosomale Enzyme (Sinowatz, 2006a) oder deren Td&tung mittels reaktiver
Sauerstoffspezies dar (Buchta, 1990). Diese Aktivitit zeigt sich vor allem bei einer akuten lokalen
Entziindung (Banks, 1981), wobei Schafe in diesem Falle generell eine beachtliche Reaktion der
neutrophilen Granulozyten aufweisen (Greenwood, 1977). Die neutrophilen Granulozyten sind
amoboid beweglich (Hees und Tschudi, 1990); (Sinowatz, 2006a) und konnen auf bestimmte
Reize hin, z.B. Bakterien und deren Zerfallsprodukte, kleine Blutgefile durchwandern und ins

umliegende Gewebe austreten (Sinowatz, 2006a). Sie werden im Falle einer Infektion schnell
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rekrutiert und reagieren mit der eben erwdhnten Phagozytose des schiadlichen Agens, Freisetzung
von Enzymen und Proteinen und dem Respiratory Burst (Woldehiwet et al., 2003); (Farinacci et
al., 2008); (Johnson et al., 2009); (Tung et al., 2009). Fiir eine effiziente Phagozytose ist jedoch
eine vorherige Bindung von Immunglobulinen oder Komplementfaktoren an die zu entfernenden
Partikel (Opsonisierung) bedeutend (Losch et al., 2000). Der Respiratory Burst spielt eine
Hauptrolle bei der Bekdmpfung mikrobieller Infektionen (Whist et al., 2002). Dabei fiihrt die
Aktivierung der Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid-Phosphat (NADPH)-Oxidase (Thelen et al.,
1993); (Losch et al., 2000); (Tung et al., 2009), der Superoxid-Dismutase oder der
Myeloperoxidase (Losch et al., 2000) zur Produktion reaktiver Sauerstoffspezies (reactive oxygen
species, ROS) (Tung et al., 2009) aus molekularem Sauerstoff (Ldsch et al., 2000). In
unstimulierten Zellen sind diese Enzyme inaktiv (Farinacci et al., 2008). Gebildete Oxid-Anionen
(05), Wasserstoffperoxid (H,O,) und Hypochlorit (OCI) téten die Mikroorganismen durch
Oxidation ab (Losch et al., 2000). Die phagozytische und oxidative Funktion kann durch
Chemolumineszenz nachgewiesen werden (Woldehiwet et al., 2003); (Johnson et al., 2009), da
aktive Zellen Licht abgeben. Der Respiratory Burst ist bei Ldmmern weniger ausgeprégt als bei
adulten Schafen. Erst im Alter von ca. drei Monaten erreicht das Lamm nahezu gleiche Werte wie
das Muttertier. Daraus ldsst sich schlieen, dass die neutrophilen Granulozyten von Ldmmern in
den ersten zwei Monaten wahrscheinlich weniger zur Abwehr von pathogenen Mirkoorganismen
befahigt sind (Johnson et al., 2009). Im Vergleich zu Mensch und Rind ist die oxidative Reaktion
der neutrophilen Granulozyten des Schafes jedoch viel geringer, was darauf hinweisen konnte,
dass die Hauptantwort der neutrophilen Granulozyten bei dieser Spezies Sauerstoff-unabhéngig ist
(Buchta, 1990). Die neutrophilen Granulozyten fungieren weiterhin auch als sekretorische Zellen,
da sie bei Kontakt mit phagozytosefihigem Material auch in der Lage sind, ihre Granula nach
aulen abzugeben, um dieses extrazelluldr zu verdauen (Sinowatz, 2006a). Oft werden auch
zelluldre Bestandteile in die Auflosungsprozesse miteinbezogen, was dann zur Eiterbildung fiihrt

(Liebich, 2004).

2.5.5 Zytochemische Eigenschaften

Die neutrophilen Granulozyten zeichnen sich durch eine duflerst umfangreiche Enzymausstattung
aus (Rausch und Moore, 1975). Die primiren Granula enthalten Peroxidase (Myeloperoxidase)
(Rausch und Moore, 1975); (Buchta, 1990); (Jain, 1993); (Raskin und Valenciano, 2000); (Smith,
2000), B-Glucuronidase (Rausch und Moore, 1975); (Buchta, 1990); (Jain, 1993) und saure
Phosphatase (Jain, 1993); (Raskin und Valenciano, 2000). Die Myeloperoxidase (MPO) stellt den
einzigen zuverldssigen Marker fiir die primiren Granula dar (Jain, 1993), wobei ihre Aktivitit im

Stadium des Promyelozyten beginnt (Raskin und Valenciano, 2000); (Al Izzi et al., 2007). Die
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priméren Granula enthalten weiterhin Polypeptide, die gegeniiber Bakterien, Pilzen und manchen
behiillten Viren eine starke antimikrobielle Aktivitdt aufweisen (Liebich, 2004). Die sekundiren
Granula sind im Gegensatz zu den primdren Granula Peroxidase-negativ (Styrt, 1989); (Buchta,
1990); (Smith, 2000), enthalten jedoch unter anderem die alkalische Phosphatase (Jain, 1993);
(Raskin und Valenciano, 2000); (Smith, 2000); (Steffens, 2000); (Liebich, 2004) und die
NADPH-Oxidase (Smith, 2000); (Liebich, 2004). Fiir die sekundiren Granula stellt Laktoferrin
einen geeigneten Marker dar. Dieses wirkt generell bakteriostatisch, indem es das fiir das
Bakterienwachstum notwendige Eisen bindet. Teilweise wirkt es jedoch auch bakterizid (Jain,
1993). Weiterhin kommt in den sekundidren Granula Cobalophilin vor, welches das fiir die DNA-
Replikation der Bakterien bendtigte Vitamin-B 12 bindet (Sinowatz, 2006a). Die priméren und
sekunddren Granula zeichnen sich weiterhin durch eine Aktivitdt der Chlorazetat-Esterase aus.
(Raskin und Valenciano, 2000). Laut Bienzle (2000) besitzen die neutrophilen Granulozyten der
Schafe im Gegensatz zu den Monozyten keine unspezifischen Esterasen (Bienzle, 2000). Eine
Aktivitit der a-Naphthyl-Azetat-Esterase in ovinen neutrophilen Granulozyten wird jedoch in der
Literatur mehrfach beschrieben (Schnabl, 1976); (Osbaldiston und Sullivan, 1978); (Ristau et al.,
1985). Fey und Kunze (1970) berichten auBerdem {iber eine Aktivitidt der Naphthol-AS-Azetat-
Esterase beim Schaf (Fey und Kuntze, 1970). Den neutrophilen Granulozyten der Schafe fehlt laut
Rausch und Moore (1975) sowie Kramer (2000), Lysozym (Rausch und Moore, 1975); (Kramer,
2000). Buchta (1990) hingegen konnte geringe Lysozymkonzentrationen in den primiren und
sekunddren Granula des Schafes nachweisen (Buchta, 1990). Weiterhin zeigen die neutrophilen
Granulozyten der Schafe eine positive Periodic-Acid-Schiff-Reaktion (Schnabl, 1976); (Al 1zzi et

al., 2007) und lassen sich mit Sudan-Schwarz anfarben (Raskin und Valenciano, 2000).

Zusammengefasst enthalten die Granula der neutrophilen Granulozyten trotz speziesbedingter
Unterschiede viele hydrolytische Enzyme und antibakterielle Substanzen, die flir das Abtdten
phagozytierter Mikroorganismen nétig sind (Jain, 1993). Die neutrophilen Granulozyten der
Schafe weisen insgesamt weniger Granulakomponenten auf als die der Rinder und der Menschen,
was darauf hinweisen konnte, dass deren neutrophile Granulozyten eine etwas andere Rolle bei

der Bekdmpfung bakterieller Infektionen spielen (Buchta, 1990).

2.6  Eosinophile Granulozyten

2.6.1 Allgemeines

Die eosinophilen Granulozyten gehoren, wie bereits erwédhnt, in der Gruppe der Leukozyten zur
Untergruppe der Granulozyten (Liebich, 2004). Im Blut der Schafe sind im Schnitt 5 % (0 - 10 %)

der weillen Blutkorperchen eosinophile Granulozyten, wobei deren absolute Zahl durchschnittlich
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0,4x10°/ul (0 - 1x10%/ul) betrdgt (Jain, 1993); (Kramer, 2000). Die Anzahl der zirkulierenden
eosinophilen Granulozyten wird durch das adrenokortikotrope Hormon (Liebich, 2004) und durch
Kortikosteroide vermindert (Banks, 1981); (Liebich, 2004). Nach Verlassen des Knochenmarks
wandern sie nach einer sehr kurzen intravasalen Verweildauer von ca. 30 Minuten in das Gewebe
aus und iiberleben dort ungefdhr 12 Tage. Normalerweise kehren sie nicht wieder in die

Zirkulation zurtick (Losch et al., 2000).

2.6.2 Bildung

Die eosinophilen Granulozyten gehen, wie alle Granulozyten, aus dem Myeloblasten im
Knochenmark hervor. Uber die Stadien des Promyelozyten, des eosinophilen Myelozyten des
eosinophilen Metamyelozyten und des stabkernigen eosinophilen Granulozyten entwickelt sich
der reife eosinophile Granulozyt (Liebich, 2004). Die gemeinsamen Charakteristika der

granulozytdren Vorlduferzellen wurden bereits in Kapitel 2.5.2 beschrieben.

Die erste morphologisch identifizierbare Vorlduferzelle des eosinophilen Granulozyten ist der
Promyelozyt. Dieser enthilt bereits viele groe azurophile Granula, wodurch er sich leicht von
dem neutrophilen Promyelozyten mit seinen feinen Granula unterscheiden ldsst (Jain, 1993).
Azurophile Granula sind als unreif, eosinophile Granula als reif zu betrachten. Ab dem Stadium
des Myelozyten werden azurophile Granula sehr wahrscheinlich nicht mehr gebildet und demnach
durch die folgenden Zellteilungen eliminiert (Kolb, 1991). Bei dem eosinophilen Myelozyten ist
die Peroxidase sowohl in den Granula als auch im rauen endoplasmatischen Retikulum sowie im
Golgi-Apparat nachweisbar. Ab dem Stadium des Metamyelozyten befindet sich diese nur noch in
den Granula (Kolb, 1991); (Young, 2000). Im Knochenmark kommt bei den meisten
Haussdugetieren nur eine geringe Reserve an eosinophilen Granulozyten vor (Jain, 1993). Die
Bildung der eosinophilen Granulozyten dauert ca. 2 - 6 Tage (Jain, 1993); (Young, 2000), 2 Tage
spiter treten sie in die Zirkulation iiber (Jain, 1993). Sie wird von verschiedenen Faktoren
aktivierter T-Lymphozyten und Makrophagen reguliert. Im Wesentlichen sind dies IL3, IL5, GM-
CSF, EO-CSF und EO-GSF (Jain, 1993).

2.6.3 Morphologie

Die eosinophilen Granulozyten der Schafe haben eine runde bis ovale Form (Yamada und
Sonoda, 1970a) und sind meist etwas groBer als die neutrophilen Granulozyten (Norris und
Cham-Berlin, 1929); (Rudolph und Schnabl, 1981). Bei den Haussdugetieren sind sie im
Allgemeinen ca. 12 - 14 um (Banks, 1981); (Liebich, 2004), teilweise sogar bis zu 20 pm grof3
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(Hees und Tschudi, 1990). Der Kern besteht beim Schaf oft aus zwei bis vier Lappen (Yamada
und Sonoda, 1970a). Er weist regelmifBig eine Brillen- oder Hantelform auf (Hees und Tschudi,
1990), nicht selten ist er beim Schaf aber auch segmentiert (Norris und Cham-Berlin, 1929).
Innerhalb des Kernes sind, je nach Chromatinkondensation, zwei unterschiedlich elektronendichte
Bereiche zu sehen. Die hellere Region befindet sich im Kernzentrum und wird von der dunkleren
Region, die an die Kernmembran grenzt, umgeben (Yamada und Sonoda, 1970a).
Heterochromatin kommt reichlich vor und in der Regel sind ein bis zwei Nukleoli vorhanden
(Hees und Tschudi, 1990). Das Zytoplasma farbt sich basophil (Norris und Cham-Berlin, 1929)
und enthilt zahlreiche eosinophile (azidophile) Granula (Liebich, 2004), die das Zytoplasma meist
ginzlich ausfiillen und teilweise sogar den Kern bedecken (Banks, 1981). Die Granula stellen
primire Lysosomen dar (Liebich, 2004) und werden vom Golgi-Apparat gebildet (Steffens, 2000).
Mit sauren Farbstoffen wie Eosin stellen sie sich orangerot bis rot dar (Hees und Tschudi, 1990),
wobei sich diese charakteristische Farbung aus ihrem Gehalt an argininreichen, stark basischen
Proteinen wie dem ,,major basic protein“ (MBP) oder dem ,,eosinophil cationic protein* (ECP)
ergibt (Jain, 1993). Bei den Schafen zeichnen sich die eosinophilen Granula teilweise durch eine
auBergewohnlich starke Elektronendichte aus, variieren in Form und Gréfe und sind von einer
Membran umgeben. Anhand von Abweichungen beziiglich der Innenstruktur unterscheiden
Yamada und Sonoda (1970) beim Schaf sechs verschiedene Granula-Typen. Typ 1 ist rund, ca.
0,6 um groB und enthélt homogenes, elektronendichtes Material. Typ 2 ist oval bis spindelformig
und durchschnittlich 1,1 um lang und 0,3 pum breit. Er besteht aus ein bis mehreren, &duBerst
elektronendichten ,,Mittelplatten und einer diese umgebende Grundsubstanz (Yamada und
Sonoda, 1970a). Diese kristalline Ultrastruktur, die teilweise schon unter dem Lichtmikroskop als
dunkler Einschluss erkennbar wird, stellt eine Besonderheit bei den eosinophilen Granula des
Schafes dar (Kramer, 2000). Typ 3 ist in der Regel rund, im Schnitt 0,7 um groB3 und enthilt
lamellenartige, konzentrisch angeordnete Strukturen, die diesem Granula-Typ das Aussehen eines
Haarballes verleiht. Typ 4 ist rund oder oval und besteht aus feinen netzartigen Strukturen
innerhalb einer homogenen Grundsubstanz. Typ 5 ist rund und beinhaltet runde, elektronendichte,
homogene Gebilde. Typ 6 ist ebenfalls rund oder oval und besteht gleichzeitig aus allen inneren
Strukturen, die bei Typ 2 - 5 beschrieben wurden. Typ 2 kommt am haufigsten vor, gefolgt von
Typ 3 und 6. (Yamada und Sonoda, 1970a). Das spérlich ausgebildete Zytoplasma der
eosinophilen Granulozyten (Kramer, 2000) enthédlt weiterhin glattes und raues endoplasmatisches
Retikulum, wenige Mitochondrien, freie Ribosomen, Polysomen, einen Golgi-Apparat (Yamada
und Sonoda, 1970a); (Rudolph und Schnabl, 1981) und Glykogenpartikel (Rudolph und Schnabl,
1981). Die diinne Zellmembran der eosinophilen Granulozyten ist generell glatt und bildet bei
manchen Zellen Pseudopodien aus (Yamada und Sonoda, 1970a). Spirlich ausgebildete

Mikrovilli werden erst unter dem Elektronenmikroskop erkennbar (Young, 2000).
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2.6.4 Aufgaben

Die genaue Funktion der eosinophilen Granulozyten ist bis zum jetzigen Zeitpunkt noch nicht
vollstindig gekldrt (Banks, 1981); (Jain, 1993); (Thrall und Weiser, 2004), sie erfiillen aber
wichtige Aufgaben in der Parasitenabwehr und der Regulierung allergischer und entziindlicher
Vorginge (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993); (Sansome et al., 2007). Dabei kann ihre
Wirkung fiir den Wirt sowohl niitzlich als auch schédigend sein (Costa et al., 1997). Ihre
Hauptfunktion besteht wahrscheinlich in der Beseitigung von Antigen-Antikorper-Komplexen

(Banks, 1981); (Liebich, 2004); (Sinowatz, 2006a).

Die eosinophilen Granulozyten werden durch die Freisetzung bestimmter Mediatoren aus
Gewebs-Mastzellen (Liebich, 2004), basophilen Granulozyten (Jain, 1993), T-Lymphozyten und
Monozyten aktiviert (Gleich et al., 1993); (Young, 2000). Nach einer kurz andauernden
Bluteosinophilie wandern sie in die betroffenen Gewebe oder Organe aus (Kraft et al., 2005). Die
regulierende Funktion der eosinophilen Granulozyten im Allergiegeschehen ergibt sich aus
mehreren Tatsachen. Neben der Phagozytose von Immunkomplexen und Mastzell-Granula {iben
sie durch Abgabe von Prostaglandinen (PGE;, PGE;) und Zink einen hemmenden Einfluss auf die
Freisetzung von Histamin, Serotonin und dem Pléttchen aktivierenden Faktor (PAF) aus den
Mastzellen aus. Die Histaminase und die Phospholipase C inaktivieren freies Histamin bzw. PAF.
Weiterhin wird durch bestimmte Faktoren die Neubildung von Histamin in den Mastzellen
unterbunden. Durch diese antihistaminischen und antiinflammatorischen Eigenschaften der
eosinophilen Granulozyten kann auch auf die Regulation eines akuten Entziindungsgeschehens
geschlossen werden. Dariiber hinaus beherbergen die eosinophilen Granula Substanzen, welche
die 6deminduzierenden Eigenschaften von Serotonin und Bradykinin hemmen (Jain, 1993).
Obwohl die eosinophilen Granulozyten zur Phagozytose befdhigt sind, miissen sie ihre
bevorzugten Ziele (z.B. Parasiten) wegen deren Grof3e auf eine andere Weise unschiadlich machen
(Young, 2000). So sezernieren sie ihre Inhaltsstoffe nach auflen ins Gewebe (Ldsch et al., 2000),
meist direkt auf das angegriffene Objekt (Young, 2000). Das MBP scheint gegen Parasiten,
darunter vor allem gegen Wiirmer, wirksam zu sein (Gleich et al., 1993); (Jain, 1993); (Young,
2000); (Sinowatz, 2006a ), indem es erst an die Parasitenmembran bindet und diese anschlieend
beschédigt (Thrall und Weiser, 2004). Zudem weist es auch eine zytotoxische Wirkung gegeniiber
Protozoen und Bakterien auf (Gleich et al., 1993); (Young, 2000). Ein Peroxidase-H,0,-
Halogenid-Komplex bildet toxische Sauerstoffmetaboliten, die an der Bekampfung von Parasiten,
Bakterien, Mykoplasmen, Pilzen, Protozoen, Viren und Tumorzellen beteiligt sind (Young, 2000).
Das ECP ist ebenfalls giftig fiir Wiirmer, Protozoen und Bakterien (Gleich et al., 1993); (Young,
2000). Sowohl das MBP als auch das ECP sowie die eosinophile Peroxidase weisen jedoch auch

eine Toxizitdt gegeniiber manchen Sadugerzellen auf, wobei sie vor allem bei den Zellen des
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respiratorischen Epithels bemerkenswerten Schaden hervorrufen konnen. Zudem ist das MBP in
der Lage, eine bronchiale Hyperreagibilitit zu induzieren (Gleich et al., 1993). Weiterhin
produzieren eosinophile Granulozyten Leukotriene (LTC4 und LTD,), die einen Bronchospasmus
auslosen konnen (Jain, 1993). Diese Eigenschaften lassen vermuten, dass die eosinophilen
Granulozyten die wichtigsten Mediatoren bei bronchialem Asthma sind (Gleich et al., 1993).
Vermutlich sind die eosinophilen Granulozyten zudem an der Koagulation und der Fibrinolyse
durch Aktivierung von Faktor XII bzw. Plasminogen beteiligt (Jain, 1993). SchlieBlich konnen sie
andere Immunreaktionen einschlieBlich der Antwort der T-Lymphozyten beeinflussen und als

Antigen priasentierende Zellen fungieren (Costa et al., 1997).

2.6.5 Zytochemische Eigenschaften

Die eosinophilen Granula enthalten eine Reihe verschiedener Substanzen (Jain, 1993). Im
Internum der Granula befindet sich das ,,major basic protein*“ (MBP) (Gleich et al., 1993); (Jain,
1993); (Costa et al., 1997); (Young, 2000); (Sinowatz, 2006a), Zink und die Phospholipase C
(Jain, 1993). Das Externum der Granula beinhaltet die eosinophile Peroxidase (EPO) (Gleich et
al., 1993); (Jain, 1993); (Costa et al., 1997); (Raskin und Valenciano, 2000); (Steffens, 2000);
(Young, 2000); (Sinowatz, 2006a), die beim Schaf eine stirkere Aktivitét als die Myeloperoxidase
der neutrophilen Granulozyten aufweist (Jain, 1967) und sich sowohl strukturell als auch
biochemisch von dieser unterscheidet (Raskin und Valenciano, 2000). Die Granulamatrix schlief3t
zusitzlich die saure Phosphatase (Jain, 1993); (Young, 2000), hydrolytische lysosomale Enzyme
(Jain, 1993), das ,,eosinophil cationic protein“ (ECP) und das ,,eosinophil-derived neurotoxin‘
(EDN) ein (Gleich et al., 1993); (Costa et al., 1997); (Young, 2000). Dariiber hinaus enthalten die
Granula unter anderem Cathepsin D und die B-Glucuronidase (Young, 2000). Die alkalische
Phosphatase kann bei den eosinophilen Granulozyten der Schafe sowohl positiv (Fey und Kuntze,
1970) als auch negativ sein (Atwal und McFarland, 1967); (Jain, 1968); (Jain, 1970); (Schnabl,
1976). Bei Wiederkduern konnen teilweise unspezifische Esterasen in den eosinophilen
Granulozyten vorkommen (Raskin und Valenciano, 2000). So wird beim Schaf sowohl von einer
Aktivitit der a-Naphthyl-Azetat-Esterase (Fey und Kuntze, 1970); (Schnabl, 1976) als auch der
Naphthol-AS-Azetat-Esterase berichtet (Fey und Kuntze, 1970). Andere Autoren hingegen
konnten unspezifische Esterasen bei den eosinophilen Granulozyten der Schafe nicht nachweisen
(Jain, 1970); (Osbaldiston und Sullivan, 1978). Die eosinophilen Granulozyten weisen generell
keine Aktivitdt der Chlorazetat-Esterase auf (Stobbe, 1970); (Raskin und Valenciano, 2000). Beim
Schaf lassen sie sich mit Sudan-Schwarz anfarben und zeigen eine positive Periodic-Acid-Schift-
Reaktion (Schnabl, 1976); (Al Izzi et al., 2007). AuBerdem produzieren sie weitere Enzyme,

darunter auch die Kollagenase, die Histaminase und die NADPH-Oxidase. Den eosinophilen
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Granulozyten fehlen im Ubrigen Lysozym, Laktoferrin und Phagozytin, die eine bakterizide

Wirkung aufweisen (Young, 2000).

2.7  Basophile Granulozyten

2.7.1 Allgemeines

Auch die basophilen Granulozyten gehoren in der Gruppe der Leukozyten zur Untergruppe der
Granulozyten (Liebich, 2004). Aufgrund &hnlicher morphologischer und funktioneller
Eigenschaften werden sie oft mit den Gewebsmastzellen gleichgestellt (Jain, 1993). Im Blut der
Saugetiere kommen sie nur sehr selten vor (Hees und Tschudi, 1990); (Liebich, 2004) und werden
im Differentialblutbild hdufig nicht gefunden (Thrall und Weiser, 2004). Beim Schaf machen sie
mit einer Anzahl von 0,05x10*/ul (0 - 0,3x10*/ul) durchschnittlich nur 0,5 % (0 - 3 %) der
gesamten Leukozyten aus (Jain, 1993); (Kramer, 2000). Eine Basophilie ist hdufig im
Zusammenhang mit einer Eosinophilie zu sehen, da bestimmte Substanzen der basophilen
Granulozyten, wie beispielsweise Histamin, chemotaktisch auf eosinophile Granulozyten wirken
und ein funktionelles Zusammenspiel beider Granulozyten-Arten angenommen wird (Jain, 1993).
Die genaue Identifizierung der basophilen Granulozyten kann sich als schwierig erweisen, wenn
die Probennahme und die Fixierung der Blutausstriche nicht optimal sind (Steffens, 2000). Um sie
gezielt im Blut nachzuweisen, ist beispielsweise die Fiarbung mit Toluidinblau sinnvoll (Jain,
1993). Die Lebensdauer der basophilen Granulozyten betrdgt im Blut in der Regel 6 - 12 Stunden,
nach Auswanderung ins Gewebe iiberleben sie dort ungefihr 12 - 14 Tage (Kraft et al., 2005).

2.7.2 Bildung

Die basophilen Granulozyten werden wahrscheinlich in dhnlicher Weise wie die neutrophilen und
die eosinophilen Granulozyten iiber mehrere Zwischenstufen im Knochenmark gebildet (Jain,
1993). Aus der pluripotenten Stammzelle, die allen Blutzellen gemeinsamen ist, geht die
myeloische Vorlduferzelle hervor (Kraft et al., 2005). Diese entwickelt sich {iber die Stadien des
Myeloblasten, des Promyelozyten, des basophilen Myelozyten, des basophilen Metamyelozyten
und des stabkernigen basophilen Granulozyten letztendlich zum reifen basophilen Granulozyten
(Liebich, 2004). Die Entwicklung im Knochenmark dauert in der Regel mindestens 2,5 Tage und
ist meist vollstindig abgeschlossen, bevor die Zellen ins Blut abgegeben werden (Scott und
Stockham, 2000). Die Produktion, die Differenzierung und das Wachstum der basophilen
Granulozyten werden vor allem durch IL3, IL5 und GM-CSF gesteuert. Diese
,Basophilopoietine werden von aktivierten T-Lymphozyten gebildet (Jain, 1993).
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2.7.3 Morphologie

Die basophilen Granulozyten erscheinen im Blutausstrich oft polyedrisch (Greenwood, 1977) und
stellen bei den Haussdaugern mit einem Durchmesser von 8 - 10 um die kleinsten Granulozyten
dar (Steffens, 2000). Der Zellkern besteht meist aus zwei oder drei (Yamada und Sonoda, 1972a);
(Greenwood, 1977); (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993), manchmal aber auch aus bis zu fiinf
Segmenten (Rudolph und Schnabl, 1981); (Rothwell et al., 1994), die beim Schaf eine eckige
Form aufweisen (Greenwood, 1977). Der Kern zeichnet sich durch eine betrdchtliche Menge an
Heterochromatin aus und Nukleoli kdnnen vorkommen (Steffens, 2000). Das Zytoplasma enthélt
zahlreiche basophile Granula (Yamada und Sonoda, 1972a), die eine runde bis ovale Gestalt
aufweisen und von einer deutlichen Membran umgeben werden. Beim Schaf sind sie laut Yamada
und Sonoda (1972) durchschnittlich 0,67 pm gro3 (Yamada und Sonoda, 1972a), Rudolph und
Schnabl (1981) hingegen beschreiben beim Schaf eine Gro3e von bis zu 1,5 pm (Rudolph und
Schnabl, 1981). Anhand ihrer Elektronendichte und ihrer inneren Struktur unterscheiden Yamada
und Sonoda (1972) drei verschiedene Granula-Typen. Typ A zeichnet sich durch eine dichte,
homogene Struktur aus. Typ B hingegen weist einen dichten, grob granuldren Inhalt und Typ C
einen weniger dichten, fein granuldren Inhalt mit einer netzartigen Innenstruktur auf. Typ A
kommt seltener vor als Typ B oder Typ C (Yamada und Sonoda, 1972a). Die basophilen Granula
farben sich im Blutausstrich in der Regel dunkler an als der Kern (Banks, 1981) und iiberlagern
diesen hiufig (Banks, 1981); (Kramer, 2000). Sie sind wasserloslich (Yamada und Sonoda,
1972a); (Jain, 1993); (Steffens, 2000) und verschwinden daher oft in unfixierten Blutausstrichen.
In schwach fixierten Ausstrichen kénnen sie schmutzig (Jain, 1993) oder teilweise vakuolisiert
erscheinen (Jain, 1993); (Steffens, 2000), manchmal aber auch in der Anzahl vermindert sein
(Jain, 1993); (Rothwell et al., 1994). Die fiir basophile Granulozyten und Mastzellen
charakteristische Metachromasie (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993); (Costa et
al., 1997) beschreibt die Fahigkeit, durch basische Farbstoffe in einen anderen Farbton angefarbt
zu werden, als dem der angebotenen Firbelosung (Pschyrembel, 2002) und resultiert aus einem
hohen Gehalt an sulfatierten Glykosaminoglykanen (Jain, 1993); (Scott und Stockham, 2000).
Das Zytoplasma enthilt weiterhin Ribosomen, Polyribosomen, Glykogenpartikel, Mikrotubuli,
Aktinfilamente, Intermedidrfilamente (Steffens, 2000), Mitochondrien, endoplasmatisches
Retikulum (Yamada und Sonoda, 1972a); (Steftfens, 2000) und einen diirftig entwickelten Golgi-
Apparat, in dessen Nihe ein oder zwei Zentriolen vorkommen konnen (Yamada und Sonoda,
1972a). Die diinne Zytoplasmamembran (Yamada und Sonoda, 1972a) ist scharf umrissen und

tragt zahlreiche Falten und Mikrovilli (Jain, 1993); (Steffens, 2000).
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2.7.4 Aufgaben

Uber die funktionelle Bedeutung der basophilen Granulozyten ist bis jetzt noch wenig bekannt
(Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (Thrall und Weiser, 2004). Sie zeigen nur eine sehr
geringe Beweglichkeit und Phagozytosefdhigkeit (Hees und Tschudi, 1990). Es ist jedoch
bewiesen, dass sie fiir allergische und entziindliche Prozesse bestimmte Mediatoren wie Histamin,
Heparin oder Leukotriene freisetzen (Hees und Tschudi, 1990), wenn spezifische Antigene und
Immunglobulin E (IgE) an bestimmte Rezeptoren auf der Plasmamembran der basophilen
Granulozyten binden. Eine Aktivierung der Zelle mit Freisetzung des Granulainhalts kann aber
auch durch verschiedene biologische Stimuli (z. B. Produkte der Komplement-Aktivierung,
Zytokine) oder chemische Substanzen (z. B. Insektengifte, Kalzium-lonophore) hervorgerufen
werden (Costa et al., 1997). Eine der wichtigsten Aufgaben der basophilen Granulozyten ist das
Auslosen einer sofortigen Hypersensitivitdtsreaktion bei allergischen Prozessen (Jain, 1993).
Diese Reaktion wird durch die Interaktion von gebundenem, antigenspezifischem IgE auf der
Oberfliche der basophilen Granulozyten und/oder Mastzellen mit bestimmten multivalenten
Antigenen ausgelost. Die physiologischen Effekte sind auf die mediatorbedingten Reaktionen der
Zielzellen, beispielsweise des GefaBendothels, der glatten Muskulatur, der Driisen oder der
Leukozyten zuriickzufiihren (Costa et al., 1997). Das aus den Granula freigesetzte Histamin wirkt
gefiflerweiternd (Kraft et al.,, 2005) und fiihrt durch Erhohung der GefdBpermeabilitdt (Jain,
1993); (Scott und Stockham, 2000) zu einem Fliissigkeitsaustritt aus den Gefialen (Kraft et al.,
2005). Die basophilen Granulozyten beeinflussen zudem Koagulation und Fibrinolyse (Jain,
1993). So hemmt Heparin die Blutgerinnung (Kolb, 1991); (Scott und Stockham, 2000); (Liebich,
2004) und hat demzufolge eine gewisse Schutzwirkung gegen die disseminierte intravasale
Gerinnung (Kraft et al., 2005). Aber auch die Bereitstellung von Leukotrienen stellt eine wichtige
Aufgabe der basophilen Granulozyten dar. Diese fungieren bereits in sehr geringen
Konzentrationen als Mediatoren bei Entziindungsprozessen (Sinowatz, 2006a). Da die basophilen
Granulozyten weiterhin das ,,major basic protein‘“ (MBP) enthalten (Scott und Stockham, 2000),
wird ithnen auch eine Wirkung gegen Ektoparasiten (z.B. Zecken) zugeschrieben (Costa et al.,
1997). Den basophilen Granulozyten und den Mastzellen ist der Gehalt an Heparin und Histamin
(Liebich, 2004) sowie die IgE-Rezeptoren auf der Plasmamembran gemeinsam (Jain, 1993);
(Costa et al., 1997); (Marone et al., 1997). Eine weitere Besonderheit beider Zellarten ist die
Féhigkeit, ihre Granula nach der Degranulation zu resynthetisieren (Jain, 1993). Nicht umsonst
werden die basophilen Granulozyten deshalb auch oft als ,,Blutmastzellen* bezeichnet (Hees und
Tschudi, 1990); (Sinowatz, 2006a). Es gibt aber keinen Beweis dafiir, dass basophile
Granulozyten ins Gewebe auswandern und sich dort zu Gewebsmastzellen transformieren (Thrall
und Weiser, 2004). Auflerdem sind die basophilen Granulozyten im Gegensatz zu den Mastzellen

Peroxidase-negativ (Jain, 1993).
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2.7.5 Zytochemische Eigenschaften

Der Inhalt der basophilen Granula variiert ja nach Spezies (Jain, 1993). In der Regel enthalten sie
Histamin, Heparin (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (Kolb, 1991); (Jain, 1993);
(Steffens, 2000); (Liebich, 2004); (Thrall und Weiser, 2004); (Kraft et al., 2005); (Sinowatz,
2006a), Proteoglykane (Costa et al., 1997) und das MBP (Gleich et al., 1993); (Costa et al., 1997);
(Scott und Stockham, 2000). AuBBerdem weisen sie B-Glucuronidase, Elastase (Costa et al., 1997);
(Scott und Stockham, 2000) und Cathepsin auf (Scott und Stockham, 2000). Die alkalische
Phosphatase ist in den Granula nur teilweise vorhanden (Jain, 1993). Aktivierte Zellen
produzieren neben den inflammatorischen Metaboliten der Arachidonsdure (Costa et al., 1997),
wie Thromboxan A, oder Leukotriene, auch PAF (Jain, 1993). Die basophilen Granulozyten der
Schafe besitzen keine Peroxidase (Jain, 1993); (Raskin und Valenciano, 2000); (Al Izzi et al.,
2007). Auch die saure Phosphatase, saure Hydrolasen (Jain, 1993) und die bei den Mastzellen
vorkommende Tryptase fehlt ihnen. Eine Aktivitit der Chlorazetat-Esterase ist in der Regel
ebenso nicht nachweisbar (Jain, 1993); (Scott und Stockham, 2000). Die basophilen Granulozyten
der Schafe lassen sich mit Sudan-Schwarz anfiarben und zeigen eine positive Periodic-Acid-

Schiff-Reaktion (Al Izzi et al., 2007), die jedoch nicht glykogenbedingt ist (Stobbe, 1970).

3. Enzymhistochemie

3.1 Definition und Anwendung

Die Enzymbhistochemie dient der exakten Lokalisation von Enzymen in Zellen und Geweben
(Sinowatz, 2006b). Enzyme stellen ubiquitidr verbreitete, katalytisch wirksame Proteine dar,
welche die chemische Reaktionen im Stoffwechselgeschehen der Zellen und Gewebe ermdglichen
(Romeis, 2010). Enzymhistochemische Methoden haben demnach das Ziel, Stoffwechselvorgidnge
in der Zelle darzustellen und bestimmte Zellstrukturen aufgrund ihrer charakteristischen

Enzymausstattung zu identifizieren (Sinowatz, 2006b).

3.2 Technik

Enzyme konnen durch verschiedene Methoden nachgewiesen werden, wobei die héufigste
Technik der Nachweis der enzymatischen Aktivitit darstellt. Bei dieser Methode wird im
Allgemeinen ein wasserlosliches Substrat angeboten, aus dem durch die Enzymreaktion ein oder
mehrere wasserunlosliche Produkte entstehen. Diese werden anschlieBend sichtbar gemacht

(Romeis, 2010), indem eines der Spaltprodukte durch Zufiigen eines weiteren Reagenz in einen
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unldslichen Komplex iibergefiihrt wird. Dieser zeigt sich als Niederschlag am Ort der
Enzymaktivitit und kann unter dem Licht- oder Elektronenmikroskop betrachtet werden
(Sinowatz, 2006b). Die simultane  Azokupplungsreaktion stellt eine  wichtige
Prizipitationsmethode zum Nachweis der enzymatischen Aktivitit dar. Sie umfasst zwei Schritte:
auf die Umsetzung eines Substrats (Naphthol-, Naphtylamin-, Indoxyl- oder Indolylamin-
Derivate) durch das entsprechende Enzym (primdre Reaktion) folgt die Prézipitationsreaktion
durch Zugabe eines Diazoniumsalzes oder hexazotierten Pararosanilins. Diese reagieren mit dem
primdren Reaktionsprodukt und es entsteht ein unldslicher Azofarbstoff (sekundédre Reaktion)
(Lojda et al., 1979). Die Farbe des entstandenen Farbkomplexes ist abhéngig von der Art des
eingesetzten Salzes. Fast Blue fiihrt zu einer blauen, Fast Red hingegen zu einer roten Farbung.
Bei Verwendung hexazotierten Pararosanilins anstatt eines Salzes entsteht ebenfalls ein rotes
Reaktionsprodukt (Romeis, 1989). Neben den Prézipitationsreaktionen gibt es viele weitere
Methoden zum Nachweis von Enzymen, beispielsweise sukzessive Azokupplungsreaktionen
(Lojda et al., 1979), Synthesereaktionen und Substratfilmverfahren (Lojda et al., 1979);
(Sinowatz, 2006b). Dariiber hinaus kann man die antigenen Eigenschaften des Enzymproteins
(Immunhistochemie) nachweisen, die die zellulire Lokalisation anzeigen, jedoch keinen
Riickschluss auf die Aktivitit des Enzyms zulassen. Zudem kann die spezifische Bindung von
markierten Hemmsubstanzen oder anderen Substraten nachgewiesen werden (Romeis, 2010). Die
Vorbehandlung des Priparates hat einen bedeutenden Einfluss auf den Nachweis eines Enzyms
(Sinowatz, 2006b); (Romeis, 2010). Es sollten moglichst immer frische Proben verwendet

werden, eine Fixierung kann zu einer Inaktivierung der Enzymaktivitét fiihren (Romeis, 2010).

Aus dem groBlen Spektrum der enzymhistochemischen Nachweismethoden sollen nun kurz jene

Techniken dargestellt werden, die auch in meiner Arbeit angewendet werden.

3.2.1 Phosphatasen

Phosphatasen gehoren zur Gruppe der Hydrolasen, wobei die saure und die alkalische
Phosphatase im Speziellen zu den Hydrolasen der Phosphomonoester gehoren: Monoester der o-

Phosphorsdure + H,O < Alkohol + Orthophosphat (Lojda et al., 1979).

Die saure Phosphatase kommt in erythroiden Vorlduferzellen, Megakaryozyten, Thrombozyten,
Lymphozyten, Plasmazellen, Monozyten und Granulozyten vor, wobei bei den Erythrozyten und
den Leukozyten verschiedene, fiir die jeweiligen Zellen charakteristische, Isoenzyme existieren
(Raskin und Valenciano, 2000). Thr Nachweis dient vor allem der Darstellung des lysosomalen
Apparates (Romeis, 1989). Das pH-Optimum fiir die Enzymaktivitit liegt in der Regel zwischen 4
und 5 (Lojda et al., 1979). Die héufigste Nachweismethode fiir die saure Phosphatase stellt das



Il Literaturiibersicht 45

Azokupplungsverfahren dar (Romeis, 1989), wobei als Substrat unter anderem Naphthol-AS-BI-
Phosphat zum Einsatz kommen kann (Lojda et al., 1979); (Romeis, 1989). Die alkalische
Phosphatase dient als Marker der neutrophilen Granulozyten (Romeis, 1989). Das pH-Optimum
fiir die Enzymaktivitét liegt generell im stark alkalischem Bereich (Lojda et al., 1979); (Romeis,
1989), beim Schaf im Speziellen bei pH 9,0 - 9,2 (Rausch und Moore, 1975). Das Enzym wird
durch verschiedene Ionen (Mg®", Mn*", Zn*", Co*") aktiviert (Lojda et al., 1979), wobei bei
Schafen vor allem Mg”" fiir die maximale Aktivitit bendtigt wird (Rausch und Moore, 1975).
Phosphat- und Arsenatanionen hingegen inhibieren die Enzymaktivitit (Lojda et al., 1979). Die
Methode der Wahl fiir den Enzymnachweis stellt das Azokupplungsverfahren dar (Romeis, 1989).

3.2.2 Peroxidasen

Peroxidasen stellen Himproteine dar und katalysieren die Oxidation verschiedener Substanzen in
Anwesenheit von Wasserstoffperoxid, das dabei zu Wasser reduziert wird (Romeis, 1989):
Donator + H,O, — oxidierter Donator + 2 H>O (Lojda et al., 1979). Sie dienen als Marker fiir
neutrophile und eosinophile Granulozyten sowie Monozyten (Raskin und Valenciano, 2000). Die
Peroxidase der neutrophilen Granulozyten und der Monozyten wird als Myeloperoxidase (MPO)
bezeichnet, jene der eosinophilen Granulozyten als eosinophile Peroxidase (EPO) (Daimon et al.,
1985). Fiir den Nachweis der Enzyme sollten moglichst immer frische Priparate verwendet
werden, da die MPO &duBerst empfindlich ist und die Enzymaktivitit mit der Zeit nachldsst
(Raskin und Valenciano, 2000). Die am meisten angewendete Technik zum Nachweis der
Peroxidasen ist die Diaminobenzidinmethode nach Graham und Karnovsky (1966), bei der
Diaminobenzidin oxidiert wird (Romeis, 1989). Benzidingemische zeichnen sich im Allgemeinen
durch ihre hohe Sensitivitdt zum Enzymnachweis aus, sie stellen jedoch potente Karzinogene dar

(Raskin und Valenciano, 2000).

3.23 B-Glucuronidase

Die B-Glucuronidase z&hlt zu den sauren Hydrolasen und katalysiert folgende Reaktion: /-
Glucuronid + H,O < Glucuronat + Aglykon (Lojda et al., 1979). Sie kommt in Thrombozyten
(Jain, 1993), Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten vor (Raskin und Valenciano, 2000),
wobei sie in den Lysosomen, im endoplasmatischen Retikulum (Lojda et al., 1979) und in den
Mikrosomen lokalisiert ist. Das pH-Optimum fiir die Enzymaktivitit liegt zwischen 4,4 und 5,4
(Lorbacher et al., 1967). Die Methode der Wahl zum Enzymnachweis stellt die simultane
Azokupplungsreaktion nach Hayashi et al. (1964) dar. Als Substrat dient hierbei Naphthol AS-BI
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B-Glucuronid, das eine sehr hohe Hydrolyserate aufweist und eine dullerst genaue Lokalisierung

der Enzymaktivitit ermdglicht (Lojda et al., 1979).

3.24 Esterasen

Esterasen lassen sich generell in unspezifische und spezifische Esterasen einteilen (Raskin und
Valenciano, 2000). Stobbe (1970) definiert die unspezifischen Esterasen als solche Enzyme, die
bei den Substraten a-Naphthyl-Azetat und Naphthol-AS-Azetat eine Esterase-Aktivitdt aufweisen
(Stobbe, 1970). Zu den spezifischen Esterasen zéhlt unter anderem die Chlorazetat-Esterase. Die
beiden Gruppen der Esterasen konnen biochemisch durch Separation ihrer Isoenzyme mittels
Gelelektrophorese unterschieden werden (Raskin und Valenciano, 2000), zudem sind die
spezifischen Esterasen resistent gegeniiber eine Hemmung durch Natrium-Fluorid (Romeis,

1989); (Raskin und Valenciano, 2000).

Die unspezifischen Esterasen zdhlen zu den Carboxylester-Hydrolasen (Lojda et al., 1979) und
sind im endoplasmatischen Retikulum, in den Lysosomen, in den Mitochondrien und im
Hyaloplasma lokalisiert (Lojda et al., 1979). In der Regel zeigen Erythrozyten, Thrombozyten,
(Fey und Kuntze, 1970), T-Lymphozyten (Jain, 1993), Monozyten und Granulozyten eine
Enzymaktivitit (Raskin und Valenciano, 2000). Der Name ,,unspezifische Esterasen beruht auf
der Tatsache, dass sie eine hohe Bandbreite ihrer Substratspezifitit aufweisen und ihre Aktivitdt in
unterschiedlichen pH-Bereichen nachzuweisen ist (Raskin und Valenciano, 2000). Das pH-
Optimum der meisten unspezifischen Esterasen liegt zwischen 5,0 und 8,0 (Lojda et al., 1979).
Ristau et al. (1985) verwendeten zum Nachweis der a-Naphthyl-Azetat-Esterase einen pH-Wert
von 5,8 (Ristau et al., 1985), Osbaldiston und Sullivan (1978) erzielten beim Schaf mit einem pH-
Wert zwischen 6,0 und 6,5 das beste Firbeergebnis (Osbaldiston und Sullivan, 1978). Zum
Enzymnachweis werden meist Azokupplungsreaktionen durchgefiihrt, wobei die angewendeten
Substrate Ester von einfachen oder substituierten Naphtholen oder Indoxylen darstellen, die auch
von Cholinesterasen oder manchen Peptidasen hydrolysiert werden konnen (Lojda et al., 1979).
Die Chlorazetat-Esterase ist dulerst substratspezifisch (Stobbe, 1970) und stellt einen Marker fiir
die neutrophilen Granulozyten und deren Vorlduferzellen dar (Romeis, 1989). Sie liefert
spezifischere Ergebnisse als die Peroxidase, weist jedoch eine geringere Sensitivitit auf (Raskin
und Valenciano, 2000). Der Enzymnachweis erfolgt vor allem mittels Azokupplungsverfahren
(Romeis, 1989), wobei die Reaktion vermutlich durch das Zusammenwirken mehrerer Enzyme,
wie beispielsweise Chymotrypsin und Elastase, zustande kommt. Diese hydrolysieren Ester, die
mit dem Substrat Naphthol-AS-D-Chlorazetat verbunden sind (Raskin und Valenciano, 2000).
Osbaldiston und Sullivan (1978) erzielten bei einem pH-Wert zwischen 5,5 bis 6,5 das beste
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Férbeergebnis (Osbaldiston und Sullivan, 1978).

3.3  Enzymausstattung der ovinen Blutzellen

Auf die zytochemischen Eigenschaften der Blutzellen wurde bereits bei der Charakterisierung der
einzelnen Zellen in dieser Arbeit eingegangen. In diesem Kapitel erfolgt deshalb lediglich eine
tabellarische Zusammenfassung (vgl. Tab. I1.2) der enzymatischen Ausstattung der Blutzellen des
Schafes im Hinblick auf die Phosphatasen, die Peroxidase, die B-Glucuronidase und die Esterasen.
Dabei wurden verschiedene Quellen beriicksichtigt (Atwal und McFarland, 1967); (Jain, 1967);
(Gajanna und Nair, 1968); (Jain, 1968); (Fey und Kuntze, 1970); (Jain, 1970); (Diallo et al.,
1975); (Rausch und Moore, 1975); (Schnabl, 1976); (Osbaldiston und Sullivan, 1978); (Daimon et
al., 1985); (Ristau et al., 1985); (Styrt, 1989); (Buchta, 1990); (Gleich et al., 1993); (Jain, 1993);
(Bienzle, 2000); (Raskin und Valenciano, 2000); (Scott und Stockham, 2000); (Smith, 2000);
(Steffens, 2000); (Young, 2000); (Olivier et al., 2001); (Sinowatz, 2006a); (Al Izzi et al., 2007).

Tabelle 11.2: Enzymatische Ausstattung der Blutzellen des Schafes

AP SP POX BG CAE NSE

Erythrozyten - -/x - - X
Thrombozyten - X - X - X
Lymphozyten - X - X - -/x
Monozyten - X -/x X -/x X
Neutrophile Granulozyten X X X X X -/x
Eosinophile Granulozyten -/x X X X - -/x
Basophile Granulozyten - - X -

AP = Alkalische Phosphatase, SP = Saure Phosphatase, POX = Peroxidase, PG = B-
Glucuronidase, CAE = Chlorazetat-Esterase, NSE = unspezifische Esterasen, x = Enzymaktivitét
nachgewiesen, - = Enzymaktivitdt nicht nachgewiesen, Griin = in Literatur speziell zum Schaf,
Blau = in Literatur generell zu den Haussdugetieren

4. Immunhistochemie

4.1 Definition und Anwendung

Die Immunhistochemie dient dem Nachweis von Oberflichenantigenen, zytoplasmatischen
Antigenen und Kernantigenen mit Hilfe von Antikdrpern (Freund, 2008), sie basiert also auf
Antigen-Antikorper-Reaktionen (Kolb, 1991); (Welsch und Sobotta, 2003). Antikorper gehoren,
wie bereits in Kapitel 2.3.4 erwidhnt, zum humoralen Immunsystem und schiitzen den Korper vor

fremden Substanzen. Antigene hingegen sind Proteine, Glykoproteine, Lipoproteine oder
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Polysaccharide, die vom Immunsystem erkannt werden. Das Epitop, auch als antigene
Determinante bezeichnet, stellt den Bereich des Antigens dar, an den der Antikorper spezifisch
bindet. Auf einem Antigen kommen meist viele verschiedene Epitope vor, wodurch die Bindung
unterschiedlicher ~ Antikorper moglich wird (Romeis, 2010). Immunhistochemische
Féarbemethoden spielen sowohl in der biologisch-medizinischen Forschung als auch in der

histopathologischen und zytopathologischen Diagnostik eine grof3e Rolle (Denk, 1989).

4.2 Technik

Die Immunhistochemie beruht im Allgemeinen darauf, dass eine Probe mit dem nachzuweisenden
Antigen mit einer Losung inkubiert wird, die einen spezifischen Antikorper gegen das gesuchte
Antigen enthilt (Welsch und Sobotta, 2003). Es kann grundséatzlich zwischen der direkten und der
indirekten Methode unterschieden werden (Denk, 1989); (Kolb, 1991); (Sinowatz, 2006b). Bei
der direkten Methode wird der spezifische Antikorper direkt auf das Préparat aufgebracht und
bindet an das spezifische Antigen. Bei der indirekten Methode wird die Empfindlichkeit des
immunzytochemischen Nachweises erhoht, indem zunichst ein spezifischer, unmarkierter
Antikorper gegen das gesuchte Antigen auf den Ausstrich aufgetragen wird. Nach Abspiilen des
Priparats folgt die Zugabe von markierten Antikorpern, die gegen die zuerst aufgetragenen
Antikorper gerichtet sind. Diese Anti-Antikorper stammen aus dem Serum einer anderen Tierart
(Sinowatz, 2006b). Die hohere Empfindlichkeit ist dadurch bedingt, dass jeder Antikorper des
ersten Sdugers mehrere Anti-Antikorper binden kann (Kolb, 1991). Die Antikorper konnen auf
verschiedene Weise markiert werden, um die Bindung des Antigens nachzuweisen. Die
Immunfluoreszenz beschreibt die Kopplung der Antikorper an Fluoreszenzfarbstoffe
(Fluorochrome), wie beispielsweise FITC  (Fluoreszeinisothiocyanat) oder TRITC
(Tetramethylrhodaminisothiocyanat), die bei Licht einer bestimmten Wellenlénge gelb-griin bzw.
rot fluoreszieren (Denk, 1989). Die Fluoreszenzfiarbung hat den Nachteil, dass die Priparate
relativ schnell ausbleichen (Denk, 1989); (Freund, 2008) und zur Darstellung ein
Fluoreszenzmikroskop notwendig ist. Die Antikorper konnen weiterhin durch verschiedene
Enzyme (immunenzymatische Methode) oder kolloidale Goldpartikel (Immuno-Gold-Reaktion)
markiert werden (Denk, 1989). Die Avidin-Biotin-Technik ist ein héufig angewendetes
Verfahren, das im Vergleich zu anderen immunhistochemischen Methoden ein stdrkeres Signal
liefert (Romeis, 2010). Dabei nutzt man die hohe Bindungsaffinitdit des Hiihnereiweil3-
Glykoproteins Avidin zum Vitamin Biotin. Anstelle des Avidins kann ebenso das aus
Streptomyces Avidinii stammende Protein Streptavidin eingesetzt werden. Es werden biotinylierte
Antikdrper verwendet, wobei bei der direkten Methode der primare Antikorper, bei der indirekten

Methode hingegen der sekundidre Antikorper biotinyliert ist (Denk, 1989); (Romeis, 2010).
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Avidin oder Streptavidin bilden mit einem biotinylierten Marker einen Komplex, wobei maximal
drei Biotinmolekiile an ein Avidin- bzw. Streptavidinmolekiil gebunden werden konnen und die
vielen markierten Biotinmolekiile durch Avidin- bzw. Streptavidinmolekiile zusammengehalten
werden. Dieser ABC (Avidin-biotin-complex) wird nach der Antikdrperinkubation auf das
Praparat gegeben und bindet an den biotinylierten Antikorper. Streptavidin wird in der
Anwendung bevorzugt, da es sich durch eine hohere Sensitivitidt auszeichnet und eine geringere
unspezifische Hintergrundmarkierung verursacht. Da es im Gegensatz zu Avidin nicht
glykosyliert ist, reagiert es nicht mit Lektinen oder anderen Kohlenhydrat bindenden Proteinen im
Priaparat (Romeis, 2010). Die Spezifitit der Antikorper und die Stabilitét der nachzuweisenden
antigenen Komponenten sind wesentliche Voraussetzungen fiir die Qualitit der Untersuchung
(Denk, 1989). Die Préparate sollten innerhalb von 24 Stunden verarbeitet werden, um intakte
Oberflachenstrukturen zu bewahren (Freund, 2008). Die spezifischen Antikorper werden durch
Immunisierung eines Tieres (z.B. Kaninchen, Schaf, Maus, Huhn) gewonnen (Sinowatz, 2006b).
Generell kann zwischen polyklonalen und monoklonalen Antikérpern unterschieden werden. Die
polyklonalen Antikdrper sind gegen unterschiedliche Determinanten des Antigens gerichtet und
fihren deshalb durch Kreuzreaktionen teilweise zu falsch-positiven Ergebnissen, die
Empfindlichkeit ist jedoch sehr hoch. Die monoklonalen Antikérper hingegen richten sich nur
gegen ein Epitop des Antigens und sind somit sehr spezifisch. Der Nachteil hingegen besteht in
der geringeren Sensitivitdt und Stabilitidt. Bei schlechter Antigenerhaltung, wie beispielsweise

nach routinemiBiger Fixation, konnen sich falsch-negative Ergebnisse ergeben (Denk, 1989).

4.3 Immunhématologische Differenzierung von Lymphozyten

Die B- und T-Lymphozyten und deren Untergruppen konnen im Allgemeinen anhand ihrer
Zelloberflache, ihrer Funktion und bestimmter Enzymaktivititen unterteilt werden (Jain, 1993).
Die Immunhimatologie befasst sich mit antigenen Strukturen auf den Blutzellen und Krankheiten
des Blutes, die aus Antigen-Antikorper-Reaktionen resultieren. Sie ist von grofer Bedeutung fiir
Bluttransfusionen und Organtransplantationen und wichtig fiir die Untersuchung der Rolle des
Immunsystems bei verschiedenen Krankheiten. Die antigenen Strukturen auf den Leukozyten
konnen in Histokompatibilitits-, Blutgruppen- und Leukozyten-spezifische Antigene unterteilt
werden (Jain, 1993). In diesem Kapitel wird jedoch nur auf die Strukturen der Zelloberflache zur

Unterscheidung der Lymphozyten eingegangen.

Die Oberfliche der Lymphozyten ist, je nach Lymphozytenart, mit dem B-Zell-Rezeptor (BCR)
oder T-Zell-Rezeptor (TCR) besetzt, die beide zur Klasse der Immunglobulin-Superfamilie
gehoren. Der BCR kann im Gegensatz zum TCR auch ein Antigen binden, wenn er sich in

16slicher Form (als Antikorper) in Korperfliissigkeiten befindet. Sowohl die einzelnen B-Zellen
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als auch die einzelnen T-Zellen tragen zahlreiche identische BCRs bzw. TCRs, weshalb ein
Lymphozyt immer nur ein einziges Antigen erkennen und binden kann (Tizard, 2000). Die auf der
Oberfliche der B-Lymphozyten vorkommenden Immunglobuline (Ig) (Ey, 1973b); (Outteridge,
1985); (Jain, 1993); (Naessens, 1997); (Liebich, 2004) repridsentieren den BCR (Ey, 1973b);
(Tizard, 2000). Ey (1973) beschreibt beim Schaf sowohl IgM als auch zu einem geringeren Teil
IgG auf der Oberfliche von Lymphozyten (Ey, 1973a); (Ey, 1973b), Naessens (1997) hingegen
konnte bei Schafen ausschlieBlich IgM auf der Membran der B-Lymphozyten nachweisen
(Naessens, 1997). Der TCR stellt ein Heterodimer mit hochvariablen aff- oder yd-Ketten dar
(Evans et al., 1994); (Liebich, 2004). Bei den meisten Haussdugern tragen die T-Lymphozyten
einen TCR aus af-Ketten (Losch et al., 2000), bei Schafen hingegen kommen auch T-Zellen mit
einen TCR aus yo-Ketten vor (Hein und Mackay, 1991); (Losch et al., 2000). yo-T-Zellen weisen
weder CD2 noch CD4 oder CD8 auf (Evans et al., 1994); (Tizard, 2000). Der GroBteil dieser
Lymphozytenpopulation trégt jedoch das Oberflaichenmolekiil T19 (Hein und Mackay, 1991);
(Evans et al., 1994); (Pillai et al., 2007), lediglich 1 - 3 % der y6-T-Zellen fehlt dieses Molekiil
(Hein und Mackay, 1991). T19 wird speziell beim Schaf auch als ,,ovine workshop cluster 1%
(OvWC1) bezeichnet. WC-Antigene stellen im Allgemeinen Oberflichenmolekiile dar, zu denen
weder beim Mensch noch bei der Maus ein Homolog identifiziert werden konnte (Tizard, 2000).
Die Zahl der ap-T-Zellen und der y3-T-Zellen im Blut variiert mit dem Alter der Schafe (Hein
und Mackay, 1991); (Tizard, 2000). Wéhrend der ersten beiden Lebenswochen nimmt die Zahl
der y8-T-Zellen rasch zu (Hein und Mackay, 1991) bis diese bis zu 60 % des T-Zell-Pools
ausmachen. Mit zunehmenden Alter nimmt deren Zahl wieder ab, bis sie mit einem Alter von 5
Jahren nur noch 5 % der T-Zellpopulation ausmachen (Tizard, 2000). Bei adulten Wiederkduern
sind somit die of}-T-Zellen vorherrschend (Hein und Mackay, 1991). Der Grund fiir das
vermehrte Vorkommen der y5-T-Zellen bei den groen Haussdugern nach der Geburt scheint die
Sicherstellung einer frithen zellvermittelten Immunantwort zu sein, da deren Immunglobuline die
Plazenta nicht durchqueren und die yo-T-Zellen unter den T-Zellen am stéirksten reagieren und

zudem zytotoxische Wirkungen aufweisen (Tizard, 2000).

Die Untergruppen der B- und T- Zellen werden meist anhand spezifischer Zellmembranantigene,
ndamlich den bereits erwidhnten CD-Antigenen (siche Kapitel 2.3.3) unterschieden (Jain, 1993).
Die Entwicklung monoklonaler Antikdrper revolutionierte die Art der Untersuchung des
Immunsystems (Mackay, 1988). Deren Einsatz ermdoglicht die genaue Charakterisierung der
einzelnen Oberflaichenmolekiile und somit die Differenzierung der verschiedenen Lymphozyten-
Subpopulationen (Hein und Mackay, 1991). So exprimieren T-Helferzellen CD4, zytotoxische T-
Zellen hingegen CDS8 (Davis und Hamilton, 1998); (Tizard, 2000); (Thrall und Weiser, 2004);
(Sinowatz, 2006a). Mackay (1988) berichtet {iber dreizehn verschiedene Leukozytenmolekiile
beim Schaf (Mackay, 1988). Die Tabelle I1.3 zeigt eine Zusammenfassung seiner Ergebnisse.
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Tabelle I1.3: Leukozytenmolekiile des Schafes

Leukozytenmolekiil Vorkommen

CD1 (T6) Thymozyten, dendritische Zellen, manche B-Zellen
CD2 T-Zellen

CD3 (T3) T-Zellen

CD4 (T4) 60 % der T-Zellen, Thymozyten

CDS5 (T1) T-Zellen, Thymozyten, manche B-Zellen

CDS (T8) 30 % der T-Zellen, Thymozyten

CD44 (Pgp-1) Lymphozyten, Thymozyten, Makrophagen, Granulozyten
CD45 (LCA) alle Leukozyten

B5-5 T-Zellen, reife B-Zellen, Thymozyten

LCAp220 B-Zellen

TI11TS T-Zellen (Ligand fiir CD2)

T19 10 - 30 % der T-Zellen (CD4", CDS")

T80 T-Zellen

Pgp-1 = phagocyte glycoprotein-1, LCA = leukocyte common antigen, T11TS = T11 target
structure

Im Jahre 1993 wurden vierzehn ovine CD-Antigene bei den Leukozyten identifiziert, ndmlich
neben den von Mackay (1988) bereits beschriebenen CD1, CD2, CD4, CD5, CD8, CD44 und
CD45 zusitzlich CD6 (T12) bei T-Zellen und Thymozyten, CD25 bei aktivierten T-Zellen,
CDl11a, CD11b, CD1l1c, CD18 und CD45R. Weiterhin wurden sechs WC-Antigene, ndmlich
neben WC1 auch WC2 bei T-Zellen, WC3 und WC4 bei B-Zellen und dendritischen Zellen, WC6
und WC9 beschrieben (Hopkins et al., 1993). T-Lymphozyten tragen auf ihrer Zelloberfliche
gewoOhnlich das Theta-Antigen (Thy-1) (Banks, 1981), dessen Vorkommen jedoch bei den
verschiedenen Spezies variiert (Davis und Hamilton, 1998); (Tizard, 2000). Zudem dient CD3 als
Marker fiir alle T-Zellen, da der TCR immer mit dem so genannten CD3-Komplex assoziiert ist

(Tizard, 2000).

5. Zytoskelett

5.1  Aufbau des Zytoskeletts

Das Zytoskelett stellt ein dreidimensionales Geflecht aus Filamenten und Mikrotubuli in
eukaryotischen Zellen dar (Pschyrembel, 2002). Es organisiert das Zellinnere und teilt es in
verschiedene Doménen auf. Den Grofteil bildet eine Matrix im gesamten Zytoplasma. Die zweite
Region stellt das auf der Innenseite der Plasmamembran lokalisierte Membranskelett dar.
SchlieBlich befinden sich zytoskelettale Elemente in der perinukledren Region (Georgatos und

Marchesi, 1985). Das Zytoskelett setzt sich aus drei Hauptkomponenten zusammen, nidmlich den
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Aktinfilamenten (Mikrofilamenten), den Intermediérfilamenten und den Mikrotubuli (Pruss et al.,
1981); (Fuchs und Weber, 1994); (Xu et al., 2009). Diese werden wiederum von drei
verschiedenen Proteinfamilien gebildet (Alberts et al., 2004); (Khismatullin, 2009). Aber auch das
an Bewegungsprozessen vieler Zellen beteiligte Myosin kann dem Zytoskelett zugeordnet werden

(Welsch und Sobotta, 2003).

Das Aktinfilamentsystem kommt in allen eukaryotischen Zellen vor (Vicente-Manzanares et al.,
2002). Aktin ist Bestandteil der Muskelfasern und der Mikrofilamente des Zytoskeletts
(Pschyrembel, 2002) und macht in nicht-muskulidren Zellen ca. 10 % des zytoplasmatischen
Proteingehalts aus (Richelme et al., 1996). In der Zelle liegen das Monomer G-Aktin (globuléres
Aktin) und das Polymer F-Aktin (filamentdres Aktin) im Gleichgewicht (Pschyrembel, 2002). Die
Aktinfilamente haben einen Durchmesser von 5 - 9 nm und werden durch zwei helikal
umeinander gewundene Protofilamente gebildet. Sie treten als flexible Gebilde in Erscheinung,
die sich zu linearen Biindeln oder flichigen Netzen organisieren (Alberts et al., 2004). Die
Filamente sind charakterisiert durch eine molekulare Polaritdt mit einem schnell wachsenden
Plus-Ende und einem langsam wachsenden Minus-Ende (Khismatullin, 2009). Obwohl diese
Filamente tiberall in der Zelle verteilt sind, erreichen sie ihre hochste Dichte in der Zellperipherie
direkt unter der Plasmamembran (Alberts et al., 2004) und bilden dort das kortikale Zytoskelett
(Khismatullin, 2009). Es existiert eine groBe Anzahl Aktin bindender Proteine (ABP), die mit den
Aktinfilamenten interagieren. Zu den ABPs zéhlen Proteine zur Sequestration von G-Aktin und
Kappenproteine zur Regulation der Aktinpolymerisation, Fragmentierungsproteine sowie Aktin
quervernetzende Proteine (Richelme et al., 1996). Manche Proteine verbinden jedoch auch Aktin
mit anderen Zellstrukturen. Sowohl Ezrin, Radixin und Moesin (ERM-Familie) als auch Talin
verankern Aktin an der Zellmembran (Richelme et al., 1996); (Fox, 2001). Connectin hingegen
interagiert gleichzeitig mit Mikrofilamenten der Zelle und Laminin der extrazelluldren Matrix

(Richelme et al., 1996).

Die Intermediérfilamente werden durch eine Vielfalt gewebsspezifischer Proteine gebildet
(Oshima, 2007). Diese weisen teilweise nur eine 20 %ige Sequenzhomologie auf (Fuchs und
Weber, 1994), haben aber alle ein gemeinsames antigenes Epitop (Pruss et al., 1981); (Oshima,
2007). Die lang gestreckten, faserformigen Bausteine bestehen aus drei Abschnitten, ndmlich dem
amino-teminalen Ende (Kopf), der a-helikal gewundenen, zentralen Doméne und dem carboxyl-
terminalem Ende (Schwanz) (Khismatullin, 2009). Zwei solcher Monomere winden sich parallel
und o-helikal zu einem Dimer und bilden somit eine Doppelwendel (,,coiled-coil*) (Fuchs und
Weber, 1994). Ein Tetramer entsteht wiederum durch die Kopf-zu-Schwanz Anordnung zweier
solcher Dimere (Khismatullin, 2009) und stellt den Grundbaustein der Protofilamente dar, wobei

zwei seitlich aneinander gelagerte Protofilamente eine Protofibrille formen. Ein ganzes
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Intermedidrfilament besteht schlieflich aus meist vier umeinander gewundenen Protofibrillen und
weist einen Durchmesser von ca. 10 nm auf (Fuchs und Weber, 1994). Die Intermedidrfilamente
formen ein dreidimensionales Netzwerk innerhalb der Zelle (Khismatullin, 2009). Sie sind sowohl
mit der Kern- als auch mit der Plasmamembran verbunden (Fuchs und Weber, 1994); (Brown et
al., 2001) und dehnen sich iiber das ganze Zytoplasma aus (Alberts et al., 2004). Zudem bilden die
Intermedidrfilamente die Kernlamina (Aebi et al., 1986); (Fuchs und Weber, 1994); (Alberts et al.,
2004); (Oshima, 2007) und kommen gehduft in der perinukledren Region vor (Lehto et al., 1978);
(Georgatos und Marchesi, 1985). So genannte Intermediérfilament assoziierte Proteine (IFAP)
spielen sowohl beim Aufbau und der Aufrechterhaltung der Netzwerke als auch bei dynamischen
Umstrukturierungen bei Wachstum und Differenzierung eine wichtige Rolle (Fuchs und Weber,
1994). Es konnen verschiedene Klassen der Intermedidrfilamentproteine unterschieden werden.
Die Klassen I und II werden durch die in Epithelien und Haaren vorkommenden sauren und
basischen Keratine gebildet. Klasse III schlieBt die homopolymeren Proteine Vimentin, Desmin,
saures Gliafaserprotein und Peripherin ein (Oshima, 2007). Vimentin stellt darunter den
hiufigsten Baustein dar (Fuchs und Weber, 1994), da es in allen Zellen mesenchymalen
Ursprungs, also auch in Blutzellen, vorkommt (Lazarides, 1980). Klasse IV besteht aus
Neurofilamentproteinen, a-Internexin, Nestin, Synemin und Syncoilin und Klasse V aus den die

Kernlamina bildenden Laminen A, B1, B2, und C (Oshima, 2007).

Mikrotubuli finden sich nahezu in allen Zellen vor (Moll, 2006). Sie bestehen aus Tubulin, wobei
eine Tubulin-Untereinheit eines Protofilaments aus den zwei kugelformigen Proteinen a-Tubulin
und B-Tubulin besteht. Diese werden durch nicht-kovalente Bindungen fest zusammengehalten
(Alberts et al., 2004) und bilden somit ecin Heterodimer (Vicente-Manzanares und Sanchez-
Madrid, 2004); (Khismatullin, 2009). Die Mikrotubuli stehen im Gleichgewicht mit den im
Zytoplasma vorliegenden, globuldren Tubulin-Untereinheiten (Welsch und Sobotta, 2003). Sie
stellen relativ starre, lange Hohlzylinder (Alberts et al., 2004) mit einem Innendurchmesser von
14 nm und einem AuBendurchmesser von 25 nm dar (Khismatullin, 2009). Sie werden von
dreizehn parallel angeordneten Protofilamenten gebildet. Die Mikrotubuli entspringen dem
Mikrotubuli organisierenden Zentrum (microtubule-organising center, MOC), das auch als
Zentrosom bezeichnet wird (Alberts et al., 2004); (Khismatullin, 2009). Dieses befindet sich im
Zytoplasma in Kernnédhe (Frankel, 1976); (Osborn et al., 1978); (Khismatullin, 2009) und besteht
aus einer Matrix, die ein Zentriolenpaar enthdlt (Welsch und Sobotta, 2003). Ein sehr wichtiger
Baustein des MOC ist y-Tubulin, dem eine wichtige Rolle bei der Entstehung neuer
Tubulinpolymere zugeschrieben wird (Vicente-Manzanares et al., 2002). Die Mikrotubuli stellen
dynamische, polarisierte Strukturen mit Plus- und Minus-Enden dar (Hartwig, 2007), wobei die
Polymerisierung an den vom Zentrosom weg weisenden Plus-Enden stattfindet (Khismatullin,

2009). Sie durchspannen das Zytoplasma oft iiber die gesamte Distanz zwischen Kern und
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Plasmamembran (Osborn et al., 1978); (Weber und Osborn, 1981), wobei sie neben den
Intermedidrfilamenten in der perinukledren Region vermehrt vorkommen (Georgatos und
Marchesi, 1985). So genannte Mikrotubuli assoziierte Proteine (MAP) interagieren mit den
Mikrotubuli und {ibernehmen wichtige Aufgaben bei deren Polymerisation, Quervernetzung und
Stabilisierung. Die Motorproteine der Kinesin- und Dynein-Superfamilie stellen weitere
regulatorische Proteine dar, die an dem intrazelluldren Transport von Vesikeln und Organellen
entlang der Mikrotubuli und an der Spindelformation beteiligt sind (Vicente-Manzanares et al.,
2002). Sie vermitteln zudem duBerst starke Interaktionen zwischen Mikrotubuli und
Intermedidrfilamenten (Khismatullin, 2009). Bei migrierenden B-Lymphozyten kann diese
Wechselbeziehung durch eine koordinierte Bewegung des Zentrosoms und des

Vimentinnetzwerkes veranschaulicht werden (Sumoza-Toledo und Santos-Argumedo, 2004).

5.2 Funktionen des Zytoskeletts

Das Zytoskelett verleiht eukaryotischen Zellen bestimmte rdumliche und mechanische
Eigenschaften zur Selbstorganisation und zur Kontaktaufnahme mit der Umwelt (Alberts et al.,
2004). Die einzelnen Komponenten des Zytoskeletts erfiillen durch ihren speziellen Aufbau und

ihre jeweilige Anordnung charakteristische Funktionen.

Die Aktinfilamente sorgen durch die Stabilisierung der Plasmamembran fiir die Aufrechterhaltung
der duBleren Zellform (Alberts et al., 2004), ermdglichen aber auch eine passive Zelldeformation
und die aktive Fortbewegung der Zelle. Des weiteren wird ihnen eine Rolle bei der Exozytose, der
Signaltransduktion (Richelme et al., 1996) und der Phagozytose zugeschrieben (Ryder et al.,
1982). Fiir die mechanische Stabilitit der Zelle und den Widerstand gegen Scherkréfte sorgen vor
allem die Intermedidrfilamente (Alberts et al., 2004). Diese sind im Gegensatz zu den anderen
Komponenten des Zytoskeletts duBerst stabil, da der GroBteil der Filamente in vollstindig
polymerisiertem Zustand in der Zelle vorliegt, vorausgesetzt diese befindet sich in der Interphase
und nicht in Mitose (Khismatullin, 2009). Die Intermedidrfilamente sorgen weiterhin fiir die
Verankerung des Zellkernes im Zytoplasma (Lehto et al., 1978); (Lazarides, 1980), wobei vor
allem Vimentin eng mit dem Zellkern assoziiert ist (Lazarides, 1980). Die Lamine der Kernhiille
leisten sowohl strukturelle als auch regulatorische Funktionen (Oshima, 2007). Sie bilden durch
Ummantelung der Innenfliche der Kernmembran (Alberts et al., 2004) einen Schutz fiir die DNA
(Aebi et al., 1986) und leisten vermutlich einen Beitrag zur Chromatinorganisation bzw. DNA-
Replikation (Fuchs und Weber, 1994). Da die Mikrotubuli ausgeprigten dynamischen
Verdnderungen unterliegen, tragen sie vermutlich nicht wesentlich zur Aufrechterhaltung der
Zellform bei (Khismatullin, 2009). Eine Ausnahme bildet hier die Mikrotubuliwendel, die fiir die
diskoidale Gestalt der Thrombozyten verantwortlich ist (Gresele und Falcinelli, 2005); (Hartwig,



Il Literaturiibersicht 55

2007). Die mogliche Variation der Mikrotubuluslénge ist jedoch fiir die Organisierung der Lage
von Zellorganellen bei Modifikationen der Zellform, wie im Falle von Migrationsprozessen
(Khismatullin, 2009), Wachstum oder Teilung, von groBler Bedeutung (Alberts et al., 2004). Die
Mikrotubuli regulieren, wie bereits in Kapitel 5.1 erwihnt, intrazelluldre Transportprozesse wie
den von Phagosomen, Granula oder Vesikeln (Ryder et al., 1982). Dabei stellen die Motorproteine
der Kinesin- und Dynein-Superfamilie wichtige regulatorische Proteine dar. Kinesine bewegen
die ,,Fracht“ zum Plus-Ende, Dyneine zum Minus-Ende (Welsch und Sobotta, 2003). Wihrend
der Mitose verschwinden die zytoplasmatischen Mikrotubuli (Brinkley et al., 1975), ordnen sich
zur bipolaren Mitosespindel um, ziehen die Chromatiden auseinander und sorgen fiir die

Trennung der sich teilenden Zellen (Alberts et al., 2004).

5.3  Zytoskelett der Blutzellen

5.3.1 Erythrozyten

Das Zytoskelett der Erythrozyten besteht aus Spektrin, Aktin und weiteren Proteinen (Calvert et
al., 1979). Mehrere Spektrinmolekiile bilden mit kurzen Aktinfilamenten ein flaches Netzwerk
(Bennett, 1990), das submembrands lokalisiert ist und iiber bestimmte Adaptorproteine mit
Bestandteilen der Plasmamembran verkniipft ist (Jons, 2001). Beispiele fiir solche Proteine sind
Adduktin (Sinard et al., 1994); (Li und Bennett, 1996), Ankyrin (Bennett und Stenbuck, 1979);
(Shen et al., 1986); (Bennett, 1990) und Protein 4.1 (Bennett, 1990). Spektrin stellt ein
stabformiges Molekiil dar, das als Tetramer eine Lidnge von bis zu 200 nm erreichen kann
(Bennett, 1990). Die Aktinfilamente hingegen bestehen durchschnittlich nur aus 12 - 14 B-
Aktinmonomeren und sind mit einer Lange von ca. 33 - 37 nm relativ kurz (Bennett, 1990). An
einen dieser ,,Aktin-Knoten binden ungefahr sechs Spektrinfilamente iiber das Protein 4.1 (Gov,
2007). Die Struktur und die Linge der Aktinfilamente werden durch Aktin bindende Proteine
(ABP) kontrolliert. Tropomyosin stabilisiert die Filamente (Bennett, 1990); (Fowler, 1996) und
schiitzt diese vor Scherkriften und Aktin depolymerisierenden Proteinen (Bennett, 1990). Am
schnell wachsenden Ende der Filamente sitzt Adduktin als Kappe, es bindet dariiber hinaus aber
auch an seitliche Anteile der Aktinfilamente zu deren Biindelung. Am langsam wachsenden Ende
befindet sich das Tropomyosin bindende Tropomodulin. Beide Kappenproteine verhindern
sowohl die Elongation als auch die Depolymerisation der Aktinfilamente und sorgen somit fiir die
Erhaltung der Filamentlinge (Fowler, 1996). Die ausgereiften Erythrozyten besitzen weder
Mikrotubuli (Moll, 2006) noch Intermedidrfilamente. Vimentin kommt gewohnlich in sich
entwickelnden Erythroblasten vor, geht aber nach AusstoBung des Kernes verloren (Georgatos

und Marchesi, 1985). Die Hauptfunktion des erythrozytdren Zytoskeletts stellt die Unterstiitzung



Il Literaturiibersicht 56

der Membranstruktur dar, wodurch eine lange Lebensdauer der roten Blutkorperchen
gewihrleistet wird (Bennett, 1990). Die spezifischen Interaktionen zwischen Zytoskelett und
Membranbestandteilen verlethen den Erythrozyten eine hohe Elastizitit und Flexibilitdt bei
gleichzeitiger starker Rigiditdt, wodurch hohen Scherbelastungen in der Zirkulation standgehalten

werden kann (Jons, 2001).

5.3.2 Thrombozyten

Das Zytoskelett der Thrombozyten teilt sich im Allgemeinen in ein spektrinbasiertes
Membranskelett, ein das Zytoplasma ausfiillendes Aktinnetzwerk und eine am Zellrand

verlaufende Mikrotubuliwendel auf (Fox, 2001); (Hartwig, 2007).

Das Membranskelett der Thrombozyten besteht, wie bei den Erythrozyten, aus Spektrinstrangen,
die sowohl miteinander als auch mit Aktinfilamenten verbunden sind. Aktin stellt das am
hiufigsten vorkommende Protein der Blutpldttchen dar. In unstimulierten Thrombozyten liegt es
zu 35 - 40 % polymerisiert vor, in stimulierten hingegen zu 60 - 80 % (Boyles et al., 1985).
Obwohl iiber den genauen Aufbau des Membranskeletts und dessen Verbindung mit der
Plasmamembran bei den Thrombozyten weniger bekannt ist als bei den Erythrozyten, kénnen
einzelne Unterschiede festgehalten werden. Die Aktinfilamente der Thrombozyten sind im
Gegensatz zu den kurzen Aktinoligomeren der Erythrozyten relativ lang. Weiterhin fehlt den
Thrombozyten das Kappenprotein Tropomodulin. Ein Teil der Minus-Enden wird stattdessen vom
Arp2/3-Komplex bedeckt, ein betrdchtlicher Anteil trdgt beim ruhenden Thrombozyten jedoch
kein Kappenprotein (Hartwig, 2007). Der Arp2/3-Komplex ist aulerdem bei der Querverbindung
der Aktinfilamente und bei der Aktinneubildung von Bedeutung (Fox, 2001); (Hartwig, 2007).
Adduktin sitzt als Kappenprotein an den schnell wachsenden Enden der Aktinfilamente und sorgt
aulerdem fiir die Verbindung von Aktinfilamenten mit dem spektrinbasierten Membranskelett

(Hartwig, 2007).

Der GroBteil der Aktinfilamente kommt bei den Thrombozyten im Zytoplasma vor (White, 2007).
Bei unstimulierten Zellen sind die Filamente an verschiedenen Stellen durch eine Vielzahl Aktin
querverbindender Proteine zusammengeschaltet und bilden somit ein mechanisch starres
Netzwerk im Zytoplasma (Fox, 2001); (Hartwig, 2007). Filamin, Talin und die ERM-Familie
verbinden die Aktinfilamente mit Proteinen der Zellmembran (Fox, 2001). Das zytoplasmatische
Aktinnetzwerk fungiert in der ruhenden Zelle als Matrix, die der rdumlichen Organisation der
Zellorganellen und anderer struktureller Komponenten dient (White, 2007). Das mit den
Aktinfilamenten interagierende Myosin (Hartwig, 2007) stellt ein langes, asymmetrisches

Molekiil mit einer bipolaren Filamentstruktur dar (Cerecedo et al., 2002). In den Thrombozyten
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kommen nicht-muskuldres Myosin IIA und IIB vor, wobei achtundzwanzig dieser Molekiile
Filamente mit einer Linge von ca. 300 nm bilden. Durch Bindung an Aktin kann das
Motorprotein die kontraktile Kraft auf die Aktinfilamente ausiiben, wobei es zu einem Gleiten der
Filamente in eine Richtung kommt (Hartwig, 2007). Diese Aktin-Myosin-Interaktionen befdhigen
die Thrombozyten zur Anderung der Zellform, zur Kontraktion des himostatischen Pfropfens und
zur Blutgerinnselretraktion. Weiterhin tragen sie zur Zentralisation der Granula aktivierter
Thrombozyten bei, da das Aktomyosinnetzwerk die Mikrotubuliwendel zusammenzieht (White,
2007). In kernhaltigen Zellen erfolgen Exozytosevorginge gewdhnlich durch Fusion der
Membranen einzelner oder verschmolzener Granula mit der Plasmamembran, die Thrombozyten
hingegen verfiigen zudem {iber einen modifizierten Sekretionsvorgang (Flaumenhaft et al., 2005).
In Folge einer ausreichend starken Stimulation kommt es mit Hilfe von kontraktilen Kréiften des
Aktomyosinskeletts nach Zentralisation der Granula (White, 2007) zur Ausschleusung deren
Inhalts iiber das OCS vom Zellzentrum ausgehend (Flaumenhatft et al., 2005); (Hartwig, 2007);
(White, 2007). Die Granulasekretion wird zusitzlich durch das dichte, zytoplasmatische
Aktinnetzwerk reguliert (Flaumenhaft et al., 2005); (Cerecedo et al., 2010), da eine Wanderung
der Granula in die Zellperipherie weitgehend verhindert (Hartwig, 2007) und folglich eine
inaddquate Freisetzung thrombogener Substanzen aus den Blutpldttchen vermieden wird. Eine
weitere Steuerung der Sekretion gewihrleistet eine Umhiillung der Granula mit F-Aktin, die

moglicherweise Membranfusionen zu verhindern vermag (Flaumenhaft et al., 2005).

Tubulin kommt bei ruhenden Thrombozyten vor allem in der polymerisierten Form vor (White,
2007). Die Mikrotubuli erscheinen in Form einer Wendel (Hartwig, 2007); (White, 2007) mit
einer Linge von ca. 100 um (Hartwig, 2007). Diese verlduft im Zytoplasma entlang des grofiten
Zellumfangs unterhalb der Zellmembran (White, 2007) und ist fiir die Aufrechterhaltung der
diskoidalen Form der Blutpléttchen verantwortlich (Nachmias, 1980); (Schwer et al., 2001);
(Cerecedo et al., 2002); (Hartwig, 2007); (White, 2007). Im aktivierten Zustand liegt die
Mikrotubuliwendel, wie bereits erwédhnt, im Zellzentrum zusammengedringt oder fragmentiert
vor. Thrombozyten exprimieren neben a-Tubulin vier verschiedene B-Tubuline (Hartwig, 2007).
Das am héaufigsten vorkommende B1-Tubulin (Schwer et al., 2001); (Gresele und Falcinelli,
2005); (Hartwig, 2007) wird speziell von Thrombozyten und reifen Megakaryozyten exprimiert
und ist von groBer Wichtigkeit fiir Funktion, Synthese und Struktur der Blutplattchen (Schwer et
al., 2001). Durch Kailteeinwirkung kann es zu einem Abbau der die Wendel bildenden
Mikrotubuli (Hartwig, 2007); (White, 2007) und somit zu einem Verlust der scheibenférmigen
Gestalt der Thrombozyten kommen (White, 2007).
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5.3.3 Leukozyten

Das Zytoskelett der Leukozyten besteht aus Aktinfilamenten, Myosin, Intermediérfilamenten und
Mikrotubuli (Strukov et al.,, 1983); (Vicente-Manzanares et al., 2002). Die verschiedenen
zytoskelettalen Elemente beeinflussen mafBigeblich wichtige Funktionen der Leukozyten im
Abwehrgeschehen wie Motilitdt (Strukov et al., 1983), Extravasion, Antigenerkennung,
Zellaktivierung (Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004), Bindung und Phagozytose
verschiedener Substanzen, Degranulation sowie Fusion der Granula mit der phagozytischen

Vakuole (Strukov et al., 1983).

Bei der Migration ermdglicht das Zytoskelett die Anpassung der Zellform an &duBere
Gegebenheiten (Richelme et al.,, 1996). Der Vorgang des GefdBaustritts zirkulierender
Leukozyten setzt eine vorherige Aktivierung der Zelle mit einer Aktinpolymerisation im
peripheren Zellbereich voraus, die eine Verformbarkeit der Zelle ermdglicht (Khismatullin, 2009).
Dadurch kommt es zu einer fiir die aktive Migration notwendige Polarisierung der Zelle
(Sanchez-Madrid und del Pozo, 1999); (Brown et al., 2001); (Khismatullin, 2009) mit Ausbildung
eines Lamellipodiums am vorderen und eines Uropodiums am hinteren Teil der Zelle
(Khismatullin, 2009). Im Lamellipodium befindet sich ein Aktinnetzwerk mit definierter
Architektur parallel zur Migrationsrichtung, wobei in der vordersten Region die
Aktinpolymerisation stattfindet und die Plus-Enden der wachsenden Filamente nach aullen
gerichtet sind (Vicente-Manzanares et al., 2002). Das Uropodium enthdlt Aktinfilamente,
Mikrotubuli, das MOC, Vimentinfilamente, ERM-Proteine, das Verkniipfungsprotein Plektin
(Burkhardt et al., 2008), Myosin II (Sanchez-Madrid und del Pozo, 1999) und andere bei der
Migration nicht bendtigte Molekiile (Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004). Filopodia
sind weitere Strukturen, die bei beweglichen Zellen auftreten. Sie stellen lange und diinne
Zellfortsdtze dar, die aus Aktinfilamenten bestehen (Vicente-Manzanares et al., 2002). Die
Leukozyten exprimieren mehrere Isoformen des Motorproteins Myosin, die fiir die Motilitdt der
Zelle von Bedeutung sind (Richelme et al., 1996). Das zweikdpfige Myosin II kann zwei
Aktinfilamente binden und diese vom Minus-Ende zum Plus-Ende bewegen, wodurch eine
Bewegung des einen Filaments gegen das andere zustande kommt (Vicente-Manzanares et al.,
2002). Einkopfiges Myosin I tragt ebenfalls zur Beweglichkeit bei, indem es sowohl an Aktin als
auch an die Membran bindet (Richelme et al., 1996). Die tatsidchliche Leukozytenbewegung ist
amoboid (Burkhardt et al., 2008) und erfolgt durch Extensionen der Lamellipodia und Filopodia
gefolgt von Retraktionen des Uropodiums (Sanchez-Madrid und del Pozo, 1999). Die im
Uropodium durch Kontraktionen erzeugte Kraft bewegt den Grofteil des Zytoplasmas nach vorne
(Burkhardt et al., 2008). Das wichtigste Intermedidrfilamentprotein der Leukozyten stellt
Vimentin dar (Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004); (Khismatullin, 2009). Aufgrund
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der extremen Formverdnderungen der Leukozyten wihrend der Migration brauchen diese Zellen
ein dynamisches Zytoskelett. Die Dynamik des Vimentinnetzwerkes kommt durch eine enge
Interaktion der Vimentinfilamente mit Mikrofilamenten und Mikrotubuli zustande (Khismatullin,
2009). Die Verformbarkeit zirkulierender Lymphozyten wird erst durch den Abbau des
Vimentinnetzwerkes wéhrend der Zellpolarisation ermdglicht (Brown et al., 2001), die Rigiditét
der Zellen basiert demnach hauptsidchlich auf den Vimentinfilamenten (Brown et al., 2001);
(Sumoza-Toledo und Santos-Argumedo, 2004); (Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid,
2004). Die Fahigkeit zur Phagozytose beruht auf einem kontraktilen System aus Aktin und
Myosin (Ryder et al., 1982), wobei die Myosinisoformen Ic, II, V, VII und IX an dem Vorgang
beteiligt sind. Myosin VII reguliert zu Beginn die Adhdsion an das Zielobjekt. Durch
Aktinpolymerisation und hauptséchlicher Mitwirkung von Myosin II bildet die phagozytierende
Zelle aktingestiitzte Ausstiilpungen zur Umfassung und Ingestion des Fremdpartikels. Dadurch
kommt es zur Entstehung eines Phagosoms (Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004), das
hauptsichlich durch Mikrofilamente, aber auch durch Mikrotubuli stabilisiert wird (Ryder et al.,
1982); (Xu et al., 2009). Die Auflésung des Aktinnetzwerkes fiihrt vermutlich zur Translokation
von Lysosomen und deren Fusion mit dem Phagosom, wodurch es zur Eliminierung des
Pathogens kommt (Vicente-Manzanares et al., 2002). Bei der Degranulation sind die Mikrotubuli
maf3geblich beteiligt. Die Granula und Vesikel sind entlang der Mikrotubuli ausgerichtet und um
die Phagosomen herum sind die Mikrotubuli konzentriert. Es wird angenommen, dass die
Mikrotubuli als Art Leitschienen in der Zelle fungieren. Dadurch konnten entweder die im
Zellzentrum Dbefindlichen Granula entlang der Mikrotubuli zu der peripher gelegenen
phagozytischen Vakuole oder die phagozytische Vakuole in das granulareiche Zentrum der Zelle
gelangen (Ryder et al., 1982). Bei den neutrophilen Granulozyten wird angenommen, dass
aufgrund einer engen Assoziation von Aktin und den Granula deren Transport zur
Plasmamembran und somit deren Exozytose reguliert bzw. limitiert wird, wodurch die
Freisetzung destruktiver Enzyme bei unstimulierten Zellen verhindert wird (Jog et al., 2007). Bei
den T-Lymphozyten spielt das Aktinfilamentsystem eine bedeutende Rolle bei der Zellaktivierung
(Vicente-Manzanares et al., 2002); (Burkhardt et al., 2008). Im Verlauf der Antigenerkennung
reguliert es die molekulare Reorganisation der T-Zell-Oberfldche, wodurch ein Kontakt zwischen
Lymphozyt und Antigen présentierender Zelle hergestellt werden kann (Vicente-Manzanares et
al., 2002). Neben Mikrofilamenten tragen aber auch Mikrotubuli zur Bildung dieser
~immunologischen Synapse* zwischen beiden Zellen bei. Polymerisiertes Aktin dient als Geriist
fiir die Entstehung und Stabilisierung des Signalkomplexes, die Mikrotubuli sind vermutlich fiir

die Aufrechterhaltung des initialen Kontaktes zustdndig (Vicente-Manzanares et al., 2002).
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6.  Glykohistochemie
6.1 Definition des Begriffes ,,Lektin‘“

Der Begriff ,,Lektin“ wurde 1954 von Boyd und Shapleigh eingefiihrt und entstammt dem
lateinischen Wort ,legere” fiir auswéhlen. Der Terminus umfasste zu diesem Zeitpunkt
Substanzen aus bestimmten Pflanzen mit der Fihigkeit, Erythrozyten zu agglutinieren und die
sich somit wie Antikorper verhalten. Zudem wurde zu dieser Zeit herausgefunden, dass es sich bei
den Lektinen um blutgruppenspezifische Prazipitine handelt (Boyd und Shapleigh, 1954). Bald
wurden lektindhnliche Substanzen aber nicht nur in Pflanzen, sondern auch in Bakterien, Pilzen
und Tieren nachgewiesen und somit definierten Goldstein et al. (1980) den Begriff ,,.Lektin® neu
und bezeichneten ein Lektin als ein Zucker bindendes Protein oder Glykoprotein nicht-
immunogenen Ursprungs, das Zellen pflanzlichen oder tierischen Ursprungs agglutiniert und/oder
Glykokonjugate prézipitiert. Aus dieser Definition geht hervor, dass Lektine mindestens zwei
Bindungsstellen fiir Zucker besitzen, die Zuckerspezifitit im Allgemeinen durch das die
Agglutination hemmende Mono- oder Oligosaccharid bestimmt wird und andere Zucker bindende
Proteine wie Enzyme, Transportproteine, Hormone oder Toxine (Ricin oder Abrin) von den
Lektinen zu unterscheiden sind (Goldstein et al., 1980). Diese Definition wurde von manchen
Wissenschaftlern bemingelt, da sie die agglutinierende Wirkung besonders hervorhebt. Die
Definition der Lektine sollte nach deren Meinung eher auf den physikochemischen Eigenschaften
der Lektine, also der Interaktion mit Kohlenhydraten, basieren. Auflerdem werden mit dieser
Definition solche Lektine ausgeschlossen, die nur eine Bindungsstelle besitzen und/oder die
toxische oder hormondhnliche Eigenschaften aufweisen, wie im Falle von Ricin oder Abrin.
Folglich sollten drei Punkte bei der Definition beachtet werden: Erstens besitzen die Lektine
mindestens eine Zuckerbindungsstelle, wobei die Interaktion mit den Kohlenhydraten durch
bestimmte Zucker gehemmt werden kann. Zweitens stehen die Lektine in keinem Zusammenhang
mit einer Immunantwort und haben eine andere Struktur als Immunglobuline. Drittens weisen sie

keine enzymatische Aktivitit an den gebundenen Zuckern auf (Kocourek und Horejsi, 1981).

Eine aktuelle Definition von Gabius et al. im Jahre 2011 bezeichnet Lektine als Kohlenhydrat
bindende Proteine, die keine enzymatische Aktivitdit an ithrem Liganden aufweisen und von
Antikdrpern und Sensor- bzw. Transportproteinen flir freie Mono- und Oligosaccharide zu
unterscheiden sind. Besitzen die Lektine eine Aktivitdt in Agglutinationsversuchen, werden sie
auch als Agglutinine (Proteine mit der Féhigkeit, Zellen zu agglutinieren), Hamagglutinine
(Proteine mit der Fihigkeit, Erythrozyten zu agglutinieren) oder Phytohdmagglutinine (Proteine
aus Pflanzen mit der Féhigkeit, Erythrozyten zu agglutinieren) bezeichnet (Gabius et al., 2011).
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6.2 Einteilung, Struktur und Bindungseigenschaften der Pflanzen-Lektine

Die Kategorisierung der Pflanzen-Lektine erfolgt gewoOhnlich anhand ihrer so genannten
nominalen Zuckerspezifitit. Diese Klassifizierung beruht auf den Ergebnissen von
Agglutinationsversuchen mit dem Einsatz von Hemmzuckern (Monosacchariden) und gilt daher
als sehr stark vereinfacht (Roth, 2011). Die Tabelle 1.4 zeigt eine Einteilung ausgewihlter
Pflanzen-Lektine anhand ihrer Zuckerspezifitit mit Auffithrung ihrer botanischen Herkunft unter
Beriicksichtigung verschiedener Angaben in der Literatur (Goldstein und Poretz, 1986); (Riidiger
und Gabius, 2001); (Gabius et al., 2004); (Wu et al., 2008); (Riidiger und Gabius, 2009); (Lohr et
al., 2010); (Gabius, 2011); (Gabius et al., 2011); (Habermann et al., 2011).

Tabelle 11.4: Einteilung ausgewéhlter Pflanzen-Lektine anhand ihrer Zuckerspezifitét

Kategorie Botanische Herkunft des Lektins Abk'. des
Lektins
Glukose/Mannose bindende Concanavalia ensiformis (Schwertbohne) ConA
Lektine L Y
Lens culinaris (Speiselinse) LCA
Pisum sativum (Erbse) PSA
Vicia faba (Saubohne) VFA
Galaktose bindende Lektine Arachis hypogaea (Peanut/Erdnuss) PNA
Ricinus communis (Rizinusbohne) RCA
Viscum album (Mistel) VAA
N-Acetyl-Galaktosamin Dolichos biflorus (Afrik. Pferdebohne) DBA

bindende Lekti
mdende Lexdine Griffonia simplicifolia I (Afrik. Schwarzbohne) | GSL-I

Sophora japonica (Chin. Schnurbaum) SJA
Galaktose und N-Acetyl- Glycine max (Soybean/Sojabohne) SBA
Galaktosamin bindende Lektine Sambucus nigra (Schwarzer Holunder) SNA
N-Acetyl-Glukosamin und N- Triticum vulgare (Wheat Germ/Weizen) WGA
Acetyl-Neuraminsdure
bindende Lektine
L-Fukose bindende Lektine Ulex europaeus I (Stechginster) UEA-I
Oligosagcharid bindende Maackia amurensis I (Asiat. Gelbholz) MAA-I
Lektine Phaseolus vulgaris (Gartenbohne) PHA-E/-L

* keine Monosaccharide als Liganden bekannt

Vor allem die Struktur der Lektine aus den Hiilsenfriichtlern (Leguminosen) ist gut erforscht
(Riidiger, 1998). Diese Lektine weisen trotz einer beachtlichen Homologie in ihrer Sequenz eine

auffallig variierende Zuckerspezifitit bei den verschiedenen Pflanzenspezies auf (Riidiger, 1998);
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(Ridiger und Gabius, 2001). In einer einzelnen Pflanze konnen auBerdem Lektine mit
verschiedener Zuckerspezifitit gefunden werden (Lis und Sharon, 1986). Lektine von der
gleichen Pflanze mit unterschiedlicher Zuckerspezifitit haben jedoch im Allgemeinen einen
geringeren Verwandtschaftsgrad als solche aus verschiedenen Pflanzen mit gleicher
Zuckerspezifitdt. Threr chemischen Natur nach handelt es sich bei den meisten Lektinen um
Glykoproteine mit einem Kohlenhydratanteil von 2 - 50 %, ConA und WGA hingegen enthalten
keine Zucker (Riidiger, 1982). Der Kohlenhydratanteil der Glykoprotein-Lektine ist folglich nicht
fiir deren biologische Aktivitdt erforderlich (Lis und Sharon, 1986). Ihre Struktur betreffend
konnen Einketten- von Zweiketten-Lektinen unterschieden werden. Die Einketten-Lektine ConA
oder PHA bestehen aus vier nahezu gleichartigen Untereinheiten. Die Zweiketten-Lektine PSA
oder VFA hingegen setzen sich aus unterschiedlichen Untereinheiten zusammen, ndmlich einer
kleineren a- und einer groferen P-Kette, die sich paarweise zu tetrameren Molekiilen
zusammenschlieBen (Riidiger, 1981). Interessanterweise lassen sich zwischen manchen Ein- und
Zweiketten-Lektinen {libereinstimmende Sequenzen nachweisen (Lis und Sharon, 1986). Van
Damme et al. (2008) teilen die Lektine anhand ihrer Gesamtstruktur in verschiedene Gruppen ein.
Die am héaufigsten vorkommenden Hololektine bestehen ausschlieBlich aus Zucker bindenden
Dominen, wohingegen Chimerolektine zusammengesetzte Proteine darstellen und zusétzlich eine
weitere Doméne enthalten, die von der Lektindoméne unabhéngig ist. Besitzt ein Hololektin nur
eine Zucker bindende Doméne, wird es als Merolektin bezeichnet. Superlektine stellen

Hololektine mit zwei verschiedenen Zucker bindenden Doménen dar (Van Damme et al., 2008).

Viele Pflanzen-Lektine interagieren mit spezifischen Monosacchariden (Van Damme et al., 2008),
wobei sie in den meisten Fillen an terminale Glykosylgruppen von Kohlenhydraten binden.
Manche Lektine interagieren aber auch mit internen Zuckerresten. Die Stellung der
Hydroxylgruppe an den C3- und C4-Atomen im Pyranosering der jeweiligen Zucker ist fiir die
spezifische Lektinbindung von Bedeutung. Mannose/Glukose spezifische Lektine interagieren
nicht mit Galaktose und umgekehrt, N-Acetyl-Glukosamin bindende Lektine nicht mit N-Acetyl-
Galaktosamin. Mannose und Glukose werden von den gleichen Lektinen gebunden, da
Verianderungen am C2-Atom von vielen Lektinen toleriert werden (Goldstein und Poretz, 1986).
Die Affinitdt fiir Monosaccharide ist aber im Gegensatz zur derjenigen fiir komplexe
Kohlenhydrate hiufig viel geringer. Besonderes Augenmerk gilt der Tatsache, dass die Pflanzen-
Lektine, abgesehen von einigen Ausnahmen, bevorzugt an Mono- oder Oligosaccharideinheiten
komplexer N-Glykane binden (Van Damme et al., 2008). Die Wechselwirkung zwischen Lektin
und Zucker erfolgt liber nicht-kovalente Bindungen (Slifkin und Doyle, 1990) und ist im
Vergleich zu Antigen-Antikdrper-Interaktionen weitaus schwicher. Die Lektine kdnnen aber auch
mit unpolaren Verbindungen, die keinen Zuckeranteil besitzen, mittels hydrophober

Wechselwirkungen interagieren (Roth, 2011). ConA beispielsweise bindet, wenn auch nur



Il Literaturiibersicht 63

schwach, an das Pflanzenhormon B-Indolessigsédure oder Tryptophan (Riidiger, 1998). AuBBerdem
ist eine Bindung an anionische Gruppen iiber elektrostatische Wechselwirkungen moglich (Roth,

2011).

6.3 Lektinhistochemie: Definition, Technik und Anwendung

Die Lektinhistochemie dient der spezifischen Lokalisation von Kohlenhydratstrukturen in Zellen
und Geweben mittels Lektinen (Brooks et al., 1997), die durch verschiedene Marker wie
fluoreszierende Molekiile (z.B. FITC) oder Enzyme (z.B. alkalische Phosphatase) mikroskopisch
sichtbar gemacht werden kann. Die Protokolle sind dhnlich wie bei den immunhistochemischen
Methoden (sieche Kapitel 4.2), anstelle eines Primérantikdrpers kommt es hier jedoch zum Einsatz
eines spezifischen Lektins. Hiufige Anwendung finden biotinylierte Lektine, die mit Avidin oder
Streptavidin, welche wiederum mit einem Marker (z.B. Streptavidin-FITC) versehen sind,
interagieren. Mit Hilfe der sogenannten Avidin-Biotin-Komplex-Methode (ABC) sind sehr
sensitive Zuckernachweise mdglich. Der Komplex besteht aus Avidin bzw. Streptavidin und
markiertem Biotin. Drei der vier Bindungsstellen von Avidin bzw. Streptavidin fiir Biotin sind
besetzt, eine Bindungsstelle bleibt frei fiir die Bindung eines biotinylierten Lektins. Zur Kontrolle
sollte stets eine Vorinkubation mit einem spezifischen Hemmzucker erfolgen. Dies sollte bei der
nachfolgenden Inkubation mit dem Lektin seine Bindungsstellen vollstindig hemmen oder
zumindest deutlich abschwéchen (Romeis, 2010). Die Lektine binden, wie bereits erwihnt,
spezifisch an bestimmte Mono-, Di- oder Polysaccharide (Khan et al., 2002). Sie kénnen aber
nicht nur verschiedene Zucker, sondern haufig auch a- und f- Anomere oder Oligosaccharide mit
verschiedener Kettenlinge voneinander unterscheiden (Riidiger, 1981). Aufgrund dieser
Eigenschaften dienen sie als wichtiges Werkzeug bei der Erkennung, Isolierung und
Charakterisierung von Glykokonjugaten (v.a. Glykoproteinen) sowie bei der histochemischen
Charakterisierung von verschiedenen Zellen und Geweben (Sharon und Lis, 2004). Die
Lektinhistochemie wird haufig fiir die Untersuchung von Kohlenhydraten auf Zelloberfldchen
eingesetzt, wobei vor allem Verdnderungen der Zuckerstrukturen im Zuge physiologischer oder
pathologischer Prozesse, die von Zelldifferenzierung bis Krebs reichen, analysiert werden (Sharon

und Lis, 2004).

6.4  Anwendung der Pflanzen-Lektine in der Forschung

Die Lektine sind aufgrund ihrer Zuckerspezifitit, ihrer grolen Stabilitdt und da sie ohne negative
Auswirkungen auf ihre Aktivitdt markiert werden konnen, in der Forschung zu einem wichtigen

Hilfsmittel geworden. Neben dem Einsatz der Lektine in der Lektinhistochemie (siche Kapitel
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6.3), finden einige Pflanzen-Lektine Anwendung in verschiedensten Bereichen (Riidiger und
Gabius, 2009). Die Blutgruppenspezifitit der Lektine war vor allem in den Anfingen der
Lektinforschung von groem Interesse (Franz, 1990). Neben mono- und polyklonalen
Antikdrpern konnen hier beim Menschen beispielsweise die Lektine aus Dolichos biflorus (Anti-
A,), Helix pomatia (Anti-A) (Franz, 1990), Vicia cracca (Anti-A), Griffonia simplicifolia (Anti-
B) oder Vicia graminea (Anti-N) als Marker fiir die Bestimmung der Blutgruppen eingesetzt
werden (Khan et al., 2002). Die Anwendung der Lektine zur routinemiBigen
Blutgruppenbestimmung hat sich jedoch nicht etabliert (Riidiger, 1981). Grof3es Interesse gilt der
Tatsache, dass manche Lektine die Mitose von Lymphozyten stimulieren konnen, wobei vor allem
T-Zellen, teilweise aber auch B-Zellen betroffen sind (Riidiger und Gabius, 2009). Beispiele fiir
solch mitogen wirkenden Lektine sind ConA (Djilali et al., 1987); (Franz, 1990), PHA-L, LCA
und VAA (Gabius et al., 2004). Diese Eigenschaft nutzte man zur genaueren Untersuchung des
Immunsystems von Mensch und Tier (Riidiger, 1982). Sowohl die mitogene Aktivitit als auch die
lektinvermittelte Freisetzung von Mediatoren, wie proinflammatorischer Zytokine, weisen auf ein
therapeutisches Potential der Pflanzen-Lektine hin (Riidiger und Gabius, 2009). Weiterhin werden
Lektine unter anderem in der Zellbiologie, der Biochemie (Riidiger und Gabius, 2009), der
Medizin (Alroy et al., 1984); (Riidiger und Gabius, 2009), der Histopathologie (Walker, 1985),
der mikrobiellen Forschung (Slifkin und Doyle, 1990), der Krebsforschung (Aub et al., 1963);
(Aub et al., 1965); (Lis und Sharon, 1986); (Franz, 1990); (Riidiger und Gabius, 2001); (Sharon
und Lis, 2004) oder auch zur Abwehr von Insekten eingesetzt (Murdock et al., 1990); (Zhu et al.,
1996); (Zhu-Salzman et al., 1998); (Riidiger und Gabius, 2001). Seit neuestem finden Lektine
auch Anwendung in der Chip-Technologie (Lektin-Mikroarrays) (Tateno et al., 2009). Durch die
Kombination verschiedener Lektine in einem Versuch kann ein glykanbasierter, molekularer
Fingerabdruck der einzelnen Zellen erstellt werden (Lohr et al., 2010). Der Lektin-Mikroarray ist
bei der Qualitdtskontrolle verschiedener Glykoprotein-Produkte (z.B. Antikorper-Medikamente)
von Nutzen (Tateno et al., 2009).

6.5 Zuckerstrukturen auf ovinen Blutzellen

Die Zellmembran wird durch eine Lipiddoppelschicht aus Phospholipiden, Cholesterin und
Glykolipiden gebildet, wobei die hydrophoben Anteile einander zugekehrt sind und die
hydrophilen Anteile in die Extrazellularfliissigkeit bzw. in das Zytosol ragen. Die Oberfldche der
Zelle wird weitgehend von der Glykokalix bedeckt, die durch die Zuckeranteile der in der
Zellmembran eingelagerten Glykoproteine und Glykolipide gebildet wird (Silbernagl und
Despopoulos, 2001). Die Hauptzucker der Zellmembranen sind Galaktose, Mannose, Glukose,

Fukose, Galaktosamin, Glukosamin und Sialinsduren. Die Sialinsduren befinden sich vor allem an
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den Enden der Zuckerketten und sind folglich fiir die negative Ladung der Zelloberfldchen bei den
Eukaryoten verantwortlich (Djilali et al., 1987). Durch Unterschiede in den Verkniipfungen der
Zucker, den anomerischen Positionen (o oder B), den Ringgroen (Furanose oder Pyranose) oder
durch die Ausbildung von Kettenverzweigungen zeichnet sich die Struktur der Kohlenhydrate
durch eine starke Vielseitigkeit mit einer groBen Kodierungskapazitét aus. Dies wird als Zucker-
Code bezeichnet (Gabius, 2008). Die bestimmte Strukturinformation, die sich aus der rdumlichen
Gestalt der baumartig verzweigten Oligosaccharidketten ergibt, kann durch spezifische Lektine
erkannt werden (Lindhorst, 2000). Da die Zuckerketten insgesamt wesentliche Bauelemente
verschiedenster Zellbestandteile darstellen, werden diesen fundamentale Funktionen
zugeschrieben (Riidiger und Gabius, 2001). Die biologische Rolle der Oligosaccharideinheiten
von Glykoproteinen ist duBerst vielfdltig. Haufig vermitteln sie die spezifische Erkennung

bestimmter Strukturen und gewihrleisten eine Regulierung biologischer Prozesse (Varki, 1993).

Bei den Schafen wurden vor allem die Kohlenhydrate der Erythrozytenmembran genauer
erforscht. Glykoproteine stellen einen Hauptbestandteil der Erythrozytenoberfliche dar. Der
Monosaccharidgehalt der Erythrozyten des Schafes liegt bei 8,36 mg/100 mg Protein. Obwohl
Schafe, Rinder und Pferde qualitativ die gleichen Monosaccharide aufweisen, kann ein deutlicher
Unterschied in Bezug auf den Anteil der einzelnen Zucker beobachtet werden (Hudson et al.,
1975). Die Erythrozyten der Schafe tragen vor allem Galaktose und Sialinsduren. Es kommen
aber auch N-Acetyl-Galaktosamin, N-Acetyl-Glukosamin (Hudson et al., 1975); (Fletcher et al.,
1978) und zu einem geringen Anteil Glukose, Mannose und Fukose vor (Hudson et al., 1975).
Kusui und Takasaki (1998) berichten von einer nur duflerst geringen Fukosekonzentration auf der
Erythrozytenmembran der Schafe (Kusui und Takasaki, 1998). Hamaguchi und Cleve (1972)
konnten Sialinsduren auf der Erythrozytenmembran von Schafen ebenfalls nachweisen
(Hamaguchi und Cleve, 1972). Die Sialinsduren N-Acetyl-Neuraminsdure und N-Glykol-
Neuraminsdure treten dort in einem Verhiltnis von 1 : 2,7 auf (Kusui und Takasaki, 1998). Die
Membran der ovinen Thrombozyten besteht in etwa zu 49 % aus Proteinen, zu 47 % aus Lipiden
und zu 3,4 % aus Kohlenhydraten und ist reich an Sialinsduren, Cholesterol und Phospholipiden
(Lanillo und Cabezas, 1981). Die aus amorphen Material bestehende Glykokalix ist bei den
Thrombozyten der Haussduger gut ausgebildet und mit einer Stirke von 150 - 200 nm (Jain,
1993) dicker als bei den anderen Blutzellen (White, 2007). Im Vergleich zu Schwein und Mensch
ist der Kohlenhydratanteil der Thrombozytenmembran beim Schaf jedoch insgesamt geringer

(Lanillo und Cabezas, 1981).

6.6  Lektinbindungsstellen auf ovinen Blutzellen

Uber Lektinbindungsstellen auf ovinen Blutzellen liegen erst wenige Befunde vor. So konnte
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gezeigt werden, dass die Erythrozyten und die Lymphozyten der Schafe genetisch determinierte
ConA-Rezeptoren auf ihrer Membran tragen (Schmid und Cwik, 1974); (Schmid und Buschmann,
1985). Weiterhin bindet PHA an die ovinen Erythrozyten (Hamaguchi und Cleve, 1972);
(Schmid, 1973); (Leca et al., 1985), genauer gesagt an den CD2 Rezeptor der roten
Blutkorperchen (Leca et al., 1985). Die Bindung ist jedoch schwicher als bei Menschen und
Schweinen (Hamaguchi und Cleve, 1972). PNA stellt beim Schaf einen Marker fiir die T-
Lymphozyten dar (Fahey, 1980); (Outteridge, 1985); (Ristau et al., 1985); (Djilali et al., 1987);
(Djilali und Parodi, 1987). Djilali und Parodi (1987) fanden heraus, dass die peripheren
Lymphozyten im Blut von Schafen, die PNA binden, keine Immunglobuline auf der
Zelloberflache besitzen und folglich die T-Zellen repridsentieren miissen (Djilali und Parodi,
1987). Weiterhin beschreiben Ristau et al. (1985) SJA als einen Marker fiir die ovinen T-Zellen
(Ristau et al, 1985). Die Membran der B- und T-Lymphozyten der Schafe bindet weiterhin PHA.
Bei Lammern ist dies ausgeprégter als bei adulten Tieren (Outteridge, 1985). Aullerdem wurde
eine Bindung von WGA an B- und T-Lymphozyten der Schafe nachgewiesen, nicht aber von

DBA und UEA-I (Djilali et al., 1987).

7. Blutgruppen beim Schaf

71 Allgemeines zu den Blutgruppen

Unter Blutgruppen versteht man erbliche, strukturelle Eigenschaften von Blutbestandteilen, die
sich aufgrund einer genetischen Vielgestaltigkeit bei verschiedenen Individuen bzw. Gruppen
unterscheiden und mittels spezifischer Antikdrper nachgewiesen werden konnen (Pschyrembel,
2002). Die Blutgruppen sind im Allgemeinen durch Antigene auf der Erythrozytenoberfldche
charakterisiert (Losch et al., 2000); (Penedo, 2000). Die antigenen Determinanten stellen vor
allem Phospholipide, Glykolipide und Glykoproteine dar (Pschyrembel, 2002), wobei die
serologische Spezifitit durch deren Kohlenhydratanteil bestimmt wird. Die verschiedenen,
speziesspezifischen Antigene konnen verschiedenen Blutgruppensystemen zugeordnet werden.
Dabei werden solche Blutgruppenantigene zu einem System zusammengefasst, die von den
Allelen eines Genes oder eng verkniipften Genen kodiert werden. Die Antigene aller
Blutgruppensysteme sind auf jedem einzelnen Erythrozyten vorhanden. Manche
Blutgruppenantigene sind auch auf Thrombozyten, Leukozyten oder in Geweben zu finden,
jedoch in weitaus geringerer Konzentration (Jain, 1993). Ein Beispiel hierfiir ist das R-Antigen,
das in den 70er Jahren neben den Erythrozyten auch auf Lymphozyten von Schafen nachgewiesen
wurde (Schmid und Cwik, 1975). Bestimmte Blutgruppensubstanzen konnen auch in 16slicher

Form in verschiedenen Korperfliissigkeiten wie dem Blutplasma, dem Speichel oder der Milch
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nachgewiesen werden. Beim Schaf sind dies die R- und O-Antigene (Rasmusen, 1962); (Jain,

1993), auf die in Kapitel 7.3 noch genauer eingegangen wird.

Beziiglich der Vererbung der Blutgruppen ist die Anwesenheit eines Antigens generell dominant
gegeniiber seiner Abwesenheit und kodominant zu anderen Allelen des Gens (Miller, 1976). Es
gibt jedoch Ausnahmen. Das O-Allel bei Schafen ist beispielsweise rezessiv gegeniiber dem R-
Allel, das R-Allel hingegen vererbt sich dominant (Stormont, 1951). AuBlerdem existiert beim
Schaf als Besonderheit ein epistatisches Gen (Suppressor-Gen 1) {iber dem R-O-Lokus (Rendel et
al., 1954), auf das ebenso in Kapitel 7.3 nédher eingegangen wird. Eine epistatische Wirkung

dieses Gens auf den C-Lokus ist ebenfalls nicht auszuschlieSen (Schmid und Buschmann, 1985).

7.2 Technik

Die Technik der Blutgruppenbestimmung variiert bei den verschiedenen Spezies. Im Allgemeinen
finden Hamolyse-, Agglutinations- und Antiglobulintests Anwendung. Bei Schafen stellt der
Héamolysetest die Methode der Wahl dar (Jain, 1993); (Penedo, 2000), da deren Erythrozyten in
der Regel nicht zur Agglutination neigen (Jain, 1993). Bei dem Hiamolysetest wird ein
Blutgruppenreagenz (Antiserum) mit Erythrozyten vom Schaf und Komplementfaktoren
vermischt und nach einiger Zeit der Hamolysegrad (0 - 4) bestimmt. Bei negativer Reaktion
bleiben die Erythrozyten intakt, bei vollstindiger Hamolyse (Grad 4) sind keine Erythrozyten
mehr erkennbar und die Reaktionsfliissigkeit stellt sich klar und rotlich dar. Als Quelle von
Komplementfaktoren wird vorrangig das Serum von Kaninchen verwendet (Penedo, 2000). Da
die Erythrozyten der Kaninchen im Gegensatz zu denjenigen der Schafe kein Forssmann-Antigen
besitzen und somit das Serum der Kaninchen natiirlich vorkommende Antikorper gegen dieses
Antigen aufweist, miissen diese Antikdrper vor dem Einsatz des Serums durch Zugabe von
Erythrozyten der zu untersuchenden Spezies absorbiert werden (Stormont, 1982); (Penedo, 2000).
Die Antigene des D-Systems der Schafe werden als Besonderheit mit dem Agglutinationstest
ermittelt. Dieser ist im Allgemeinen wie der Hamolysetest aufgebaut, es wird jedoch kein
Komplement hinzu gegeben (Penedo, 2000). Das originale D-Reagenz vermag D-positive
Erythrozyten bei Abwesenheit von Komplement zu agglutinieren, bei Anwesenheit von
Kaninchen-Komplement fiihrt es jedoch zur Hadmolyse dieser Zellen (Rasmusen, 1962). Die
Testsera (Antisera) zur Differenzierung der Blutgruppen erhélt man durch Isoimmunisierung, bei
der Blut von einem Individuum auf ein anderes, gruppendifferentes Tier der gleichen Art
tibertragen wird. Da die Antikdrperbildung nach der Erstimmunisierung meist unzureichend ist,
wird eine Reimmunisierung (Boosterung) nach mindestens drei Monaten notwendig (Schmid,
1971). Neben diesen vom Schaf stammenden Isoantikdrpern konnen aber auch Heteroantikorper

aus anderen Tieren zur Herstellung von Testsera eingesetzt werden (Tucker, 1971). Mit speziell
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bei der Blutgruppenerforschung der Rinder angewendeten Normal- und Isoimmunsera kdnnen
aufgrund einer Homologie mancher Blutgruppensysteme von Rindern und Schafen teilweise auch
die Blutgruppen der Schafe untersucht werden. Nguyen (1972) ermittelte zwolf bovine Testsera,

deren Antikorper den Nachweis von zehn ovinen Blutgruppenfaktoren erlauben (Nguyen, 1972).

7.3 Blutgruppensysteme der Schafe

Laut Rasmusen (1962), Tucker (1971), Nguyen (1972), Nguyen und Ruffet (1975), Marai et al.
(1992) und Penedo (2000) existieren beim Schaf sieben Blutgruppensysteme, ndmlich das A-, B-,
C-, D-, M-, R-, und X-System (Rasmusen, 1962); (Tucker, 1971); (Nguyen, 1972); (Nguyen und
Ruffet, 1975); (Marai et al.,, 1992); (Penedo, 2000). Jedes Blutgruppensystem weist eine
unterschiedliche Anzahl an Blutgruppenfaktoren auf, Penedo (2000) beschreibt beim Schaf
insgesamt zweiundzwanzig Faktoren (Penedo, 2000). Aufgrund einer Homologie mancher
Blutgruppensysteme bei Schafen und Rindern ist deren Blutgruppennomenklatur sehr dhnlich
(Nguyen, 1972). Jedes einzelne System wird mit einem groen Buchstaben und die einzelnen
Faktoren in dem jeweiligen System mit einem kleinen Buchstaben bezeichnet (Penedo, 2000).
Trotz der gleichen Namensgebung mittels Buchstaben sind die Antigene bei den verschiedenen
Tierarten nicht gleich (Jain, 1993). Die Tabelle IL.5 fiihrt eine Zusammenfassung der
verschiedenen Blutgruppensysteme der Schafe mit den dazugehorigen Blutgruppenfaktoren, der
Zahl der Allele und der Zahl der Phidnogruppen aus den verschiedenen Angaben in der Literatur
(Rasmusen, 1962); (Tucker, 1971); (Nguyen, 1972); (Nguyen und Ruffet, 1975); (Schmid und
Buschmann, 1985); (Marai et al., 1992); (Penedo, 2000) auf.

Tabelle 11.5: Blutgruppensysteme der Schafe

System Faktoren Zahl der Allele | Zahl der Phinogruppen
A-System a,b 3 4

B-System a,b,c,d,e, f,g h,i >50 117

C-System a,b 4 3

D-System a,b 2 2

M-System a,b,c 4 6

R-System (R-0O) R, O 2 3

X-System (X-Z) X, Z 2 3

Das B-, C-, M- und R-System der Schafe scheint je homolog zu dem B-, C-, S- bzw. J-System der
Rinder zu sein (Rasmusen, 1962); (Nguyen, 1972). Die B- und C-Systeme sind sehr komplex und
variabel, da diese viele Allele umfassen (Nguyen, 1972); (Penedo, 2000). Das B-System stellt
jedoch das komplexeste aller Systeme dar (Nguyen und Ruffet, 1975). Schmid und Buschmann
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(1985) konnten im B-System der Schafe hundertsiebzehn verschiedene Phénogruppen als
charakteristische Erbeinheiten nachweisen, die unter der Kontrolle von iiber filinfzig
verschiedenen Allelen stehen (Schmid und Buschmann, 1985). Als Phénogruppen werden
unteilbare, geschlossen vererbte Kombinationen der Blutgruppenfaktoren bezeichnet (Schmid,
1971). Bei den Schafen sind die Gene, welche die Antigene des C-Systems kontrollieren, sehr
wahrscheinlich mit dem I Lokus, auf den bei dem R-O-System ndher eingegangen wird, eng
verkniipft. Auch mit dem Tr Lokus, der fiir die Kontrolle des Aminosdurentransports der
Erythrozyten eine Rolle spielt, besteht fiir diese Gene eine enge Verbindung. Es kann somit
angenommen werden, dass sich die Gene der Tr, I und C Loki auf dem selben Chromosom

befinden (Nguyen, 1985).

Das natiirlich am haufigsten vorkommende Blutgruppensystem der Schafe ist das R-O-System
(Greenwood, 1977). Die loslichen R- und O-Antigene werden in den Geweben produziert und in
das Blutplasma abgegeben, um schlielich von den Erythrozyten in der Zirkulation aufgenommen
zu werden. Im Serum der Schafe befinden sich natiirlich vorkommende R- oder O-Antikorper
(Alloantikdrper), jedoch nur in niedriger Konzentration (Jain, 1993). Das R-O-System wird im
Gegensatz zu den ,,immunologischen Blutgruppensystemen aufgrund des Vorkommens dieser
natiirlichen Antikorper auch als ,,natiirliches Blutgruppensystem® bezeichnet (Tucker, 1971);
(Marai et al., 1992). Zellen der R-Gruppe werden durch Anti-R Serum lysiert, solche der O-
Gruppe durch Anti-O Serum. Zellen, die hingegen keiner Lyse durch diese Antisera unterliegen,
werden der i1-Gruppe zugeordnet. Anti-R tritt im Serum der Schafe mit Blutgruppe O auf. Aber
auch bei manchen Schafen mit der Blutgruppe i kommt Anti-R vor. Anti-O hingegen ist bei
Schafen der Blutgruppe i sehr selten vorzufinden (Greenwood, 1977). Das Gen fiir die R-Gruppe
ist dominant gegeniiber dem Gen fiir die O-Gruppe (Rendel et al., 1954); (Greenwood, 1977);
(Penedo, 2000), die Blutgruppe O ist somit rezessiv gegeniiber der Blutgruppe R (Stormont,
1951). Daraus ergibt sich, dass heterozygote Individuen (R/O) serologisch nicht von homozygoten
Tieren der R-Gruppe (R/R) unterscheidbar sind (Greenwood, 1977). Die Exprimierung sowohl
des R- als auch des O-Antigens wird, wie bereits in Kapitel 7.1 erwéhnt, bei den Schafen durch
das Gen I kontrolliert (Penedo, 2000). Schafe mit dem Genotyp i/i (homozygot rezessiv) besitzen
weder R- noch O-Antigene (Rendel et al., 1964); (Nguyen, 1985); (Penedo, 2000). Das
Suppressor-Gen 1 ist epistatisch gegeniiber den R- und O-Genen und verhindert sehr
wahrscheinlich die Sekretion von R- und O-Antigenen in das Serum (Rendel et al., 1954). Nur bei
Vorhandensein des I-Allels, das dominant gegeniiber dem rezessiven Suppressor-Gen i ist, sind
R- oder O-Antigene im Plasma und auf den Blutzellen zu finden (Rendel et al., 1954). Die
Erythrozyten von neugeborenen Schafen besitzen weder R- noch O-Substanzen (Rendel et al.,
1954); (Rasmusen, 1962); (Greenwood, 1977), im Serum konnen sie jedoch durch Inhibitionstests

nachgewiesen werden (Rasmusen, 1962). Das R-Antigen erscheint durchschnittlich 16,4, das O-
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Antigen erst ca. 28,4 Tage nach der Geburt auf den roten Blutkérperchen (Rasmusen, 1962).

7.4 Bedeutung der Blutgruppenbestimmung beim Schaf

Die Blutgruppen spielen eine wesentliche Rolle als Marker fiir die Vererbung bestimmter
biochemischer und physiologischer Merkmale (Marai et al., 1992); (Jain, 1993). Das M-System
hat Einfluss auf den Kaliumgehalt der Erythrozyten beim Schaf, da Mb vermutlich den aktiven
Kaliumtransport in die Zelle hemmt (Schmid und Buschmann, 1985); (Penedo, 2000). Zellen mit
hoher Kaliumkonzentration (HK) sind demnach immer Mb-negativ (Penedo, 2000), solche mit
niedriger Kaliumkonzentration (LK) immer Mb-positiv (Schmid und Buschmann, 1985); (Penedo,
2000). LK-Zellen konnen entweder heterozygot oder homozygot sein. Da homozygote Lammer
(Mb x Mb) mit niedriger Kaliumkonzentration eine hdhere Uberlebenschance haben als
heterozygote Lidmmer, kann dem Polymorphismus im M-System der Schafe eine erhebliche
wirtschaftliche Bedeutung zugeschrieben werden (Schmid und Buschmann, 1985). Weiterhin
spielt der Nachweis einer durch Blutgruppen markierbaren Mono- bzw. Heterozygotie eine
bedeutende Rolle, da Lidmmer, die in mindestens einem der sieben Blutgruppensysteme
heterozygot sind, ein hoheres Gewicht beim Absetzen aufweisen als homozygote Tiere. Zudem
scheint ein Zusammenhang zwischen einer Heterozygotie und der erwiinschten Ausbildung der
Lammer zum Fleischtyp zu bestehen (Stansfield et al., 1964). Beim Schaf steht das C-System, wie
bereits in Kapitel 7.3 erwihnt, in direktem Zusammenhang mit dem Aminosdurentransport der
roten Blutkorperchen. Erythrozyten mit einem ungestorten Transport sind entweder Cb-positiv
oder Cb-negativ, solche mit einem fehlerhaften Transport sind jedoch nie Cb-negativ (Tucker et
al., 1980). Durch Stérung des Cysteintransports kommt es zu einem Abfall der
Glutathionkonzentration in der Zelle, was eine verminderte Uberlebenszeit der Erythrozyten zur
Folge hat (Schmid und Buschmann, 1985). Die Erythrozyten der Schafe mit dem O-Antigen
produzieren die alkalische Phosphatase B, wohingegen solche mit dem R-Antigen die alkalische
Phosphatase A in das Serum freisetzten (Rendel et al., 1964). Dies ist ein Beispiel fiir die
Kopplung einer fiir den Stoffwechsel wichtigen Enzymaktivitit und einem Blutgruppenmerkmal,
wodurch sich moglicherweise Wege zur Leistungsverbesserung in der landwirtschaftlichen
Nutztierhaltung ergeben konnen (Schmid und Buschmann, 1985). Zudem existiert ein
nennenswerter Einfluss der Blutgruppen-Genotypen auf die genetischen Merkmale der Wolle wie
Faserldnge, Faserdurchmesser, Stapellinge oder Kriuselung. Das Wissen iiber die Beziehung
zwischen der Blutgruppe und den fiir die Wollqualitit- und quantitit verantwortlichen

Charakteristiken ist fiir die Wollproduktion von grolem Nutzen (Marai et al., 1992).

Da jedes einzelne Schaf, abgesehen von eineiigen Zwillingen, {iiber seine eigene,
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individualspezifische Blutgruppenstruktur verfiigt, stellt die Blutgruppenformel die zuverldssigste
Identititssicherung dar und ist in ihrer Bedeutung mit dem Fingerabdruck des Menschen
vergleichbar. Die Blutgruppenuntersuchung erweist sich auflerdem als ein &uflerst sicheres
Verfahren zum Nachweis der Abstammung eines Schafes und kommt neben der
Abstammungskontrolle von Zuchttieren auch nach kiinstlichen Besamungen fiir die Klirung
strittiger Abkommen zum Einsatz. Bei Limmern kann bereits in den ersten Tagen nach der
Geburt die Vaterschaft oder Mutterschaft bestitigt oder ausgeschlossen werden, da die Mehrzahl
der Blutgruppenfaktoren nicht rezessiv sondern dominant vererbt werden und somit ein Lamm nur
solche Blutgruppen besitzen kann, die bei einem oder beiden Elternteilen nachweisbar sind
(Schmid und Buschmann, 1985). Fehlt mindestens eine Blutgruppe in Mutter und Vater, kann die

Elternschaft ausgeschlossen werden (Bouw, 1977).

Weiterhin kann die Blutgruppenbestimmung der Voraussage der zu erwartenden Fruchtbarkeit
weiblicher Tiere aus verschiedengeschlechtlichen Mehrlingsgeburten dienen. Durch eine
Ausbildung von BlutgefdBanastomosen der Mehrlinge wihrend der Fetalzeit kommt es zu einem
Austausch von Blutstammzellen, wodurch derartige Chimirenzwillige zeitlebens zwei
verschiedene Blutzellpopulationen (Blutzellchimarismus) mit unterschiedlicher Antigenstruktur
ausbilden, die blutgruppenserologisch nachgewiesen werden konnen. Bei
verschiedengeschlechtlichen Zwillingen ist der weibliche Zwillingspartner aufgrund einer
Verkiimmerung des Miiller'schen Gangsystems steril, Zwicken sind beim Schaf jedoch im
Gegensatz zu Rindern sehr selten (Schmid und Buschmann, 1985). Nach Einschitzung von
Stormont et al. (1953) kommt es bei ca. 5 % der Schafszwillinge zu einer plazentdren Anastomose
der Blutgefid3e, wobei Schafe mit dem sogenannten Freemartin-Syndrom in weit weniger als 0,8

% auftreten (Stormont et al., 1953).

Die Bedeutung der Blutgruppen bei der Bluttransfusion hat bei den Tieren einen geringeren
Stellenwert als beim Menschen (Bouw, 1977). Angesichts der vielen verschiedenen
Kombinationsmdglichkeiten der Blutgruppenfaktoren ist es sehr unwahrscheinlich, einen
gruppengleichen Spender zu finden. AuBlerdem ist bei den Haustieren im Gegensatz zu den
Menschen eine Gruppenungleichheit des Blutes nicht mit einer Unvertrdglichkeit gleichzusetzen
(Schmid und Buschmann, 1985). Bei Schafen kann aufgrund der Blutgruppenvielfalt eine
erstmalige Bluttransfusion in der Regel ohne vorherige Tests durchgefiihrt werden. Bei einer
zweiten Transfusion sollten jedoch Kreuzproben erfolgen, bei denen sowohl das Serum des
Empfangers auf Antikorper gegen die Erythrozyten des Spenders als auch das Serum des
Spenders auf Antikorper gegen die Erythrozyten des Empfingers getestet werden (Penedo, 2000).
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III Material und Methoden

1. Untersuchungsmaterial

Fiir meine Arbeit wurde Blut von insgesamt vierzig Schafen verwendet. Die Blutproben stammen
von flinfunddreiflig weiblichen und fiinf mannlichen Tieren unterschiedlichen Alters (vgl. Tab.
II1.1). Die Schafe wurden von der Klinik fiir Gynédkologie der Tierarztlichen Fakultdt der LMU
Miinchen gehalten. Die Blutentnahme erfolgte aus der Vena jugularis mit Hilfe eines sterilem
Vakutainer Systems der Firma Synlab.vet Augsburg. Von jedem Tier wurden 4 ml Blut in zwei
verschiedenen EDTA-RShrchen gesammelt. Die Firma Synlab.vet Augsburg erstellte von allen

Tieren ein kleines Blutbild und ein Differentialblutbild.

Von jedem Schaf wurden ungefihr fiinfzig Blutausstriche auf SuperFrost® Objekttragern
angefertigt. Ein Teil der Blutausstriche wurde fiir bestimmte Untersuchungen 10 Minuten in
Methanol (Merck, Darmstadt) fixiert. Die Aufbewahrung der Blutausstriche erfolgte nach
Lufttrocknung in lichtdicht abgeschlossenen Kassetten bei Kiihlschranktemperatur. Fiir die
elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurde Serum-Blut entnommen und schnellstmdglich
zentrifugiert. Fiir die enzymhistochemischen Untersuchungen wurde frisch entnommenes Blut
von zehn Tieren ohne Zugabe eines Antikoagulans direkt nach der Blutentnahme auf SuperFrost®
Objekttrager ausgestrichen und die Féarbungen innerhalb von 48 Stunden durchgefiihrt. Die
Tabelle III.1 zeigt eine Zusammenstellung der untersuchten Schafe mit Angaben zu Rasse, Alter

und Geschlecht.
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Tabelle I11.1: Ubersicht iiber die fiir die Doktorarbeit herangezogenen Schafe

Identifikation Nummer Rasse Alter Geschlecht
64 blau 1 Weilles Bergschaf 4 Jahre weiblich
14 weil3 2 Weilles Bergschaf 6 Jahre weiblich
61 weill 3 Weilles Bergschaf 5 Jahre weiblich
9 weil3 4 Weilles Bergschaf 5 Jahre weiblich
80 blau 5 Weilles Bergschaf 3,5 Jahre weiblich
95 blau 6 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
109 blau 7 Brillenschaf 2 Jahre weiblich
81 blau 8 Brillenschaf 3,5 Jahre weiblich
72 blau 9 Weilles Bergschaf 3,5 Jahre weiblich
91 blau 10 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
111 blau 11 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
16 blau 12 Weilles Bergschaf 6 Jahre weiblich
97 blau 13 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
87 blau 14 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
54 weil 15 Weilles Bergschaf 6 Jahre weiblich
19 weil3 16 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
131 blau 17 Brillenschaf 3 Jahre weiblich
88 blau 18 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
21 weil 19 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
120 blau 20 Weilles Bergschaf 1 Jahr weiblich
143 blau 21 Weilles Bergschaf 1 Jahr weiblich
125 blau 22 Weilles Bergschaf 1 Jahr weiblich
119 blau 23 Weilles Bergschaf 1,5 Jahre weiblich
121 blau 24 Weilles Bergschaf 1,5 Jahre weiblich
126 blau 25 Weilles Bergschaf 1 Jahr weiblich
960 rot 26 Weilles Bergschaf 7 Jahre ménnlich
30 blau 27 Weilles Bergschaf 5 Jahre minnlich
77 gelb 28 Weilles Bergschaf 6 Jahre minnlich
33 weil 29 Weilles Bergschaf 5 Jahre ménnlich
76702 30 Weilles Bergschaf 4 Jahre ménnlich
143 blau 31 Weilles Bergschaf 2 Jahre weiblich
50 weil 32 Weilles Bergschaf 2 Jahre weiblich
9 weil3 33 Weilles Bergschaf 5 Jahre weiblich
2 weil 34 Weilles Bergschaf 6 Jahre weiblich
154 blau 35 Weilles Bergschaf 1 Jahr weiblich
47 weil3 36 Weilles Bergschaf 1,5 Jahre weiblich
155 blau 37 Weilles Bergschaf 1 Jahr weiblich
29 weil 38 Weilles Bergschaf 3 Jahre weiblich
49 weil3 39 Weilles Bergschaf 2 Jahre weiblich
89 blau 40 Weilles Bergschaf 3,5 Jahre weiblich
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2. Lichtmikroskopie

2.1 Ubersichtsfarbungen

Die Blutausstriche wurden fiir eine exakte Differenzierung der einzelnen Zelltypen sechs

verschiedenen lichtmikroskopischen Ubersichtsfiarbungen unterzogen.

2.1.1 Diff-Quick-Firbung

Bei dieser Farbung handelt es sich um eine Schnellfirbemethode, die aus drei gebrauchsfertig
gelieferten Reagenzien (Labor+Technik, Berlin) besteht. Sie setzt sich aus einer Fixierlosung,
einem Xanthen-Farbstoff (Farbelosung 1) und einem Thiazin-Farbstoff (Férbelosung 2)

zusammen und dient in erster Linie der raschen Differenzierung der einzelnen Leukozyten.

Durchfithrung der Fiarbung:

1. Ausstriche fiir 5 Sekunden in die Fixierlosung tauchen und abtropfen lassen.
2. Ausstriche flir 5 Sekunden in die Féarbelosung 1 tauchen und abtropfen lassen.
3. Ausstriche fiir 5 Sekunden in die Féarbeldsung 2 tauchen und abtropfen lassen.
4. Ausstriche mit demineralisiertem Wasser spiilen.

5. Ausstriche abtropfen und lufttrocknen lassen.

6. Ausstriche mit Eukitt® (Sigma, Steinheim) eindecken.

Férbeergebnis:

Die Zellkerne der Lymphozyten, der Monozyten und der Granulozyten sind dunkelblau bis
dunkelviolett gefarbt. Die Granula der neutrophilen Granulozyten farben sich rosa bis violett, die
der eosinophilen Granulozyten orange bis rot und die der basophilen Granulozyten dunkelviolett
bis schwarz. Das Zytoplasma nimmt bei den Lymphozyten eine hellviolette, bei den Monozyten

eher eine hellblaue Farbe an. Die Erythrozyten stellen sich rot und die Thrombozyten violett dar.

2.1.2 Giemsa-Fiarbung

Die Giemsa-Farbung stellt eine einfache Differentialfirbemethode fiir zytologische Préparate dar.
Die Firbelosung enthélt die Farbstoffe Azur A und Azur B, Methylenblau und Eosin. Die
basischen Farbstoffe bilden mit dem Eosin Salze, ndmlich Azur-A-Eosinat, Azur-B-Eosinat und

Methylenblau-Eosinat, die den Romynowsky-Giemsa-Effekt, also die typische rétlich-violette
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Anfirbung des Zellkernchromatins, bewirken. Zur optimalen Losung der Farbstoffe kommt
Methanol als Losungsmittel und Glyzerin als Stabilisator zum Einsatz (Romeis, 2010). Zur
Farbung werden gebrauchsfertige, konzentrierte Stammldsungen verwendet. Die Férbelosung
sollte vor der Verwendung moglichst filtriert werden, da Verunreinigungen den Férbevorgang
durch Auskristallisation und somit Niederschlagsbildung auf den Priparaten stéren (Stobbe,

1970).

Herstellung der FarbelGsung:

Die konzentrierte Giemsa-Stammldsung (Merck, Darmstadt) wird im Verhéltnis von 1:20 mit

destilliertem Wasser verdiinnt.

Durchfithrung der Farbung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Einstellen der Objekttrager in verdiinnte Giemsa-Losung fiir 30 - 45 Minuten.

3. AbgieBlen der Féarbelosung und Spiilen mit demineralisiertem Wasser.

4. Abtropfen und lufttrocknen lassen.

5. Objekttrager mit Eukitt® (Sigma, Steinheim) eindecken.

Férbeergebnis:

Einwandfrei gefiarbte Ausstriche sollten eine rosa Farbung aufweisen (Stobbe, 1970). Ein zu hoher
pH-Wert bei der Farbung fiihrt zu einem Blaustich, ein zu niedriger zu einem Rotstich (Romesis,
2010). Die Zellkerne nehmen bei optimalem pH-Wert eine rot-violette Farbe an (Romanowsky-
Giemsa-Effekt). Die Granula der neutrophilen Granulozyten erscheinen rotlich-violett, die der
eosinophilen Granulozyten rotlich-braun und die der basophilen Granulozyten blau. Das
Zytoplasma der Lymphozyten und der Monozyten stellt sich blau dar und schlie3t bei manchen
Zellen feine Azurkdrnchen ein. Die Erythrozyten farben sich blassrotlich (bei steigendem pH-
Wert blaulich) und die Thrombozyten blau mit violettem Innenkdrper (Romeis, 1989).

2.1.3 Fiarbung nach May-Griinwald

Die Farbetechnik nach May-Griinwald stellt ebenfalls eine einfache Differentialfirbung mit
eosinsaurem Methylenblau dar. Der basische Farbstoff Methylenblau bildet mit Eosin ein Salz,
das Methylenblau-Eosinat. Zur Herstellung der Farbelosung wird Methanol angewendet, da
Methylenblau und Methyleneosinat schlecht wasserldslich sind. Eine kommerziell erhiltliche

Farbstofflosung standardisiert die Ergebnisse und ist generell vorzuziehen (Romeis, 2010). Bei
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dlteren Ausstrichen ist eine vorherige Fixierung ratsam (Romeis, 1989).

Durchfithrung der Farbung:

1. May-Griinwald-Losung (Merck, Darmstadt) auf Objekttrager tropfen und 3 - 5 Minuten farben.

2. Verdiinnen der Farbstofflosung durch Auftropfen der gleichen Menge an destilliertem Wasser

und weitere 5 - 10 Minuten farben (erst hier findet die eigentliche Anfirbung statt).
3. AbgieBen der Fiarbelosung und Spiilen mit demineralisiertem Wasser.

4. Abtropfen und lufttrocknen lassen.

5. Objekttrager mit Eukitt® (Sigma, Steinheim) eindecken.

Férbeergebnis:

Die Zellkerne farben sich mit dieser Methode blau-violett. Das Zytoplasma von Lymphozyten und
Monozyten nimmt eine blaue Farbe an, wobei Azurkdrnchen enthalten sein konnen. Die Granula
der neutrophilen Granulozyten farben sich hellviolett bis rotlich, die der eosinophilen
Granulozyten ziegelrot und die der basophilen Granulozyten kriftig blau-violett. Die Erythrozyten

nehmen eine rétliche Farbe an und die Thrombozyten erscheinen violett (Romeis, 2010).

2.14 Panoptische Firbung nach Pappenheim

Diese Farbetechnik stellt eine Kombination der Giemsa- mit der May-Griinwald-Féarbung dar und
ist eine sehr wichtige Firbung in der Zytodiagnostik. Die basische Komponente stellt

Methylenblau, die saure Komponente Eosin dar.

Herstellung der Farbelosungen:

Die May-Griinwald-Stammlosung (Merck, Darmstadt) wird im Verhiltnis von 1:2, die Giemsa-

Stammlosung (Merck, Darmstadt) im Verhiltnis von 1:10 mit destilliertem Wasser verdiinnt.

Durchfithrung der Fiarbung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Ausstriche mit May-Griinwald-Gebrauchslosung tiberschichten und 5 - 8 Minuten férben.
3. AbgieBen der Fiarbelosung.

4. Ausstriche mit Giemsa-Gebrauchslosung tiberschichten und 10 Minuten farben.

5. Spiilen mit demineralisiertem Wasser.
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6. Abtropfen und lufttrocknen lassen.

7. Objekttrager mit Eukitt® (Sigma, Steinheim) eindecken.

Férbeergebnis:

Die Zellkerne nehmen mit dieser Methode eine rotlich-violette bis blaue Farbe an. Das
Zytoplasma der Lymphozyten erscheint hellblau, das der Monozyten eher grau-blau (Romesis,
2010) und das der neutrophilen Granulozyten zartrosa (Stobbe, 1970). Lymphozyten und
Monozyten konnen zudem Azurkornchen enthalten (Romeis, 1989). Die Granula der neutrophilen
Granulozyten fiarben sich hellviolett, die der eosinophilen Granulozyten ziegelrot bis orange und
die der basophilen Granulozyten dunkelviolett. Die roten Blutkdrperchen erscheinen rosa

(Romeis, 2010). Die Thrombozyten zeigen sich bldulich mit rotlichen Granula (Stobbe, 1970).

2.1.5 Sirius Red-Farbung

Durch diese Farbung konnen gezielt eosinophile Granulozyten dargestellt werden. Die

eosinophilen Granula firben sich intensiv rot an.

Herstellung der Farbelosung:

500 mg Sirius Red (Reactifs Ral, Martillac) werden in 45 ml bidestilliertem Wasser und 50 ml
Ethanol absolut (Merck, Darmstadt) gelost. AnschlieBend werden 1 ml 1 %ige NaOH-Losung und
4 ml 20 %ige NaCl-Losung hinzu gegeben. Die Losung wird vor Verwendung filtriert. Sie ist bei

Raumtemperatur ungefdhr zwei Monate haltbar.

Durchfithrung der Farbung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Einstellen in saures Hdmalaun nach Mayer fiir 10 Minuten.

3. Spiilen fiir 15 Minuten in flieBendem Leitungswasser (,,Blauen®).

4. Einstellen in Sirius-Red-Férbelosung fiir 60 Minuten.

5. Kurzes Spiilen mit demineralisiertem Wasser.

6. Abtropfen und lufttrocknen lassen.

7. Objekttrager mit Eukitt® (Sigma, Steinheim) eindecken.

Férbeergebnis:

Die Granula der neutrophilen Granulozyten farben sich in einem zarten Rot an, diejenigen der



I Material und Methoden 78

eosinophilen Granulozyten in einem kréftigen, intensiven Rot. Das Zytoplasma der Lymphozyten

und Monozyten stellt sich grau-blau dar. Die Zellkerne sind blau geférbt.

2.1.6 Toluidinblau-Firbung nach Undritz

Diese Farbung dient der gezielten Darstellung basophiler Granulozyten (Freund, 2008), die durch
den Mukopolysaccharidgehalt ihrer Spezialgranula metachromatische Eigenschaften besitzen und
sich somit deutlich von den eosinophilen und neutrophilen Granulozyten unterscheiden (Stobbe,
1970). Die metachromatische Granulation findet bei saurem pH-Wert statt, nicht jedoch bei
neutraler Umgebung (Raskin und Valenciano, 2000); (Scott und Stockham, 2000). Eine
metachromatische Firbung bezeichnet generell die Fiarbung einer Struktur in einen anderen
Farbton als den der Farbstofflosung, wobei besonders Thiazinfarbstoffe zur Darstellung der
Metachromasie geeignet sind (Parwaresch und Lennert, 1969). Saure Schleimsubstanzen farben
sich mit dem blauen Farbstoff Toluidinblau O somit nicht blau (orthochromatisch), sondern rot-

violett (metachromatisch) an (Romeis, 2010).

Herstellung der Farbel6sung:

lg Toluidinblau (Roth, Karlsruhe) werden in 100 ml Methanol (Merck, Darmstadt) gelost. Die
Losung ist unbegrenzt haltbar (Stobbe, 1970); (Freund, 2008).

Durchfithrung der Fiarbung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Ausstriche 5 Minuten in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) waschen.

3. Einstellen in Toluidinblau-Féarbeldsung fiir 15 Minuten.

4. Kurzes Spiilen mit demineralisiertem Wasser.

5. Abtropfen und lufttrocknen lassen.

6. Objekttrager mit Eukitt® (Sigma, Steinheim) eindecken.

Férbeergebnis:

Aufgrund der Reaktion von Toluidinblau mit den sauren Mukopolysacchariden entsteht ein
metachromatischer Komplex (Raskin und Valenciano, 2000). Die Granula der basophilen
Granulozyten nehmen dadurch eine leuchtend rot-violette Farbe an, alle anderen Zellen stellen

sich grau-blau dar (Stobbe, 1970).
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2.2 Substrathistochemische Farbungen

2.2.1 Periodic-Acid-Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

Die PAS-Reaktion stellt eine weit verbreitete Spezialfirbung zum Nachweis von Kohlenhydraten
bzw. kohlenhydrathaltigen Strukturen und Substanzen dar (Romeis, 2010). Bei dieser Technik
werden freie Hydroxylgruppen benachbarter C-Atome von Polysacchariden mittels Perjodsdure
durch Spaltung der C-C-Bindung zu Aldehyden oxidiert, die mit dem Schiffschen Reagenz
(fuchsinschwefelige Sédure) sichtbar gemacht werden (Stobbe, 1970); (Sinowatz, 2006b). Durch
Reaktion der Aldehyde mit dem Sulfit des Schiffschen Reagens wird Fuchsin frei, das zu einer
roten Anfarbung fiihrt (Romeis, 2010). Diese Reaktion dient somit dem Nachweis von
Polysacchariden (Glykogen), Glykoproteinen ohne Carboxyl- und Sulfatgruppen, neutralen
Glykoproteinen und zum Teil sauren Mukopolysacchariden, die reich an Hydroxylgruppen sind

(Romeis, 2010).

Herstellung der 0.5 %igen wissrigen Perjodsdure-Losung (immer frisch ansetzen):

1g Perjodsdure (Merck, Darmstadt) werden in 200 ml destilliertem Wasser geldst.

Herstellung des Sulfit/SO,-Wassers (immer frisch ansetzen):

30 ml 1 N Salzsdure-Losung (Roth, Karlsruhe) werden mit 30 ml 10 %iger Natriumdisulfit-

Losung und 600 ml Leitungswasser vermischt.

Durchfithrung der Fiarbung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Einstellen in 0,5 %ige wassrige Perjodsdure-Losung unter Lichtabschluss flir 5 Minuten.
3. Spiilen mit Leitungswasser.

4. Einstellen in Schiffsches Reagenz (Roth, Karlsruhe) unter Lichtabschluss fiir 15 Minuten.
5. Zweimaliges Spiilen in Sulfit/SO,-Wasser fiir je 2 Minuten.

6. Spiilen mit Leitungswasser.

7. Kernfarbung durch Einstellen in saures Haimalaun nach Mayer fiir 5 Minuten.

8. Spiilen in flieBendem Leitungswasser (,,Blduen®) fiir 5 Minuten.

9. Abtropfen und lufttrocknen lassen.

10. Objekttrager mit Eukitt® (Sigma, Steinheim) eindecken.
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Férbeergebnis:

Strukturen mit einer PAS-postiven Reaktion nehmen eine rosa bis violette Farbe an (Romeis,
1989), wobei das Reaktionsprodukt eine fokale, diffuse oder granuldre Erscheinung aufweisen

kann (Raskin und Valenciano, 2000). Die Zellkerne farben sich blau an (Romeis, 2010).

2.2.2 Alcianblau-Fiarbung

Diese Farbung wird ebenfalls zum Nachweis von Kohlenhydraten verwendet und kann gut mit der
PAS-Reaktion kombiniert werden. Alcianblau 8 GX ist ein wasserloslicher Phthalocyanin-
Farbstoff und dient der selektiven Féarbung von Mukosubstanzen, wobei zwischen sauren
Mukopolysacchariden mit Carboxyl- oder Sulfatgruppen unterschieden werden kann.
Carboxylgruppenreiche Mukosubstanzen werden bei einem pH-Wert von 2,5 nachgewiesen,
sulfatierte Muzine hingegen bei einem pH-Wert von 1,0. Ein Vergleich beider Methoden ist stets
sinnvoll (Romeis, 2010).

Herstellung der Alcianblau-Firbeldsungen:

o Alcianblau-Férbelosung pH 2,5: 5 g Alcianblau 8 GX Certistain® (Merck, Darmstadt)

werden unter Riihren in 500 ml einer 3 %igen Essigsdure-Losung gelost.

o Alcianblau-Fdrbelosung pH 1,0: 5 g Alcianblau 8 GX Certistain® (Merck, Darmstadt)
werden in 500 ml 0,1 N Salzsdure (Roth, Karlsruhe) gelost.

Herstellung der Kernechtrotlosung:

S5g Aluminiumsulfat (Merck, Darmstadt) werden in 100 ml destilliertem Wasser gelost. Nach
Erhitzen der Losung werden 0,1 g Kernechtrot Certistain® (Merck, Darmstadt) bis zur Losung
des Farbstoffes eingeriihrt. Nach Erkalten wird die Losung zuletzt filtriert.

Durchfithrung der Farbung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Einstellen in Alcianblau-Losung fiir 5 Minuten.

3. Spiilen in flieBendem Leitungswasser fiir 3 Minuten.

4. Kurzes Spiilen mit demineralisiertem Wasser.

5. Einstellen in Kernechtrot-Losung fiir 10 Minuten.

6. Spiilen in flieBendem Leitungswasser fiir 3 Minuten.
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7. Kurzes Spiilen mit demineralisiertem Wasser.
8. Abtropfen und lufttrocknen lassen.

9. Objekttrager mit Eukitt® (Sigma, Steinheim) eindecken.

Férbeergebnis:

Saure und sulfatierte Mukosubstzanzen farben sich leuchtend blau an. Die Zellkerne werden
durch Alcianblau nicht angefdrbt, die Gegenfiarbung mit Kernechtrot farbt diese rosa und den

Hintergrund zartrosa (Romeis, 1989).

23 Enzymbhistochemische Fiarbungen

Insgesamt wurden sieben Enzymfarbungen bei Blutausstrichen von je fiinf weiblichen und flinf
minnlichen Tieren durchgefiihrt. Als Ausgangsmaterial wurden frische, native Blutausstriche
verwendet. Es wurden keine Antikoagulantien (z.B. EDTA) eingesetzt, da diese zu einer
deutlichen Abschwédchung mancher Enzymaktivititen filhren konnen. Das Blut wurde deshalb
direkt nach der Entnahme aus der Vena jugularis auf die Objekttriger aufgetropft und

ausgestrichen. Die Préparate wurden in den ersten 48 Stunden nach der Blutabnahme bearbeitet.

2.3.1 Nachweis der sauren Phosphatase

Die saure Phosphatase katalysiert die Hydrolyse von Phosphomonoestern bei niedrigem pH-Wert.
Bei der hier angewendeten Azokupplungsreaktion wird aus Naphthol AS-OL Phosphorsidure
Naphthol-AS-BI freigesetzt, das mit Pararosanilin zu einem in der Zelle ausfallenden Azofarbstoff

gekuppelt wird.

Herstellung der Farbel6sung:

Zuerst werden 2 ml Naphthol AS-OL Phosphorsiure (Merck, Darmstadt) und 0,8 g Natriumazetat
(Merck, Darmstadt) nacheinander in 60 ml destilliertem Wasser gelost. Dann werden 5 Tropfen
Pararosanilin-HCI-Losung (2N) (Merck, Darmstadt) mit 5 Tropfen Nitrit-Losung (Merck,
Darmstadt) in einem kleinen Reagenzglas gemischt und nach 1 Minute dem ersten Ansatz hinzu
gegeben. Diese Farbemischung wird vor Verwendung in eine Féarbekiivette filtriert. Die
Féarbelosung ist zwar maximal 3,5 Stunden stabil, die Farbung sollte jedoch innerhalb der ersten

15 Minuten nach der Herstellung erfolgen.
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Durchfithrung der Farbung:

1. Fixieren der Blutausstriche in Leucognost® Fixiergemisch (Merck, Darmstadt) fiir 1 - 3

Minuten.

2. Abspiilen mit destilliertem Wasser.

3. Einstellen in frisch angesetzte Farbeldsung fiir 2,5 Stunden unter Lichtabschluss.
4. Abspiilen mit destilliertem Wasser.

5. Einstellen in saures Himalaun nach Mayer fiir 15 Minuten.

6. Spiilen in flieBendem Leitungswasser (,,Blauen®) fiir 2 Minuten.

7. Ausstriche lufttrocknen lassen.

8. Eindecken mit Aquatex® (Merck, Darmstadt).

An Stellen der Enzymaktivitit zeigt sich ein rotes bzw. rot-braunes Reaktionsprodukt. Die

Zellkerne stellen sich blau dar.

2.3.2 Nachweis der alkalischen Phosphatase

Die alkalische Phosphatase katalysiert die Hydrolyse von Phosphomonoestern bei hohem pH-
Wert. Bei dieser Azokupplungsreaktion wird aus 1-Naphthylphosphat 1-Naphthol freigesetzt, das

mit dem Diazoniumsalz an Stellen der Enzymaktivitit ein unlosliches Produkt bildet.

Herstellung der Farbelosung:

Losung A wird hergestellt, indem 1,1 g Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Merck, Darmstadt) in
100 ml destilliertem Wasser gelost werden. Durch Mischen von 15 ml 1-Naphthylphosphat-
Natriumsalz (Merck, Darmstadt) und 15 ml der Losung A in einer Féarbekiivette entsteht Losung
B. Losung C entsteht durch Mischen von 68 mg Variamin®-Blausalz B (Merck, Darmstadt) und
45 ml der Losung A. Danach wird 2 Minuten kréftig geschiittelt und die Reagenzlosung C in die
Férbekiivette zu Losung B filtriert. Beide Losungen werden zuletzt gut gemischt. Die Farbelosung

ist maximal 1,5 Stunden stabil.

Durchfithrung der Farbung:

1. Fixieren der Blutausstriche in Leucognost® Fixiergemisch (Merck, Darmstadt) fiir 1 - 3

Minuten.

2. Abspiilen mit destilliertem Wasser.
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3. Ausstriche lufttrocknen lassen.

4. Einstellen in frisch angesetzte Farbelosung fiir 10 - 15 Minuten.
5. Absplilen mit destilliertem Wasser.

6. Ausstriche lufttrocknen lassen.

7. Einstellen in saures Hamalaun nach Mayer fiir 5 Minuten.

8. Spiilen in flieBendem Leitungswasser (,,Blauen®) fiir 2 Minuten.
9. Ausstriche lufttrocknen lassen.

10. Eindecken mit Aquatex® (Merck, Darmstadt).

Das Reaktionsprodukt zeigt sich als brauner Niederschlag in der Zelle. Die Zellkerne stellen sich

blau dar.

2.3.3 Nachweis der Peroxidase

Diese Katalase iibertragt Wasserstoff von einem Donator auf Wasserstoffperoxid. Als Donator
wird hier, anstatt dem gewohnlich eingesetzten, karzinogenen Benzidin, 4-Chlor-1-naphthol

verwendet. Dieses wird durch Oxidation in einen unldslichen Farbstoff umgewandelt.

Herstellung der FarbelGsung:

Zunichst werden 15 ml 4-Chlor-1-naphthol (Merck, Darmstadt) in 15 ml Ethanol (Merck,
Darmstadt) gelost und dies in eine Férbekiivette gegeben. Unter Umriihren werden 45 ml
destilliertes Wasser, 10 Tropfen Tris(hydroxymethyl-aminomethan)-HCIl-Puffer (Merck,
Darmstadt) und 2 Tropfen Wasserstoffperoxid-Losung (Merck, Darmstadt) nacheinander hinzu

gegeben. Die Reagenzldsung ist farblos und ungefdhr 3 Stunden stabil.

Durchfithrung der Farbung:

1. Fixieren der Blutausstriche in Leucognost® Fixiergemisch (Merck, Darmstadt) fiir I Minute.
2. Spiilen in flieBendem Leitungswasser fiir 10 Sekunden.

3. Einstellen in frisch angesetzte Farbelosung fiir 10 Minuten.

4. Abspiilen mit destilliertem Wasser fiir 10 Sekunden.

5. Ausstriche lufttrocknen lassen.

6. Einstellen in saures Himalaun nach Mayer fiir 2 Minuten.
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7. Spiilen in flieBendem Leitungswasser (,,Blauen®) fiir 3 - 5 Minuten.
8. Ausstriche lufttrocknen lassen.
9. Eindecken mit Aquatex® (Merck, Darmstadt).

Orte der Enzymaktivitit stellen sich schwarz-braun dar. Die Zellkerne sind blau geférbt.

234 Nachweis der B-Glucuronidase

Bei der hier angewendeten Azokupplungsreaktion wird durch die B-Glucuronidase, die zu den
sauren Hydrolasen zdhlt, das Substrat Naphthol AS-BI B-Glucuronid zu Naphthol abgebaut, das
wiederum durch Bindung an hexazotiertes Pararosanilin ein rotes, unldsliches Reaktionsprodukt

entstehen lasst.

Herstellung der FarbelGsung:

Zuerst werden 19 ml einer 0,2 M Natriumazetat-Losung mit 1 ml hexazotiertem Pararosanilin in
einem Kolben gemischt und mit 1 N NaOH (Roth, Karlsruhe) und 0,1 N HCI (Roth, Karlsruhe)
auf einen pH-Wert von 5,0 eingestellt. Dann werden 4 mg Naphthol AS-BI B-Glucuronid (Sigma,
Steinheim) in 0,5 ml N,N-Dimethylformamid (Merck, Darmstadt) geldst und diese Losung der
Inkubationslosung beigefiigt. Zuletzt erfolgt eine Filtration der Férbelosung in einen

Erlenmeyerkolben.

Durchfithrung der Fiarbung:

1. Betropfen der Ausstriche mit frisch angesetzter Farbelosung.

2. Inkubation in Feuchtkammer bei 37°C fiir 3 Stunden.

3. Abspiilen mit destilliertem Wasser.

4. Einstellen in saures Hamalaun nach Mayer fiir § Minuten.

5. Spiilen in flieBendem Leitungswasser (,,Blauen®) fiir 15 Minuten.
6. Ausstriche lufttrocknen lassen.

7. Eindecken mit Aquatex® (Merck, Darmstadt).

Stellen der Enzymaktivitit farben sich rot an. Die Zellkerne nehmen eine blaue Farbe an.
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2.3.5 Nachweis der a-Naphthyl-Azetat-Esterase nach Loffler

Bei dieser Azokupplungsreaktion bildet das aus 2-Naphthyl-Azetat hydrolytisch abgespaltene

Naphthol mit dem Diazoniumsalz einen unloslichen Azofarbstoff am Ort der Enzymaktivitit.

Herstellung der Farbel6sung:

20 mg 2-Naphthyl-Azetat (Sigma, Steinheim) werden als erstes in einem Kolben in 0,4 ml Aceton
(Merck, Darmstadt) gelost. Hierbei ist es wichtig, dass das 2-Naphthyl-Acetat in das Aceton
gegeben wird und nicht umgekehrt. Als néchstes werden 80 ml 0,1 M Phosphatpuffer in die
Losung gegeben und kriftig geriihrt bis die Triibung verschwindet. Dann werden 100 mg Fast
Blue BB Salt hemi (2 mg/ml) (Sigma, Steinheim) hinzu gegeben und geschiittelt. Zuletzt erfolgt

die Filtration in eine Farbekiivette.

Durchfithrung der Farbung:

1. Fixation der Blutausstriche in Formoldampf (Formaldehyd 37 %) (Roth, Karlsruhe) fiir 4

Minuten.

2. Einstellen in frisch angesetzte Farbelosung fiir 30 Minuten.

3. Abspiilen mit flieBendem Leitungswasser.

4. Einstellen in saures Hamalaun nach Mayer fiir § Minuten.

5. Spiilen in flieBendem Leitungswasser (,,Blauen®) fiir 15 Minuten.
6. Ausstriche lufttrocknen lassen.

7. Eindecken mit Aquatex® (Merck, Darmstadt).

An Stellen der Enzymaktivitét bildet sich ein blauer, fein granuldrer Niederschlag. Die Zellkerne

farben sich blau.

2.3.6 Nachweis der Naphthol-AS-Azetat-Esterase nach Loffler

Bei folgender Azokupplungsreaktion wird aus Naphthol-AS-Azetat Naphthol freigesetzt, das mit

dem Diazoniumsalz an Stellen der Enzymaktivitét ein unldsliches Farbstoffprézipitat bildet.

Herstellung der FarbelGsung:

Zuerst werden 8 mg Naphthol-AS-Azetat (Applichem, Darmstadt) in 1 ml Aceton (Merck,
Darmstadt) gelost. Dieses wird dann unter starkem Schiitteln tropfenweise zu 80 ml 0,1 M

Phosphatpuffer zugegeben. Dann folgt die Zugabe von 100 mg Fast Blue BB Salt hemi (2 mg/ml)
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(Sigma, Steinheim) und zuletzt die Filtration in eine Farbekiivette.

Durchfithrung der Farbung:

1. Fixation der Blutausstriche in Formoldampf (Formaldehyd 37 %) (Roth, Karlsruhe) fiir 4

Minuten.

2. Einstellen in frisch angesetzte Farbelosung fiir 70 Minuten.

3. Abspiilen mit flieBendem Leitungswasser.

4. Einstellen in saures Hamalaun nach Mayer fiir § Minuten.

5. Spiilen in flieBendem Leitungswasser (,,Blauen) fiir 15 Minuten.
6. Ausstriche lufttrocknen lassen.

7. Eindecken mit Aquatex® (Merck, Darmstadt).

An Stellen der Enzymaktivitét bildet sich ein blauer, fein granuldrer Niederschlag. Die Zellkerne

farben sich blau.

2.3.7 Nachweis der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase

Bei dieser Azokupplungsreaktion wird aus Naphthol-AS-D-Chlorazetat Naphthol freigesetzt, das
mit dem Diazoniumsalz an Stellen der Enzymaktivitdit zu einem unldslichen Azofarbstoff

gekuppelt wird.

Herstellung der Inkubationsldsung:

24 mg Naphthol-AS-D-Chlorazetat (Applichem, Darmstadt) werden als erstes in 4 ml N,N-
Dimethylformamid (Merck, Darmstadt) geldst. Dann werden 80 mg Fast Blue BB Salt hemi (2
mg/ml) (Sigma, Steinheim) in 100 ml 0,1 M Phosphatpuffer gelost. Zuletzt werden Lésungen

gemischt und in eine Farbekiivette filtriert.

Durchfithrung der Farbung:

1. Fixation der Blutausstriche in kaltem (4°C), 10 % igem Methanol-Formol fiir 30 Sekunden.
2. Einstellen in frisch angesetzte Farbelosung fiir 30 Minuten.

3. Absplilen mit flieBendem Leitungswasser.

4. Einstellen in saures Hdmalaun nach Mayer fiir § Minuten.

5. Spiilen in flieBendem Leitungswasser (,,Blauen) fiir 15 Minuten.
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6. Ausstriche lufttrocknen lassen.
7. Eindecken mit Aquatex® (Merck, Darmstadt).

An Stellen der Enzymaktivitét bildet sich ein blauer, fein granuldrer Niederschlag. Die Zellkerne

farben sich blau an.

3. Elektronenmikroskopie

Die elektronenmikroskopischen Untersuchungen wurden mit Blutproben von insgesamt sechs
Schafen, davon drei weibliche Tiere im Alter von 1, 2 und 3 Jahren und drei mannliche Tiere im

Alter von 4, 5 und 6 Jahren, durchgefiihrt. Die Proben wurden folgendermallen bearbeitet:

Zuerst wurde das Serum-Blut 20 Minuten bei 2000 U/Min zentrifugiert, wodurch drei Schichten
entstanden. Die obere Schicht wurde vom Plasma gebildet, die mittlere von Leukozyten und
Thrombozyten und die untere von Erythrozyten. Nach Abpipettieren des iiberstehenden Plasmas
folgte die Isolierung der mittleren Schicht und deren ,,Sortierung™ auf einer Petrischale. Nach
Auftragung des gleichen Volumens an Karnovsky-Gebrauchslosung auf die Zellschicht folgte bei
4°C fiir eine Stunde die Fixierung der Proben, wodurch eine Verfestigung der Schicht resultierte.
Das entstandene Zellpellet wurde als Néchstes in 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,2) gespiilt
und iiber Nacht nochmals in Karnovsky-Ldsung eingebracht. Am néchsten Tag wurde das Pellet
in 1 mm® groBe Blocke geschnitten und in Natriumcacodylat-Puffer (pH 7,2) dreimal gewaschen.
AnschlieBend wurden die Proben mit 1 %igem Osmiumtetroxid und 1,5 %igem
Kaliumferrocyanid in 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer fiir 2 Stunden bei 4°C kontrastiert und dann
erneut dreimal fiir je 20 Minuten mit 0,1 M Natriumcacodylat-Puffer gewaschen. Darauf folgte
die Entwisserung in einer aufsteigenden Alkoholreihe, und zwar in 30 %igem und in 50 %igem
Ethanol fiir je 20 Minuten, dann in 70 %igem, in 90 %igem und dreimal in absolutem Ethanol
(Merck, Darmstadt) flir je 30 Minuten. Darauthin fand die schrittweise Einbettung in Epon statt,
ndmlich zuerst zweimal je 15 Minuten in Propylenoxid (Merck, Darmstadt), dann 1 Stunde in
Propylenoxid-Polyembed-Gemisch 2:1, danach iiber Nacht in Propylenoxid-Polyembed-Gemisch
1:1 und zuletzt am folgenden Tag 1 Stunde in reines Polyembed auf dem Schiittler. Als Letztes
wurden die Proben in Flacheinbettungsformen aus Silikon gleichméBig verteilt, mit Polyembed
bedeckt und bei 60°C fiir 24 - 36 Stunden polymerisiert. An einem Ultramikrotom (Ultracut E,
Firma Reichert-Jung, Wien) wurden dann 1 pm dicke Semidiinnschnitte fiir die erste Ubersicht
erstellt und nach Richardson (Romeis, 2010) gefdrbt. Fiir diese Farbung wurde erst 1 %iges
Methylenblau (Merck, Darmstadt) mit 1 %igem Borax (Dinatriumtetraborat-decahydrat) (Serva,
Heidelberg) 1:1 gemischt und dieses darauf 1:1 mit 1 % igem Azur II (Merck, Darmstadt)
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vermischt. Darauf folgte die Anfertigung von 40 - 60 nm dicken Ultradiinnschnitten von
ausgewdhlten Blocken. Diese wurden auf Kupfer-Grids (150 Mesh) aufgezogen und mit
gesdttigtem Uranylazetat (Agar Scientific, Stansted) fiir 20 Minuten und einer Bleizitrat-Losung
nach Reynolds (Reynolds, 1963) fiir 5 Minuten nachkontrastiert. Zuletzt wurden die Grids auf
Filterpapier getrocknet.

4. Fluoreszenzmikroskopie

4.1 Untersuchungen des Zytoskeletts oviner Blutzellen

Fiir die Untersuchungen des Zytoskeletts der ovinen Blutzellen wurden unfixierte Blutausstriche
von fiinf weiblichen und fiinf ménnlichen Schafen verwendet. Der Nachweis von Aktin erfolgte
durch das aus dem Pilz Amanita phalloides stammende Toxin Phalloidin. Dieses bindet und
stabilisiert mit hoher Affinitdt F-Aktin, ohne mit G-Aktin zu interagieren (Richelme et al., 1996).
Der an das Phalloidin gekoppelte Fluoreszenzfarbstoff Tetramethylrhodaminisothiocyanat
(TRITC) macht die Bindung von F-Aktin durch rote Fluoreszenz sichtbar. Myosin, Vimentin,
Zytokeratin und Tubulin hingegen wurden durch indirekte immunhistochemische Methoden mit
unmarkierten Primérantikorpern und Fluoreszeinisothiocyanat (FITC)-markierten
Sekundirantikorpern nachgewiesen. Die Antikorperbindung wird durch eine griine Fluoreszenz
sichtbar. Als Positivkontrollen dienten Blutausstriche von Pferd, Rind, Straull oder Kaninchen.
Als Negativkontrollen kamen bei Myosin, Tubulin, Vimentin und Zytokeratin solche Ausstriche
zum Einsatz, auf die nur der fluoreszierende Sekundirantikorper aufgetragen wurde, nicht jedoch
der Primérantikorper. Da die Fluoreszenzfarbstoffe sehr lichtempfindlich sind, wurden die
Schritte ab der Inkubation mit Phalloidin-TRITC oder den FITC-markierten Sekundérantikérpern
in einem abgedunkelten Raum durchgefiihrt. Das Gegenfarben der Blutausstriche mit einer DAPI
(4°,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid)-Losung diente der Identifikation der Zellkerne im
Fluoreszenzmikroskop. Die Aufbewahrung der Objekttriger erfolgte in lichtgeschiitzten
Behiltnissen bei 7°C im Kiihlschrank. Die Tabelle I11.2 zeigt die in dieser Arbeit untersuchten
Zytoskelettproteine mit Angaben zu Konzentration und Herkunft der hierfiir verwendeten

Agenzien.
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Tabelle I11.2: In dieser Arbeit untersuchte Zytoskelettproteine
F-Aktin bindendes Konz | Herkunft
Agens
Phalloidin-TRITC 1:500 '
Aktin (500ng/ml DMSO) | Amanita
(Sigma-Aldrich, ol phalloides
Steinheim) Heim
Primiar-AK Konz | Herkunft | Sekundir-AK | Konz | Herkunft
Rabbit polyclonal to | 1:500 Fluoreszin anti-
Myosin non-muscle myosin ) Kan rabbit IgG 1:300 | Zg
ITA (Abcam, (Vector,
Cambridge) pg/ml Burlingame)
Polyclonal
Mo'no.clonal. rn(iuse rabl})/it anti-
Vimentin apt1—§1r2ent1nkc oM 1 1:500 | Ms mouse immun- | 1:20 | Kan
vim 3B4 (Dako, globulins/FITC
Glostrup) (Dako,
Glostrup)
Polyclonal
Pancytoceratin plus rabbit apti—
Zytokeratin | (Biocarta, 1:100 | Ms mouse immun- | 1:20 | Kan
Hamburg) globulins/FITC
(Dako,
Glostrup)
Polyclonal
Mouse monoclonal rabgit anti-
Tubulin (DSVI II.AJ;\IIZMIB) to |2 il Ms mouse immun- | 1:20 | Kan
tubulin (Abcam, pg/m globulins/FITC
Cambridge) (Dako,
Glostrup)

Konz = Konzentration, DMSO = Dimethylsulfoxid, AK = Antikdrper, Kan = Kaninchen, Zg =
Ziege, Ms = Maus

4.1.1

Durchfithrung der Fiarbung:

Nachweis von Aktin durch Phalloidin-TRITC

1. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 Minuten.

2. Ausstriche mit Dako Protein Block Serum Free (Dako, Hamburg) zur Reduktion der

Hintergrundfarbung bedecken.

3. Inkubation in Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten.

4. Abgieflen des Dako Protein Block Serum Free.

5. 100 pl des in Antikorper-Diluent (Dako, Hamburg) gelosten Phalloidin-TRITC in einer

Konzentration von 1:500 auf die Objekttriager aufpipettieren.

6. Inkubation in abgedunkelter Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 45 Minuten.
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7. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 Minuten.

8. Gegenfirben und Eindecken der Objekttriger mit Vectashield® Mounting Medium for
Fluorencence with DAPI (Vector, Burlingame) und VerschlieBen der Deckgldser mit

handelsiiblichem Nagellack (Klarlack).

4.1.2 Immunbhistochemischer Nachweis von Myosin, Vimentin, Zytokeratin und

Tubulin

Durchfithrung der Fiarbung:

1. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 Minuten.

2. Ausstriche mit Dako Protein Block Serum Free (Dako, Hamburg) zur Reduktion der
Hintergrundfarbung bedecken.

3. Inkubation in Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten.
4. Abgieflen des Dako Protein Block Serum Free.

5. 100 pl des in Antikorper-Diluent (Dako, Hamburg) gelosten Primirantikdrpers in der
jeweiligen Konzentration (siche Tabelle I11.2) auf die Objekttrager aufpipettieren.

6. Inkubation in Feuchtkammer im Kiihlschrank bei 4 - 6°C iiber Nacht.

7. Am néchsten Tag dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils
5 Minuten

8. 100 pl des in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) gelosten, FITC-markierten Sekundérantikorpers in der

jeweiligen Konzentration (siehe Tabelle II1.2) auf die Ausstriche autbringen.
9. Inkubation in abgedunkelter Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten.
10. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 Minuten.

11. Gegenfirben und Eindecken der Objekttriger mit Vectashield® Mounting Medium for
Fluorencence with DAPI (Vector, Burlingame) und VerschlieBen der Deckgldser mit

handelsiiblichem Nagellack (Klarlack).
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4.2 Glykohistochemie

Fiir die glykohistochemischen Untersuchungen wurden hauptsdchlich FITC-gekoppelte Pflanzen-
Lektine verwendet. Fiir manche Zuckernachweise kamen auch biotinylierte Pflanzen-Lektine zum
Einsatz. Durch Zugabe von Hemmzuckern wurde zudem in Kontrolluntersuchungen die Spezifitét
der Bindung deutlich positiv reagierender FITC-markierter Pflanzen-Lektine untersucht. Dariiber
hinaus wurde durch Vorbehandlung mit Neuraminidase das Bindungsverhalten der negativ oder
nur schwach positiv reagierenden FITC-markierten Pflanzen-Lektine analysiert. Da der
Fluoreszenzfarbstoff FITC sehr lichtempfindlich ist, wurden die Schritte ab dessen Verwendung
in einem abgedunkelten Raum durchgefiihrt. Das Gegenfirben der Blutausstriche mit einer DAPI
(4°,6-Diamidin-2’-phenylindol-dihydrochlorid)-Losung diente der Identifikation der Zellkerne im
Fluoreszenzmikroskop. Die Aufbewahrung der Objekttriger erfolgte in lichtgeschiitzten
Behéltnissen bei 7°C im Kiihlschrank.

4.2.1 FITC-markierte Pflanzen-Lektine

Insgesamt wurden vierzehn FITC-gekoppelte Pflanzen-Lektine (Vector, Burlingame) verwendet.
Pro Lektin wurden jeweils vierzehn Blutausstriche auf die Bindungsfdhigkeit der Lektine
untersucht.  Als  Positivkontrollen = wurden  Blutausstriche von  Rindern, deren
Lektinbindungseigenschaften bekannt sind, verwendet. Um die Eigenfluoreszenz der Blutzellen
beurteilen zu konnen, wurden zudem Negativkontrollen angefertigt, bei denen kein Lektin
aufgetragen, sondern nur die Kernfirbung durchgefiihrt wurde. Die in dieser Arbeit
herangezogenen FITC-gekoppelten Pflanzen-Lektine sind mit ihrer jeweiligen Herkunft und

Zuckerspezifitdt in Tabelle I11.3 aufgelistet.
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Tabelle II1.3: In dieser Arbeit verwendete FITC-markierte Pflanzen-Lektine

Spezifitit
Abk Herkunft fiir Mono- | Potente Oligosaccharide
saccharide
Concanavalin Concanavalia 1 | GleNAcp2Mana6(GleNAcB2Mana3)
Agglutinin ConA 1 ensiformis Man/Gle™ |\ 12 nBaGlcNac!
(Schwertbohne)
Lens culinaris | [ cA | Lens culinaris Man/Glc! Bindung an N-Glykane wird durch
Agglutinin (Speiselinse) Core-Fucosylierung verstérkt'
Pisum sativum | pga Pisum sativum Man/Glc? Bindung an N-Glykane wird durch
Agglutinin (Erbse) Core-Fucosylierung verstirkt’
Peanut PNA | Arachis hypogea | Ga? Galp3GalNAca/p’
Agglutinin (Erdnuss)
Ricinus rep | Ricinus Gal® GalB4GlcNAcB2Mana6(GalB4GIeN
communis communis Acp2Mana3)ManB4GIcNAc*
Agglutinin (Rizinusbohne)
(GIcNAcB4)n,
Wheat germ G Triticum vulgare | GlcNAc/ (Manp4)GIeNAcB4GleNAc(1,N-
Agglutinin WGA (Weizen) NeuNAc® | Asn); Geclusterte sialysierte Tn/Tn-
Antigene in Muzinen; O-
GlcNAcetylierung von Proteinen’
Wheat germ Triticum vulgare
Agglutinin WGAs (Weizen) GlcNAc a
succinyliert
Dolichos Dolichos biflorus 6 | GalNAca3GalNAco3GalB4Galp4Gle
biflorus DBA | (Afrikanische GalNAc 6
Agglutinin Pferdebohne)
Soybean SBA Glycine max Gal’, GalNAca3Gal(B6Glc); Sialidase-
Agglutinin (Sojabohne) GalNAC’ vorbehandelte submaxillare Muzine’
Griffonia Griffonia GalNAco3Gal,
simplicifolia I | GSL-I | simplicifolia GalNAc' | GalNAca3GalNAcB3Gala4GalB4Gle
Schwarzbohne)
Sophora SOPhO.” a
japonica SJA | japonica GalNAc' | GalNAcB6Gal; Galp3GalNAc'
Agglutinin (Chinesischer
Schnurbaum)
Ulex Ulex europaeus 1 |
europaeus I UEA-I (Stechginster) Fuc Fuca2GalB4GIcNAcB6R
Agglutinin
Phaseolus PHA- | Phaseolus a6 geteilte, komplexe N-Glykane:
vulgaris E vulgaris b” Galp4GIcNAcp2Mana6(GIleNAcp2M
Agglutinin E (Gartenbohne) ano3)(GlcNAcp4)Manp4GleNAc™
Phaseo.lus PHA- | P haseqlus B26 “tetraantennary” und “triantennary”
vulgaris L vulgaris N-Glykane mit B6-Verzweigung™”
Agglutinin L (Gartenbohne)

Abk = Abkiirzung, Man

= Mannose, Glc

Glukose, Gal = Galaktose, GIcNAc =

Glukosamin, NeuNAc = N-Acetyl-Neuraminsdure, GalNAc = N-Acetyl-Galaktosamin, Fuc = Fukose,

a = Die Succinylierung von WGA fiihrt in Folge eciner negativen Ladung von WGAs bei

physiologischem pH-Wert zu einer reduzierten Bindung an N-Acetyl-Neuraminsidure (Monsigny et al.,
1980), b = keine Spezifitit fiir Monosaccharide bekannt, '(Riidiger und Gabius, 2009), *(Gabius et al.,
2011), *(Goldstein und Poretz, 1986), “(Riidiger und Gabius, 2001), *(Habermann et al., 2011),

%(Gabius, 2011)

N-Acetyl-
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Durchfithrung der Farbung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 Minuten.

3. 100 pl des in PBS-Puffer gelosten FITC-gekoppelten Lektins in einer Konzentration von 10
ng/ml auf die Objekttrager mittels einer Pipette auftragen.

4. Inkubation in abgedunkelter Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten.
5. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 - 8 Minuten.

6. Gegenfirben und Eindecken der Objekttriger mit Vectashield® Mounting Medium for
Fluorencence with DAPI (Vector, Burlingame) und VerschlieBen der Deckgliaser mit

handelsiiblichem Nagellack (Klarlack).

4.2.2 Inhibition mit Hemmzuckern

Bei den stark positiv reagierenden FITC-gekoppelten Pflanzen-Lektinen ConA, LCA, PSA, WGA
und WGAs wurde untersucht, ob sich die Lektinbindung mittels des fiir sie spezifischen
Kohlenhydrats vermindern oder hemmen ldsst. Dafiir wurde das jeweilige Lektin vor dem
Auftragen auf den Ausstrich mit dem entsprechenden Hemmzucker 30 bzw. 60 Minuten lang
vorinkubiert. Die Inhibitoren wurden hierfiir in einer bestimmten Konzentration (siche Tab. 111.4)
zu den in PBS-Puffer gelosten Lektinen dazugegeben. Dieses Lektin-Hemmstoft-Gemisch wurde
nach der Inkubationszeit auf je zwei Ausstriche aufgetragen. Das weitere Vorgehen entsprach
demjenigen, welches in Kapitel 4.2.1 beschrieben wurde, anstelle des reinen Lektins wurde jedoch
das Lektin-Hemmstoff-Gemisch aufgetragen. Als Positivkontrollen dienten Blutausstriche vom
Rind, als Negativkontrollen hingegen Blutsausstriche, auf die das Lektin ohne Hemmstoff
aufgetragen wurde. Die Tabelle III.4 fiihrt die verwendeten Lektine mit den dazugehorigen

Hemmstoffen, deren Konzentration und die Inkubationszeit auf.

Tabelle I11.4: In dieser Arbeit verwendete Hemmzucker

Lektin | Hemmzucker Konzentration | Zeit

ConA | Methyl-o-Mannopyranoside (E-Y Labs, San Mateo, USA) 84,8 mg/ml 60 Min
LCA Methyl-a-Mannopyranoside (E-Y Labs, San Mateo, USA) 84,8 mg/ml 60 Min
PSA Methyl-a-Mannopyranoside (E-Y Labs, San Mateo, USA) 84,8 mg/ml 60 Min
WGA | Chitin-Hydrolysat (Vektor, Burlingame, USA) 1:4 30 Min
WGAs | Chitin-Hydrolysat (Vektor, Burlingame, USA) 1:4 30 Min
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4.2.3 Vorbehandlung mit Neuraminidase

Die negativen (PNA, RCA, DBA und SBA) und nur schwach positiven (SJA und UEA-I) FITC-
gekoppelten Pflanzen-Lektine wurden auf die Neuraminidase-Spezifitdt hin untersucht. Es kamen
je drei Blutausstriche zum Einsatz. Das Enzym Neuraminidase spaltet im Allgemeinen die
endstédndigen Sialinsduren, die N- bzw. O-substituierte Derivate der Neuraminsdure darstellen,
von verschiedenen Glykoproteinen ab, wodurch deren Zuckermolekiile zugdngig werden. Durch
diese Methode kann demnach herausgefunden werden, ob nach vorheriger Behandlung des
Blutausstriches mit dem Enzym vorher negative Lektine nun binden oder schwach positive
Lektine nun besser binden konnen. Die fiir diese Untersuchung verwendete Neuraminidase
stammt aus Vibrio cholerae (Sigma-Aldrich, Steinheim) und spaltet bevorzugt o(2—3)
Verbindungen der Sialinsdure, aber auch o(2—6) und a(2—8) Verbindungen. Fiir die
Wirksamkeit des Enzyms werden eine Temperatur von 37°C, ein pH-Wert von 5,0 und
Kalziumionen benétigt. Die folgende Methode wurde unter Zuhilfenahme von menschlichen
Blutproben zunéchst etabliert und darauthin beim Schaf angewendet. Als Positivkontrollen
dienten Blutausstriche vom Mensch, als Negativkontrollen Blutsausstriche, auf die das Lektin

ohne vorherige Neuraminidase-Behandlung aufgetragen wurde.

Herstellung der Gebrauchslésung:

Zunichst erfolgt die Herstellung eines Natriumazetat-Kalziumchlorid-Puffers (pH 5,0), indem 8,2
g Natriumazetat (Merck, Darmstadt) in 1 1 demineralisiertem Wasser gelost werden und
anschlieend 0,294 g Kalziumchlorid (Merck, Darmstadt) hinzu gegeben werden. Die Einstellung
auf einen pH-Wert von 5,0 erfolgt mit 1 M HCI (Roth, Karlsruhe). Zu 1 ml der Pufferlosung
werden 3 pl der Neuraminidase-Losung von Vibrio cholerae (Sigma-Aldrich, Steinheim)
gegeben, was 0,02 Einheiten entspricht. Die Temperatur des Puffers muss vor Zugabe des Enzyms

37°C betragen, darf jedoch 40°C nicht {iberschreiten.

Versuchsdurchfiihrung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in Natriumazetat-Puffer (pH 5,5) fiir jeweils 5 Minuten.

3. 200 pl der verdiinnten Neuraminidase-Losung in einer Konzentration von 0,02 U/ml auf die

Objekttrager mittels einer Pipette auftragen.
4. Inkubation in abgedunkelter Feuchtkammer bei 37°C fiir 60 Minuten.
5. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 Minuten.

6. 100 pl des in PBS-Puffer gelosten FITC-gekoppelten Lektins in einer Konzentration von 10



I Material und Methoden 95

ng/ml auf die Objekttrager mittels einer Pipette auftragen.
7. Inkubation in abgedunkelter Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten.
8. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 - 8 Minuten.

9. Gegenfirben und Eindecken der Objekttriger mit Vectashield® Mounting Medium for
Fluorencence with DAPI (Vector, Burlingame) und VerschlieBen der Deckgldser mit

handelsiiblichem Nagellack (Klarlack).

4.2.4 Biotinylierte Pflanzen-Lektine

Mittels der Streptavidin-Biotin-Methode wurde die Bindung der biotinylierten Lektine MAA-I
(Biozol, Eching), SNA (Biozol, Eching) und VAA (Lehrstuhl fiir Physiologische Chemie der
Tieréarztlichen Fakultit, Miinchen) nachgewiesen. Bei dieser Methode ist das Lektin, das an seine
spezifische Kohlenhydratstruktur bindet, an das Vitamin Biotin gekoppelt. Gibt man einen
Streptavidin-FITC-Komplex (Dako, Hamburg) zu dem mit einem biotinylierten Lektin
inkubierten Ausstrich, bindet das von Streptomyces Avidinii stammende Protein Streptavidin mit
hoher Affinitét an das Biotinmolekiil. Die Bindungsstelle des Lektins wird durch FITC sichtbar
gemacht. Pro Lektin wurden je zehn Blutausstriche untersucht. Als Positivkontrollen wurden auch
hier Blutausstriche vom Rind herangezogen. Als Negativkontrollen dienten Ausstriche, auf die
nur Streptavidin/FITC, nicht jedoch das biotinylierte Lektin aufgetragen wurde. Die in dieser
Arbeit verwendeten biotinylierten Pflanzen-Lektine sind mit ihrer jeweiligen Herkunft und

Zuckerspezifitdt in Tabelle II1.5 aufgelistet.

Tabelle I11.5: In dieser Arbeit verwendete biotinylierte Pflanzen-Lektine

Spezifitit fiir
Abk Herkunft Mono- Potente Oligosaccharide
saccharide
Maackia MAAL] | Maackia amurensis |, NeuNAca3GalB4GlcNAc/Gle
amurensis ™ | (Asiatisches a 3"-Sulfatierung wird toleriert'
Agglutinin I Gelbholz)
Sambucus Sambucus nigra 15 | NeuNAca6Gal/GalNAc
nigra SNA (Schwarzer Gal/GalNAc™ | Geclustertes T,-Antigen
Agglutinin Holunder) 9'0-Acetylierung wird toleriert'
Viscum Viscum album 3 GalB2(3)Gal; Gala3(4)Gal;
album VAA | (Mistel) Gal” Fuco2Gal; Galp3(4)GlcNAc
Agglutinin ohne/mit 02,6-Sialisierung™”

Abkiirzung = Abkiirzung, NeuNAc = N-Acetyl-Neuraminsdure, Gal = Galaktose, GIcNAc = N-
Acetyl-Glukosamin, GalNAc = N-Acetyl-Galaktosamin, Fuc = Fukose, a = keine Spezifitit flir
Monosaccharide bekannt, 1(Gabius etal., 2011), 2(Gabius, 2011), 3(Habermann etal., 2011)
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Durchfithrung der Farbung:

1. Ausstriche 10 Minuten in Methanol (Merck, Darmstadt) fixieren und lufttrocknen lassen.
2. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 Minuten.

3. Ausstriche mit Dako Protein Block Serum Free (Dako, Hamburg) zur Reduktion der
Hintergrundfarbung bedecken.

4. Inkubation in Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 10 Minuten.
5. Abschiitten des Dako Protein Block Serum Free.

6. 100 ul des in PBS-Puffer geldsten biotinylierten Lektins in einer Konzentration von 10 pg/ml
(MAA-I und SNA) bzw. 2 ng/ml (VAA) auf die Objekttrager mittels einer Pipette auftragen.

7. Inkubation in Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 60 Minuten.
8. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 Minuten.

9. 100 pl des in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) verdiinnten Streptavidin/FITC (Dako, Hamburg) in

einer Konzentration von 1:500 auf die Objekttrager mittels einer Pipette auftragen.
10. Inkubation in abgedunkelter Feuchtkammer bei Raumtemperatur fiir 30 Minuten.
11. Dreimaliges Waschen der Ausstriche in PBS-Puffer (pH 7,4 - 7,6) fiir jeweils 5 - 8 Minuten.

12. Gegenfirben und Eindecken der Objekttriger mit Vectashield® Mounting Medium for
Fluorencence with DAPI (Vector, Burlingame) und VerschlieBen der Deckgliser mit

handelsiiblichem Nagellack (Klarlack).

5. Auswertung

Die Auswertung der Priparate mit den Ubersichtsfirbungen, den substrathistochemischen
Féarbungen und den enzymbhistochemischen Firbungen erfolgte unter dem Lichtmikroskop
Aristoplan der Firma Leitz (Leitz, Wetzlar). Die Fotos wurden mit einer Canon-Powershot A 95

Digitalkamera aufgenommen.

Die Beurteilung und die photographische Dokumentation der elektronenmikroskopischen Proben

erfolgten unter dem Transmissionselektronenmikroskop Zeiss EM 902 (Zeiss, Oberkochen).

Die Blutausstriche, die den Fluoreszenzfarbstoff FITC oder TRITC enthalten, wurden unter dem
Fluoreszenzmikroskop Dialux 20 der Firma Leitz (Leitz, Wetzlar) ausgewertet. Die

dazugehorigen Fotos wurden mit der Kamera Progress® CF cool aufgenommen.
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IV Ergebnisse

1. Blutbild der verwendeten Schafe

Von allen Schafen wurden von der Firma Synlab.vet Augsburg ein kleines Blutbild und ein
Differentialblutbild erstellt. In den Tabellen IV.1 und IV.2 sind die Blutwerte der einzelnen Tiere

aufgelistet. Die Referenzbereiche sind jeweils in Klammern angegeben.
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Tabelle IV.1: Kleines Blutbild der verwendeten Schafe

Sf Leu Ery Hb Hkt MCV | MCH | MCHC Thr
x10%/ul | x10%ul g/l % fl Pg % x10%/ul
(4,2-6,2) (6,5-11,3) (87-128) (30-38) (34-46) (13-14) (29-34) (280-650)

1 4,6 11,44 125 36 31,6 10,9 34,6 282

2 5,4 9,88 106 34 34,8 10,7 30,8 255

3 5,4 9,88 125 33 33,5 12,7 37,8 245

4 4,7 12,12 147 38 30,9 12,0 38,9 214

5 5,7 11,99 139 36 30,0 11,6 38,6 201

6 5,6 11,92 134 36 29,8 11,2 37,7 211

7 8,1 11,37 138 31 26,9 12,1 45,1 120

8 4,0 11,84 133 34 29,0 11,2 38,8 161

9 53 10,31 118 31 29,7 11,4 38,6 236

10 6,0 11,89 126 35 29,6 10,6 35,8 130

11 6,3 13,9 148 n.b. n.b. n.b. n.b. 186

12 6,2 11,24 121 31 27,7 10,8 38,9 239

13 6,1 10,91 121 31 28,0 11,1 39,7 153

14 6,8 12,63 134 34 27,0 10,6 39,3 171

15 3,9 12,47 135 36 29,2 10,8 37,1 174

16 6,2 11,13 121 34 30,9 10,9 352 180

17 5,7 13,15 145 39 29,7 11,0 37,2 247

18 4,8 11,94 134 35 29,0 11,2 38,7 162

19 7,1 10,96 132 31 28,6 12,0 42,0 158

20 8,6 10,19 120 35 34,0 11,8 34,7 119

21 8,8 11,43 133 n.b. n.b. n.b. n.b. 302

22 34 10,53 150 43 35,4 12,5 352 290

23 6,0 10,51 119 30 28,1 11,3 40,3 224

24 8,7 10,76 128 n.b. n.b. n.b. n.b. 206

25 10,1 11,58 138 37 29,0 10,9 37,5 284

26 6,6 9,84 118 45 45,9 12,0 26,1 351

27 3,5 10,53 151 42 35,3 12,6 35,6 278

28 7,1 7,62 105 n.b. n.b. n.b. n.b. 311

29 8,3 9,85 127 30 29,9 12,9 43,1 120

30 7,2 11,89 148 33 25,8 11,7 453 180

31 6,9 9,62 117 27 27,1 11,6 42,7 194

32 5,6 9,86 122 28 27,0 11,6 43,1 251

33 4,6 11,07 149 40 32,6 12,2 37,3 185

34 34 9,97 130 37 34,5 12,0 34,8 147

35 8,6 11,46 124 32 27,3 10,6 38,8 231

36 10,7 10,78 113 29 26,4 10,2 38,8 171

37 7,4 10,69 126 28 25,6 11,4 44,5 109

38 8,2 9,73 114 27 26,8 11,2 41,9 305

39 9,0 7,42 99 27 34,1 12,4 36,4 433

40 7,1 11,70 141 38 29,9 11,1 37,1 269

St = Schaf, Leu = Leukozyten, Ery = Erythrozyten, Hb = Hamoglobin, Hkt = Hdmatokrit, MCV =
mean corpuscular volume, MCH = mean corpuscular hemoglobin, MCHC = mean corpuscular
hemoglobin concentration, Thr = Thrombozyten, n.b. = nicht bestimmt
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Tabelle IV.2: Differentialblutbild der verwendeten Schafe

Sf | Neu | Neu | St St Ly Ly M Mo | Eos | Eos | Bas | Bas

% [x10°% | % |[x10°| % |x10°%| % |x10°| % |x10°%| % |x10%
(20-45) ul (0-2) ul (40-65) ul (2-6) ul (1-10) ul (0-3) ul

(0,7-4) (<200) (2-4) (0-0,7) (0,1-1) (0-0,3)

1 37 1,70 0 0 60 | 2,76 1 0,05 1 0,05 1 0,05
2 50 | 2,70 0 0 39 | 2,11 2 0,11 8 0,43 0 0
3 51 2,75 0 0 42 | 2,27 2 0,11 5 0,27 0 0
4 50 | 2,35 0 0 42 1,97 1 0,05 7 0,33 0 0
5 45 2,57 0 0 49 | 2,79 3 0,17 4 0,23 0 0
6 30 1,68 0 0 63 3,53 1 0,06 6 0,34 0 0
7 44 | 3,56 0 0 51 4,13 2 0,16 3 0,24 0 0
8 52 | 2,08 0 0 42 1,68 1 0,04 5 0,20 0 0
9 40 | 2,12 0 0 55 2,92 3 0,16 2 0,11 0 0

10 33 1,98 0 0 61 3,66 2 0,12 4 0,24 1 0,06
11 39 | 2,46 0 0 57 3,59 1 0,06 2 0,13 0 0

12 39 | 242 0 0 48 | 2,98 2 0,12 10 | 0,62 1 0,06
13 31 1,89 0 0 59 3,60 5 0,31 4 0,24 0 0
14 44 | 2,99 0 0 50 | 3,40 2 0,14 3 0,20 0 0
15 38 1,48 0 0 55 2,15 2 0,08 6 0,23 0 0
16 48 | 2,98 0 0 43 2,67 2 0,12 7 0,43 0 0
17 43 1,45 0 0 49 | 2,79 2 0,11 5 0,29 0 0
18 33 1,58 0 0 60 | 2,88 1 0,05 6 0,29 0 0
19 45 3,20 0 0 49 3,48 2 0,14 4 0,28 0 0

20 35 3,01 0 0 57 | 4,90 2 0,17 5 0,43 1 0,09

21 28 | 2,46 0 0 64 | 5,63 1 0,09 6 0,53 1 0,09
22 56 1,90 0 0 40 1,36 1 0,03 4 0,14 0 0
23 43 2,58 0 0 52 3,12 4 0,24 2 0,12 0 0
24 35 3,05 0 0 59 5,13 2 0,17 3 0,26 0 0
25 30 | 3,03 0 0 65 6,57 1 0,10 4 0,40 0 0
26 35 2,31 0 0 53 3,50 1 0,07 12 | 0,79 0 0
27 60 | 2,10 0 0 36 1,26 0 0 4 0,14 0 0
28 50 | 3,55 0 0 40 | 2,84 1 0,07 9 0,64 0 0
29 60 | 4,98 0 0 36 | 2,99 1 0,08 3 0,25 0 0
30 50 | 3,60 0 0 46 | 3,31 1 0,07 3 0,22 0 0
31 41 2,83 0 0 49 3,38 4 0,28 6 0,41 0 0
32 50 | 2,80 0 0 40 | 2,24 2 0,11 8 0,45 0 0
33 42 1,93 0 0 52 | 2,39 1 0,05 5 0,23 0 0
34 46 1,56 0 0 44 1,50 2 0,07 8 0,27 0 0
35 | nb. | 1,81 | nb. 0 nb. | 645 | nb. | 0,34 | n.b. 0 n.b. 0
36 35 3,75 0 0 61 6,53 2 0,21 2 0,21 0 0
37 45 3,33 0 0 50 | 3,70 2 0,15 3 0,22 0 0
38 47 3,85 0 0 45 3,69 3 0,25 5 0,41 0 0
39 49 | 441 0 0 41 3,69 2 0,18 8 0,72 0 0
40 30 | 2,13 0 0 66 | 4,69 2 0,14 2 0,14 0 0

St = Schaf, Neu = Neutrophile Granulozyten, St = Stabkernige Leukozyten, Ly = Lymphozyten,
Mo = Monozyten, Eos = Eosinophile Granulozyten, Bas = Basophile Granulozyten, n.b. = nicht
bestimmt
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Zur Feststellung eines Alterseinflusses auf die Blutparameter wurden die Schafe in drei
verschiedene Altersgruppen eingeteilt. Zur 1. Gruppe gehdren Tiere, die jiinger als 2 Jahre sind.
Die Schafe der 2. Gruppe sind 2 - 4 und diejenigen der 3. Gruppe 5 - 7 Jahre alt. Zudem wurde

eine mogliche Auswirkung des Geschlechts auf die Blutwerte berticksichtigt.

Der durchschnittliche Leukozytenwert der Schafe unter 2 Jahren ist mit 8,03x10°/ul weitaus hoher
als derjenige der 5 - 7 jahrigen Schafe mit 5,37x10°/ul. Bei den Schafen der 2. Gruppe errechnet
sich ein Wert von 5,55x10°/ul. Die Leukozytenzahlen scheinen demnach mit zunehmendem Alter
zu sinken. Zudem zeigen die Bocke im Schnitt etwas hohere Werte des weillen Blutbildes als die
Zibben. Das rote Blutbild betreffend ldsst sich bei den untersuchten Tieren kein deutlicher
Unterschied in Abhédngigkeit vom Alter feststellen. Die Hamoglobinkonzentration, der
Héamatokrit, das mittlere Zellvolumen des einzelnen Erythrozyten (MCV), der Himoglobingehalt
des einzelnen Erythrozyten (MCH) und die Himoglobinkonzentration aller zelluldren
Bestandteile im Blut (MCHC) weisen bei den ménnlichen Tieren jedoch durchschnittlich hohere
Werte auf als bei den weiblichen Tieren. Bei der Zahl der Thrombozyten ist hier keine
Beeinflussung durch das Alter oder das Geschlecht ersichtlich. Der Anteil der neutrophilen
Granulozyten an den Gesamtleukozyten liegt bei den jungen Tieren der 1. Gruppe mit 38,38 %
unter denen der 2. Gruppe (41,55 %) und der 3. Gruppe (47,36 %). Mit steigendem Alter nimmt
also der Anteil an neutrophilen Granulozyten bei den untersuchten Schafen etwas zu. Bei den
Lymphozyten ist es genau umgekehrt. Deren Wert ist bei den Tieren unter 2 Jahren mit 56 %
deutlich hoher als bei den Tieren der 3. Gruppe, bei denen sie nur 44,27 % der Gesamtleukozyten
ausmachen. Die Tiere der 2. Gruppe liegen mit einem Wert von 51,75 % zwischen der 1. und der
3. Gruppe. Der Anteil der Lymphozyten sinkt folglich mit steigendem Alter bei den untersuchten
Schafen. Bei den Bdcken ist ein geringfiigiges Uberwiegen der neutrophilen Granulozyten
gegeniiber den Lymphozyten festzustellen, bei den Zibben liegen umgekehrte Verhiltnisse vor.
Die Monozyten zeigen weder einen wesentlichen altersabhingigen Verlauf noch eine
Beeinflussung durch das Geschlecht. Die eosinophilen Granulozyten hingegen lassen bei den
dlteren Tieren mit 7 % einen deutlich hoheren Anteil an den Gesamtleukozyten als bei den
jingeren Tieren mit 4,35 % erkennen. Der Wert der Tiere der 2. Gruppe liegt zwischen den
beiden genannten. Die eosinophilen Granulozyten nehmen bei den untersuchten Schafen
demzufolge mit steigendem Alter anteilig zu. Basophile Granulozyten wurden lediglich bei vier

Tieren gefunden, wobei in diesen Féllen deren Anteil am weillen Blutbild unter 0,1 % betragt.
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2. Lichtmikroskopische Untersuchungen

2.1 Ubersichtsfarbungen

Die Blutausstriche der Schafe wurden, wie bereits erwihnt, fiir eine exakte Differenzierung der
einzelnen Zellen sechs verschiedenen Ubersichtsfirbungen unterzogen. Zur Bestimmung der

GroBe der einzelnen Blutzellen wurde aus je fiinfzig Zellen ein Durchschnittswert errechnet.

2.1.1 Erythrozyten

Die Erythrozyten der Schafe stellen sich als rundliche, kernlose Zellen mit einem homogenen
Inhalt und einer meist glatten Zellmembran dar. Thre GroBe variiert stark und liegt bei den
untersuchten Tieren zwischen 3,8 und 6,1 um. Der durchschnittliche Durchmesser belduft sich auf
4,4 um. In vielen Ausstrichen kann eine Anisozytose (vgl. Abb. IV-4), in manchen auch eine
Poikilozytose beobachtet werden. Der Grofiteil der Erythrozyten zeigt eine zentrale Authellung
des Zytoplasmas (vgl. Abb. IV-1), die durch die meist bikonkave Scheibenform mit einer
Eindellung in der Mitte bedingt ist. Da jedoch beim Schaf auch unikonkave Erythrozyten
vorkommen, ist die zentrale Authellung nicht immer zu sehen. In sehr seltenen Fillen zeigen die
Erythrozyten eine Stechapfelform, die durch kleine Ausldufer der Zelloberfldche bedingt ist und
meist einen Artefakt darstellen diirfte. Die roten Blutkorperchen werden in diesem Fall als
Echinozyten bezeichnet. Lediglich bei einzelnen Préparaten kann die so genannte
Geldrollenbildung der Erythrozyten beobachtet werden, die beim Schaf nur in geringem Ausmal
physiologisch vorkommt. Bei keinem der untersuchten Tiere konnen eine basophile Tiipfelung
oder Howell-Jolly-Korperchen gefunden werden. Die Anfirbung der Erythrozyten mit den

verschiedenen Methoden ist in Tabelle IV.3 zusammengefasst.

Tabelle IV.3: Ubersichtsfirbungen der Erythrozyten

Zytoplasma
Diff-Quick braun-rot
Giemsa grau-blau
May-Griinwald hellrot
Pappenheim rosa bis hellrot
Sirius Red grau-blau bis hellrosa
Toluidinblau grau-blau bis hellgrau
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2.1.2 Thrombozyten

Die Thrombozyten stellen ebenfalls sehr kleine, kernlose Zellen dar. lThre Form ist meist
unregelméBig, nicht selten ldsst sich jedoch eine runde bis ovale Gestalt erkennen. Ihr
Durchmesser reicht von 1,4 - 3,0 um, durchschnittlich liegt er bei 2,1 um. In manchen Férbungen
kann deutlich eine dunkle, granulire Zentralzone (Granulomer) von einer durchsichtigen
Randzone (Hyalomer) unterschieden werden (vgl. Abb. IV-2) Bei einzelnen Zellen kdnnen
fadenformige, zytoplasmatische Projektionen beobachtet werden (vgl. Abb. IV-1, IV-14). Héufig
liegen die Blutpléttchen in Gruppen zusammen gelagert im Blutausstrich (vgl. Abb. IV-1, IV-2),
manchmal sind sie aber auch einzeln verstreut und/oder mit einem neutrophilen Granulozyten

assoziiert. Die Anfarbung der Thrombozyten ist in Tabelle IV.4 zusammengefasst.

Tabelle IV.4: Ubersichtsfarbungen der Thrombozyten

Zytoplasma
Diff-Quick violett
Giemsa Hyalomer hellblau, Granulomer violett

May-Griinwald violett

Pappenheim Hyalomer hellblau, Granulomer violett
Sirius Red grau-blau bis hellgrau
Toluidinblau grau-blau

Abbildung IV-2: Thrombozyten, Giemsa-

Féarbung (Schaf, m, 5 Jahre) Féarbung (Schaf, w, 3 Jahre)

Die Thrombozyten (1) liegen im Bei den Thrombozyten (1) kann deutlich

Blutausstrich zusammen gelagert und weisen
vereinzelt fadenformige Projektionen (2) auf.
Bei den Erythrozyten (3) ist in den meisten
Féllen eine zentrale Aufhellung (4) zu sehen.
SB =10 pm

zwischen dem hellblauen Hyalomer (2) und
dem violetten Granulomer (3) unterschieden
werden.

4 = Erythrozyt, SB = 10 pm
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2.1.3 Lymphozyten

Da das Schaf ein lymphozytires Blutbild aufweist, sind die Lymphozyten in jedem Ausstrich
zahlreich vorhanden. Sie treten als runde (vgl. Abb. IV-4) bis ovale Zellen (vgl. Abb. IV-5) mit
meist glatter Oberfliche in Erscheinung. Die Grofle der Lymphozyten variiert stark. Ihre
Durchschnittsgrof3e belduft sich auf 10,8 um, wobei GroB3en von 8 - 13,1 um vorkommen. 24 %
sind kleiner als 10 um, 32 % liegen zwischen 10 und 11 um, 28 % zwischen 11 und 12 pm und 16
% sind grofer als 12 um. Bei dem Grof3teil der Lymphozyten fiillt der Kern die Zelle bis auf einen
mehr oder weniger schmalen Zytoplasmasaum fast vollstédndig aus (vgl. Abb. IV-3). Je groBer die
Lymphozyten werden, desto mehr Zytoplasma ist vorhanden und desto kleiner wird das Kern-
Zytoplasma-Verhiltnis. Der Kern erscheint meist dunkel und kompakt (vgl. Abb. IV-3) und lésst
bei manchen Zellen ein fleckenformiges Muster erkennen. Er weist eine runde bis ovale Form auf
und liegt entweder zentral (vgl. Abb. IV-4) oder exzentrisch in der Zelle (vgl. Abb. IV-3, IV-6).
Bei manchen Zellen, vor allem bei den etwas groeren Lymphozyten, kann eine Einkerbung des
Kernes an einer Seite (Kerninvagination) beobachtet werden (vgl. Abb. IV-6). Das Zytoplasma
stellt sich meist klar, homogen und basophil (vgl. Abb. IV-4, IV-6) dar. In manchen Lymphozyten
konnen im Zytoplasmasaum jedoch kleine, runde bis stabformige Azurgranula vorkommen (vgl.
Abb. IV-5, IV-6), die sich vor allem bei der Giemsa- und der May-Griinwald-Farbung deutlich
darstellen. Gelegentlich sind Lymphozyten mit einem dunkelblauen Zytoplasma, das sie als
reaktive Zellen ausweist, zu finden (vgl. Abb. IV-7). Seltener konnen Lymphozyten mit einem tief
dunkelblauen, von Vakuolen durchsetzten Zytoplasma und einem exzentrisch liegenden Kern
identifiziert werden. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei um plasmazytoide Lymphozyten (vgl.
Abb. IV-8). Die Anfarbungen von Zellkern, Zytoplasma und Granula der Lymphozyten mit den

verschiedenen Methoden ist in Tabelle IV.5 zusammengefasst.

Tabelle IV.5: Ubersichtsfirbungen der Lymphozyten

Zellkern Zytoplasma Granula
Diff-Quick dunkelviolett hellviolett -
Giemsa rot-violett blau rot-violett
May-Griinwald rot-violett bis blau-violett blau bis hellviolett dunkelviolett
Pappenheim blau-violett bis blau blau rot-violett
Sirius Red blau grau-blau -
Toluidinblau blau-violett hellviolett rot-violett
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Abbildung 1V-3: Lymphozyt, Diff-Quick-
Farbung (Schaf, w, 1 Jahr)

Der Kern (2) des Lymphozyten (1) liegt
exzentrisch in der Zelle und erscheint dunkel
und kompakt. Er fiillt die Zelle bis auf einen
schmalen Zytoplasmasaum (3) fast
vollstdndig aus.

4 = Thrombozyten, 5 = Erythrozyt,

SB =10 pm

poe®

Abblldung IV-5: Lymphozyt
Griinwald-Farbung (Schaf, w, 3 Jahre)

Dieser Lymphozyt (1) weist eine ovale
Gestalt auf. In dessen Zytoplasma (3) sind
rundliche Granula (4) zu erkennen, die
teilweise iiber dem Kern (2) liegen.

5 = Thrombozyt, 6 = Erythrozyt,

SB =10 pm

Abbildung 1V-4: Lymphozyt, Giemsa-

Farbung (Schaf, w, 3,5 Jahre)

Der Lymphozyt (1) weist eine runde Gestalt
auf, wobei der Kern (2) weitgehend zentral in
der Zelle liegt. Das Zytoplasma (3) stellt sich
leicht basophil dar. Bei den Erythrozyten (4)
kann eine Anisozytose beobachtet werden.
SB =10 pm

Abbildung IV-6: Lymphozyt, Pappenheim-
Farbung (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Der Kern (2) des Lymphozyten (1) liegt
exzentrisch in der Zelle und zeigt eine
Invagination (kleiner Pfeil), in deren Bereich
im basophilen Zytoplasma (3) einige, sehr
feine Granula (4) zu sehen sind.

5 = Thrombozyten, 6= Erythrozyt,

SB =10 pm
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Abbildung IV-7: Reaktiver Lymphozyt, Abbildung IV-8: Reaktiver Lymphozyt, Dift-

Giemsa-Farbung (Schaf, w, 3 Jahre) Quick-Firbung (Schaf, m, 7 Jahre)

Der Kern (2) des reaktiven Lymphozyten (1) Der Kern (2) dieses reaktiven Lymphozyten
ist von einem tiefblauen Zytoplasmasaum (3) (1) ist rund und liegt exzentrisch in der Zelle.
umgeben. Das dunkelblaue Zytoplasma (3) ist von

4 = Thrombozyt, 5 = Erythrozyt, zahlreichen Vakuolen (4) durchsetzt.
SB=10 um Moglicherweise handelt es sich hierbei um

einen plasmazytoiden Lymphozyten.
5 = Erythrozyt, SB = 10 um

2.14 Monozyten

Die Monozyten sind mit einem Durchmesser von 14,2 um die groften Zellen im Blut der Schafe.
Thre GroBe reicht bei den untersuchten Tieren von 11,6 - 17,5 um. Die dullere Form ist in der
Regel unregelmiBig, nicht selten aber auch rund oder oval. Der grofe Kern liegt meist exzentrisch
in der Zelle (vgl. Abb. IV-9) und zeichnet sich durch eine stark ausgepragte Polymorphie aus. Der
Kern kann rund, oval, bohnenférmig, hufeisenformig (vgl. Abb. IV-10), teilweise aber auch
gelappt (vgl. Abb. IV-11) sein. Das im Vergleich zu den Lymphozyten hellere Chromatin
erscheint aufgelockert (vgl. Abb. IV-10) und lésst ein geflecht- oder netzartiges Muster erkennen.
Das reichlich vorhandene, oft basophil erscheinende Zytoplasma (vgl. Abb. IV-9, IV-11) ist mit
einer teils wabigen Struktur nicht immer homogen und enthilt bei einigen Monozyten mehrere,
unterschiedlich groBe Vakuolen, die sich vorwiegend in der Nihe des Zellkernes befinden (vgl.
Abb. 1V-9, IV-11, IV-12). Teilweise scheinen auch im Zellkern Vakuolen enthalten zu sein (vgl.
Abb. 1V-12). In keinem der lichtmikroskopisch untersuchten Ausstriche konnen bei den
Monozyten Azurgranula gefunden werden. Die Anfarbungen von Zellkern, Zytoplasma und

Granula der Monozyten mit den verschiedenen Methoden ist in Tabelle IV.6 zusammengefasst.
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Tabelle IV.6: Ubersichtsfirbungen der Monozyten

Zellkern Zytoplasma Granula
Diff-Quick dunkelviolett hellblau bis hellviolett -
Giemsa rot-violett blau bis hellviolett -
May-Griinwald rot-violett bis blau-violett blau -

Pappenheim rot-violett bis blau-violett blau bis grau-blau -
Sirius Red blau grau-blau -
Toluidinblau blau-violett hellviolett -

Abbildung IV-9:
Farbung (Schaf, m, 7 Jahre)

Monozyt, Diff-Quick-

Im reichlich vorhandenen, basophilen
Zytoplasma (3) des Monozyten (1) sind
einige, unterschiedlich groe Vakuolen (4) in
direkter Ndhe zum exzentrisch liegenden
Zellkern (2) zu erkennen.

5 = Thrombozyt, 6= Erythrozyt,

SB =10 um

Abbildung IV-10: Monozyt und Lymphozyt,
Giemsa-Farbung (Schaf, w, 3 Jahre)

Der grof3e, hufeisenformige Kern (2) des
Monozyten (1) erscheint im Gegensatz zu
dem Kern (5) des Lymphozyten (4) heller und
weist eine aufgelockerte Struktur auf.

3 = Zytoplasma des Monozyten,

6 = Zytoplasma des Lymphozyten,

7 = Erythrozyt, SB = 10 pm
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Abbildung IV-11: Monozyt, Giemsa-Firbung
(Schaf, w, 6 Jahre)

Der Zellkern (2) dieses Monozyten (1) ist
gelappt. Das basophile Zytoplasma (3) enthalt

Abbildung 1V-12: Monozyt, Pappenheim-
Féarbung (Schaf, w, 1 Jahr)

Bei diesem Monozyten (1) scheint sogar der
Zellkern (2) neben dem Zytoplasma (3)

mehrere Vakuolen (4). Vakuolen (4) zu enthalten.
5 = Thrombozyten, 6= Erythrozyt, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um
SB=10 um

2.1.5 Neutrophile Granulozyten

Auch die neutrophilen Granulozyten sind in jedem Prédparat in groBer Anzahl zu finden. Sie
messen im Durchschnitt 12,5 pm, wobei GréB3en von 10,9 - 14 pm vorkommen. Sie weisen eine
runde bis ovale Form auf und besitzen eine glatte Oberfldche. Je nach Morphologie des Zellkernes
lassen sich verschiedene Reifungsformen unterscheiden, ndmlich die unreifen, stabkernigen von
den reifen, segmentkernigen Granulozyten. Die in den Ausstrichen sehr selten vorkommenden,
stabkernigen Granulozyten besitzen einen lidnglichen, unsegmentierten, meist stark gebogenen
Kern (vgl. Abb. IV-15). Der Kern der iiberwiegend auftretenden, segmentkernigen Granulozyten
ist in mehrere, unterschiedlich grofle Abschnitte unterteilt (vgl. Abb. IV-13, IV-16) und zudem oft
mehrfach gewunden und verschlungen. Bei manchen Zellen sind zwischen den Segmenten kleine,
diinne Chromatinfiden erkennbar, welche die einzelnen Kernabschnitte miteinander verbinden
(vgl. Abb. IV-13, IV-16). In vielen Kernbereichen erscheint das Chromatin verdichtet bzw.
geklumpt (vgl. Abb. IV-15), wobei in direkter Umgebung hellere Bereiche beobachtet werden
konnen. Ein so genannter ,,drum-stick” kann in keinem der untersuchten Préparate bei den Kernen
der neutrophilen Granulozyten weiblicher Tiere sicher identifiziert werden. Das Zytoplasma ist
reichlich vorhanden (vgl. Abb. IV-13) und sowohl bei den stabkernigen als auch bei den
segmentkernigen Granulozyten sind dort sehr feine Granula zu erkennen (vgl. Abb. IV-13, IV-14,
IV-15, IV-16, 1V-17). Sie kommen zahlreich vor, sind diffus in der Zelle verteilt und koénnen
teilweise auch den Zellkern iiberlagern (vgl. Abb. IV-17). Je nach Farbung konnen die

neutrophilen Granula mehr oder weniger deutlich identifiziert werden. Am besten gelingt deren
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Darstellung mit der May-Griinwald-Féarbung (vgl. Abb. IV-17). Bei der Diff-Quick- (vgl. Abb.
IV-13, IV-14) und der Pappenheim-Farbung (vgl. Abb. IV-16) lassen sich diese jedoch auch gut
erkennen. Die Anfirbungen von Zellkern, Zytoplasma und Granula der neutrophilen

Granulozyten mit den verschiedenen Methoden ist in Tabelle IV.7 zusammengefasst.

Tabelle IV.7: Ubersichtsfirbungen der neutrophilen Granulozyten

Zellkern Zytoplasma Granula
Diff-Quick dunkelviolett weil-grau rosa bis violett
Giemsa rot-violett weil3-grau rosa bis violett
May-Griinwald blau-violett weil3-grau rotlich bis violett
Pappenheim blau-violett zartes rosa hellrot
Sirius Red blau rosa rot
Toluidinblau blau-violett grau-blau zartes blau

Abbildung IV-13: Neutrophiler Granulozyt, Abbildung IV-14: Neutrophiler Granulozyt,

Diff-Quick-Féarbung (Schaf, w, 1 Jahr) Diff-Quick-Féarbung (Schaf, m, 6 Jahre)
Der Kern (2) des neutrophilen Granulozyten Der Zellkern (2) des neutrophilen

(1) ist segmentiert, wobei ein diinner Granulozyten (1) wirkt dicht und kompakt.
Chromatinfaden (kleiner Pfeil) zwischen zwei Die Granula (4) im Zytoplasma (3) sind hier
Segmenten zu sehen ist. Das reichlich etwas deutlicher zu erkennen. Die
vorhandene Zytoplasma (3) enthélt Thrombozyten (5) tragen teilweise
zahlreiche, violette Granula (4). fadenformige Zellauslaufer (kleine Pfeile).

5 = Erythrozyt, SB = 10 um 6 = Erythrozyt, SB = 10 pm
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Abbildung IV-15: Neutrophiler Granulozyt, Abbildung IV-16: Neutrophiler Granulozyt,

Giemsa-Firbung (Schaf, w, 3,5 Jahre) Pappenheim-Férbung (Schaf, w, 1,5 Jahre)
Dieser neutrophile Granulozyt (1) weist einen Der Kern (2) des neutrophilen Granulozyten
unsegmentierten, stabformigen Kern (2) auf. (1) ist stark segmentiert. Ein diinner
Das Chromatin wirkt teilweise verdichtet Chromatinfaden (kleiner Pfeil) durchspannt
bzw. geklumpt. Im Zytoplasma (3) sind die das Zytoplasma (3) und verbindet zwei
Granula (4) nur undeutlich zu erkennen. Kernsegmente. Die feinen Granula (4) stellen
5 = Thrombozyten, 6 = Erythrozyt, sich hellrot dar.
SB =10 pm 5 = Thrombozyten, 6 = Erythrozyt,

SB =10 pm

Abbildung IV-17: Neutrophiler Granulozyt,
May-Griinwald-Féarbung (Schaf, w, 6 Jahre)

Die Granula (4) im Zytoplasma (3) des
neutrophilen Granulozyten (1) lassen sich bei
dieser Farbung besonders deutlich erkennen
und iiberlagern teilweise sogar den Zellkern
(2).

5 = Thrombozyt, 6 = Erythrozyt,

SB =10 um
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2.1.6 Eosinophile Granulozyten

Die eosinophilen Granulozyten kommen seltener vor als die neutrophilen Granulozyten, kénnen
aber in jedem Blutausstrich gefunden werden. Sie stellen sich ebenso als runde (vgl. Abb. IV-21)
bis ovale Zellen mit einer glatten Oberfliche dar, sind jedoch mit einem Durchmesser von
durchschnittlich 13,5 pm gréBer als die neutrophilen Granulozyten der Schafe. Die Grofle der
Zellen reicht bei den untersuchten Schafen von 12 - 15 pum. Nicht selten zeigen sie einen
gelappten Kern (vgl. Abb. IV-20) mit Brillen- oder Hantelform, hiufig erscheint er aber auch
gewunden, segmentiert oder polymorph. Die Kernabschnitte der eosinophilen Granulozyten
wirken im Vergleich zu den ldnglichen und schmalen Segmenten der neutrophilen Granulozyten
rundlicher bzw. kugeliger (vgl. Abb. IV-20). Das Chromatin erscheint teilweise geklumpt und ist
dunkel gefirbt (vgl. Abb. IV-18). Die relativ groBen, rot gefirbten, runden bis ovalen Granula
(vgl. Abb. IV-18, IV-19. IV-20, IV-21) fiillen das basophil erscheinende Zytoplasma (vgl. Abb.
IV-18, IV-19) bis auf wenige periphere Bereiche meist ginzlich aus und bedecken sehr oft den
Kern (vgl. Abb. IV-19, IV-20, IV-21). Die Anfirbungen von Zellkern, Zytoplasma und Granula
der eosinophilen Granulozyten mit den verschiedenen Methoden ist in Tabelle IV.8

zusammengefasst.

Tabelle IV.8: Ubersichtsfirbungen der eosinophilen Granulozyten

Zellkern Zytoplasma Granula
Diff-Quick dunkelviolett weil-grau bis hellviolett rot-orange
Giemsa rot-violett weil-grau bis hellblau hellrot-orange
May-Griinwald blau-violett weil-grau bis hellblau dunkelrot
Pappenheim blau weil3-grau bis hellblau rot
Sirius Red blau weil3-grau bis hellblau rot
Toluidinblau blau grau-blau hellgrau
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Abbildung IV-18: Eosinophiler Granulozyt Abbildung IV-19: Eosinophiler Granulozyt,
und Lymphozyt, Diff-Quick-Féarbung (Schaf, May-Griinwald-Farbung (Schaf, w, 6 Jahre)
w, 1 Jahr)

Die Granula (4) des eosinophilen

Der Kern (2) des eosinophilen Granulozyten Granulozyten (1) sind groBer als die

(1) erscheint dunkel und kompakt. Das leicht neutrophilen Granula und iiberlagern zum
basophile Zytoplasma (3) enthalt zahlreiche Teil den Zellkern (2). Granulafreie Regionen
rote Granula (4). lassen die Basophilie des Zytoplasmas (3)

5 = Lymphozyt, 6 = Thrombozyten, erkennen.

7 = Erythrozyt, SB = 10 pm 5 = Erythrozyt, SB = 10 pm

D .

Abbildung IV-20: Eosinophiler Granulozyt, Abbildung IV-21: Eosinophiler Granulozyt,
Pappenheim-Farbung (Schaf, w, 1,5 Jahre) Sirius Red-Farbung (Schaf, w, 5 Jahre)
Dieser eosinophile Granulozyt (1) besitzt Die Gestalt des eosinophilen Granulozyten
einen gelappten Kern (2) mit rundlichen bzw. (1) ist rund. Die Granula (3) stellen sich bei
kugeligen Segmenten, die teilweise von den dieser Farbung in einem sehr kréftigen Rot
eosinophilen Granula (3) bedeckt werden. dar und bedecken teilweise den Zellkern (2).
4 = Erythrozyt, SB = 10 um 4 = Erythrozyt, SB = 10 um

2.1.7 Basophile Granulozyten

Aufgrund des geringen Vorkommens der basophilen Granulozyten im Blut der Schafe kdnnen

diese nur bei sehr wenigen Ausstrichen identifiziert werden. Lediglich bei der May-Griinwald-
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(vgl. Abb. IV-22) und der Toluidinblau-Farbung (vgl. Abb. IV-23) sind einzelne Zellen zu
beobachten. Auch sie pridsentieren sich als runde bis ovale Zellen und sind mit einem
Durchmesser von durchschnittlich 10,6 um die kleinsten Granulozyten. Bei den wenigen
gefundenen basophilen Granulozyten kann der Kern nicht deutlich vom Zytoplasma abgegrenzt
werden. Im Zytoplasma sind zahlreiche, dunkle, intensiv gefarbte Granula verteilt (vgl. Abb. IV-
22, IV-23). Bei der Toluidinblau-Farbung ist eine deutliche Metachromasie der basophilen
Granula zu sehen, da diese sich violett anstatt blau anfarben (vgl. Abb. IV-23). Die Granula haben
eine runde Form und bedecken zum Teil den Zellkern (vgl. Abb. IV-22, IV-23). Die Anfirbungen
von Zellkern, Zytoplasma und Granula der basophilen Granulozyten sind in Tabelle IV.9

zusammengefasst.

Tabelle IV.9: Ubersichtsfirbungen der basophilen Granulozyten

Zellkern Zytoplasma Granula
Diff-Quick - - -
Giemsa - - -
May-Griinwald blau blau dunkelblau-violett
Pappenheim - - -
Sirius Red - - -
Toluidinblau blau blau dunkelviolett

Abbildung 1V-23: Basophiler Granulozyt,
May-Griinwald-Farbung (Schaf, w, 1 Jahr) Toluidinblau-Farbung (Schaf, w, 6 Jahre)

Der basophile Granulozyt (1) ist der kleinste Die Granula (2) des basophilen Granulozyten
unter den Granulozyten. Die basophilen (1) farben sich metachromatisch (violett) an.
Granula (2) farben sich dunkelblau-violett an. 3 = Thrombozyt, 4 = Erythrozyt, SB = 10 pm
3 = Erythrozyt, SB =10 um
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2.2 Substrathistochemische Farbungen

Die Blutausstriche der Schafe wurden zwei verschiedenen lichtmikroskopischen Methoden, der
Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Reaktion und der Alcianblau-Farbung, zum Nachweis von
Kohlenhydraten unterzogen. Die Anfarbung mit Alcianblau erfolgte bei zwei verschiedenen pH-
Werten, ndmlich bei pH 1,0 und pH 2,5. Sowohl fiir die PAS-Reaktion als auch fiir die
Alcianblau-Farbung wurde eine Tabelle mit einer Zusammenfassung der Ergebnisse erstellt.
Dabei wurde zwischen keiner Reaktion (0), einer fraglichen Reaktion ((+)), einer schwach
positiven (+), einer deutlich positiven (++) und einer stark positiven (+++) Reaktion
unterschieden. Zusitzlich wurden die Farbe des Reaktionsprodukts, dessen Lokalisation und die
Farbe des Zellkernes aufgefiihrt. Basophile Granulozyten wurden in keinem der untersuchten

Préaparate gefunden.

2.2.1 Periodic-Acid-Schiff-Reaktion

Eine deutlich positive PAS-Reaktion ist nur bei den neutrophilen und eosinophilen Granulozyten
zu beobachten. Die Thrombozyten zeigen entweder keinen oder nur ein sehr schwachen
Reaktionsausfall, der zu einer rosafarbenen Anfirbung der Zelle fiihrt (vgl. Abb. IV-26). Die
Lymphozyten reagieren iiberwiegend negativ. Im Falle einer positiven Reaktion lésst sich jedoch
eine leichte, diffuse, rosafarbene Anfiarbung des Zytoplasmas erkennen (vgl. Abb. IV-24). Bei den
neutrophilen Granulozyten kann bei allen Zellen eine stark positive PAS-Reaktion beobachtet
werden. In den meisten Zellen kommt es zu einer diffusen, rosafarbenen Anfarbung des ganzen
Zytoplasmas, in dem zudem mehrere, grobe, pinkfarbene Reaktionsprodukte verschiedener Grof3e
ungleichmifBig verteilt sind. Zusétzlich ist eine granuldre Reaktion zu beobachten (vgl. Abb. IV-
25, IV-26). Die eosinophilen Granulozyten zeigen im Gegensatz zu den neutrophilen eine weitaus
schwéchere PAS-Reaktion. Das Zytoplasma farbt sich intergranuldr meist nur in einem zarten
Rosa an, die bei den neutrophilen Granulozyten beobachteten, fokalen, kriftig pinkfarbenen
Reaktionsprodukte stellen sich deutlich schwiécher dar und die eosinophilen Granula zeigen keine
Reaktion (vgl. Abb. IV-27). Die Erythrozyten (vgl. Abb. IV-24) und Monozyten reagieren
negativ, deren Zytoplasma stellt sich hellgrau bzw. grau-blau dar. Die Ergebnisse der Periodic-

Acid-Schiff-Reaktion bei den verschiedenen Zellen sind in Tabelle V.10 zusammengefasst.
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Tabelle IV.10: Periodic-Acid-Schiff-Reaktion

Reaktion | Anfirbung | Lokalisation ;:flll)(irn
Erythrozyten 0 - - -
Thrombozyten 0-+ rosa diffus -
Lymphozyten 0-+ rosa diffus blau-violett
Monozyten 0 - - blau-violett
Neutrophile Granulozyten | +++ rosa bis pink | diffus/fokal/granulér | blau-violett
Eosinophile Granulozyten | 0 - ++ rosa bis pink | intergranuldr/fokal blau-violett

Basophile Granulozyten

Abbildung IV-24: Lymphozyt, PAS-Reaktion
(Schaf, w, 6 Jahre)

Im Zytoplasma (3) des Lymphozyten (1) lasst

sich eine leichte, homogene, rosafarbene

Anfiarbung erkennen. Die Erythrozyten (4)

zeigen keine Reaktion.
2 =Zellkern, SB = 10 um

Abbildung IV-25: Neutrophiler Granulozyt,
PAS-Reaktion (Schaf, w, 1 Jahr)

Bei dem neutrophilen Granulozyten (1) zeigt

sich eine homogene, rosafarbene Anfiarbung

des Zytoplasmas (3), welches zudem grobe,

pinkfarbene Reaktionsprodukte (4) enthilt.
5 = Erythrozyt, SB =10 um
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Abbildung IV-26: Neutrophiler Granulozyt, Abbildung IV-27: Eosinophiler Granulozyt,

PAS-Reaktion (Schaf, w, 3 Jahre) PAS-Reaktion (Schaf, w, 1 Jahr)

Im Zytoplasma (3) dieses neutrophilen Der eosinophile Granulozyt (1) zeigt eine
Granulozyten (1) lisst sich neben mehreren, diffuse, intergranulidre Anfiarbung. Zudem
rundlichen Reaktionsprodukten (4) eine feine sind mehrere, rundliche Reaktionsprodukte
Granulation (5) erkennen. Der Thrombozyt (3) ungleichméBig in der Zelle verteilt. Die
(6) reagiert in Form einer rosafarbenen eosinophilen Granula reagieren negativ.
Anfiarbung nur leicht positiv. 2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB = 10 um

2 = Zellkern, 7 = Erythrozyt, SB = 10 um

2.2.2 Alcianblau-Fiarbung

Bei einem pH-Wert von 1,0 kann nur bei den Thrombozyten eine deutliche Anfirbung mit
Alcianblau beobachtet werden (vgl. Abb. IV-28). Alle anderen myeloischen und lymphatischen

Zellen reagieren negativ und stellen sich weif bis gréulich dar.

Bei einem pH-Wert von 2,5 zeigen nur die Thrombozyten und die neutrophilen Granulozyten eine
eindeutige Anfirbung mit Alcianblau. Die Thrombozyten lassen stets eine starke, diffuse, tiirkis-
blaue Farbung erkennen (vgl. Abb. IV-29, IV-30). Die neutrophilen Granulozyten reagieren mit
einem granuldren Muster ebenfalls immer stark positiv (vgl. Abb. IV-30). Bei den eosinophilen
Granulozyten kann selten eine positive Reaktion durch eine intergranulére, diffuse Anfarbung
zwischen den ungefirbten, weillen Granula vermutet werden. In den meisten Féllen reagieren sie
jedoch negativ (vgl. Abb. IV-31). Die Erythrozyten, die Lymphozyten (vgl. Abb. IV-29) und die
Monozyten lassen sich auch bei einem pH-Wert von 2,5 nicht mit Alcianblau anfarben, das
Zytoplasma erscheint hier ebenfalls weil bis graulich. Die Ergebnisse der Alcianblau-Féarbung bei

den verschiedenen Zellen sind in Tabelle IV.11 zusammengefasst.
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Tabelle IV.11: Alcianblau-Féarbung pH 2,5

Reaktion Anfirbung | Lokalisation ;:flll);rn
Erythrozyten 0 - - -
Thrombozyten +++ tiirkis-blau diffus -
Lymphozyten 0 - - -
Monozyten 0 - - rosa-rot
Neutrophile Granulozyten +++ tiirkis-blau granuldr rosa-rot
Eosinophile Granulozyten 0-(+) blaulich intergranuldr | rosa-rot
Basophile Granulozyten - - - -

Abbildung

Lymphozyt,
(Schaf, w, 3 Jahre)

IV-28:  Thrombozyten und
Alcianblau-Farbung pH 1,0

Die Thrombozyten (1) lassen sich bei einem
pH-Wert von 1,0 mit Alcianblau anfirben.
Der Lymphozyt (2) reagiert negativ.
SB =10 um

Abbildung

Lymphozyt,
(Schaf, w, 3 Jahre)

1V-29:

Thrombozyten
Alcianblau-Farbung pH 2,5

Die Thrombozyten (1) stellen sich blau dar.
Der Lymphozyt (2) zeigt auch bei einem pH-
Wert von 2,5 keine Anfarbung.

SB =10 pm
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Abbildung IV-30: Neutrophiler Granulozyt Abbildung IV-31: Eosinophile Granulozyten,
und Thrombozyt, Alcianblau-Fiarbung pH 2,5 Alcianblau-Farbung pH 2,5 (Schaf, w, 6

(Schaf, w, 3 Jahre) Jahre)

Im Zytoplasma (3) des neutrophilen Weder das Zytoplasma noch die Granula der
Granulozyten (1) ist eine granulére, tiirkis- eosinophilen Granulozyten zeigen eine
blaue Anfirbung zu sehen. Der Thrombozyt Anfirbung mit Alcianblau.

(4) stellt sich ebenfalls blau dar. SB=10 um

2 =Zellkern, SB = 10 um

2.3  Enzymhistochemische Farbungen

Es wurden jeweils zehn frische Blutausstriche hinsichtlich der verschiedenen Enzymaktivititen
untersucht. Fiir jedes Enzym wurde eine Tabelle mit einer Zusammenfassung der Enzymaktivitit
erstellt. Dabei wurde zwischen keiner Reaktion (0), einer fraglichen Reaktion ((+)), einer schwach
positiven (+), einer deutlich positiven (++) und einer stark positiven (+++) Reaktion
unterschieden. Zusitzlich wurden die Farbe des Reaktionsprodukts und die Lokalisation der
Enzymaktivitdt beriicksichtigt. Basophile Granulozyten wurden in keinem der untersuchten

Préparate gefunden.

231 Nachweis der sauren Phosphatase

Eine Aktivitit der sauren Phosphatase kann eindeutig in den Lymphozyten, den Monozyten, den
neutrophilen und den eosinophilen Granulozyten nachgewiesen werden, jedoch reagieren nicht
alle Zellen positiv und die Intensitit der positiven Reaktion variiert teilweise stark. Die
Lymphozyten weisen meist eine mittlere bis starke Enzymaktivitdt auf, sind jedoch auch oft
negativ. Die positive Reaktion ist durch ein bis mehrere, kréftig rote Reaktionsprodukte im
Zytoplasma gekennzeichnet, die entweder verteilt im gesamten Zytoplasma vorliegen oder sich

zusammen gelagert in einem bestimmten Bereich der Zelle befinden (vgl. Abb. IV-32). Bei den
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Monozyten fillt die Reaktion etwas schwicher und uneinheitlicher aus als bei den Lymphozyten,
jedoch weisen alle Zellen eine Enzymaktivitit auf. Sie zeigen zumeist eine diffuse, rote
Anfarbung im Bereich der Kerninvagination (vgl. Abb. IV-33), teilweise in Verbindung mit einer
leichten Granulation. Bei den Granulozyten ist die Aktivitdt der sauren Phosphatase durch
granuldre Reaktionsprodukte in der Zelle gekennzeichnet, wobei sich bei beiden Zellarten stets
nur ein Teil der Granula anfirbt. Die neutrophilen Granulozyten reagieren groftenteils nur
schwach positiv, oft auch negativ. Zumeist sind nur wenige, rot gefirbte Granula im Zytoplasma
erkennbar (vgl. Abb. IV-34). In seltenen Fillen stellen sich jedoch auch ganze Abschnitte der
Zelle rot dar, wodurch eine strukturelle Zuordnung der Anfarbung unmdglich wird. Die
eosinophilen Granulozyten reagieren meist stirker als die neutrophilen Granulozyten. Bei ihnen
farbt sich ein groBerer Teil der Granula in einem kréftigen Rot an (vgl. Abb. IV-35). Es kann kein
eosinophiler Granulozyt ohne eine Enzymaktivitit gefunden werden. Bei den Erythrozyten (vgl.
Abb. 1V-32) und den Thrombozyten (vgl. Abb. 1V-34) kann keine Aktivitit der sauren
Phosphatase nachgewiesen werden. Die Ergebnisse der Enzymaktivitit bei den jeweiligen Zellen

sind in Tabelle V.12 zusammengefasst.

Tabelle IV.12: Nachweis der sauren Phosphatase

Reaktion Farbe Lokalisation

Erythrozyten 0 - -
Thrombozyten 0 - -
Lymphozyten 0-+++ rot fokal/granuldr
Monozyten + -+ rot diffus/granuldr
Neutrophile Granulozyten 0-+++ rot granulér
Eosinophile Granulozyten - rot granulér
Basophile Granulozyten - - -
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Abbildung IV-32:  Lymphozyt, Saure Abbildung  IV-33: Monozyt, Saure

Phosphatase (Schaf, w, 1,5 Jahre) Phosphatase (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Im Zytoplasma (3) des Lymphozyten (1) Im Zytoplasma (3) des Monozyten (1) zeigt
sind kréftig rote, rundliche sich vor allem im Bereich der
Reaktionsprodukte (4) zu beobachten. Die Kerninvagination ein diffuser
Erythrozyten (5) zeigen keine Reaktion. Farbstoffniederschlag (4).

2 = Zellkern, SB = 10 um 2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

Abbildung IV-34: Neutrophiler Granulozyt, Abbildung IV-35: Eosinophiler Granulozyt,

Saure Phosphatase (Schaf, w, 1 Jahr) Saure Phosphatase (Schaf, w, 1,5 Jahre)
Dieser neutrophile Granulozyt (1) zeigt eine Bei dem eosinophilen Granulozyten (1)
schwache bis deutliche Enzymaktivitdt in kommt es zu einer deutlichen granuléren
Form einzelner, roter Reaktionsprodukte (4) Reaktion (4) im Zytoplasma (3). Es farben
im Zytoplasma (3). Die Thrombozyten (5) sich jedoch nicht alle Granula an.
reagieren negativ. 2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

2 = Zellkern, 6 = Erythrozyt, SB = 10 um

2.3.2 Nachweis der alkalischen Phosphatase

Die alkalische Phosphatase kann nur bei den neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden.
Der Grofiteil dieser Zellen zeigt eine Enzymaktivitit, jedoch nicht alle. Zudem variiert die

Intensitdt der Anfarbung bei den positiv reagierenden Zellen stark. Es kann jedoch kein Einfluss
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des Reifegrades der Zelle, der sich aus der Segmentierung des Kernes ableiten ldsst, auf die
Reaktionsstirke vermerkt werden. Ein positiver Reaktionsausfall stellt sich sehr hiufig als eine
ungleichmaBig starke, braune Férbung des Zytoplasmas dar, die ein mehr oder weniger deutliches,
granuldres Muster erkennen ldsst (vgl. Abb. IV-36, IV-37). Bei manchen Zellen kommt es zu
einer die ganze Zelle ausfiillenden, starken Anfirbung, die teilweise sogar den Kern iiberdeckt
und mehrere dunkelbraune Reaktionsprodukte erkennen ldsst. Bei anderen Zellen wiederum sind
mehrere braune Farbinseln im Zytoplasma (vgl. Abb. IV-37) oder eine sehr feine Granulation zu
beobachten. Erythrozyten (vgl. Abb. IV-36), Thrombozyten, Lymphozyten, Monozyten (vgl. Abb.
IV-39) und eosinophile Granulozyten (vgl. Abb. IV-38) reagieren negativ. Die Ergebnisse der

Enzymaktivitét bei den jeweiligen Zellen sind in Tabelle IV.13 zusammengefasst.

Tabelle IV.13: Nachweis der alkalischen Phosphatase

Reaktion Farbe Lokalisation

Erythrozyten

Thrombozyten

Lymphozyten

Monozyten

Neutrophile Granulozyten -+ braun diffus/granuldr

O O O O O &
1

Eosinophile Granulozyten

Basophile Granulozyten

Abbildung IV-36: Neutrophiler Granulozyt, Abbildung IV-37: Neutrophiler Granulozyt,

Alkalische Phosphatase (Schaf, m, 5 Jahre) Alkalische Phosphatase (Schaf, m, 5 Jahre)
Im Zytoplasma (3) des neutrophilen Im Zytoplasma (3) des neutrophilen
Granulozyten (1) ist ein brauner, deutlich Granulozyten (1) lassen sich neben einem
granuldrer Reaktionsausfall (4) zu granuldren Muster mehrere, dunkle
beobachten. Die Erythrozyten (5) zeigen Farbinseln (4) erkennen.

keine Enzymaktivitit. 2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

2 =Zellkern, SB = 10 um
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Abbildung IV-38: Eosinophiler Granulozyt, Abbildung IV-39: Monozyt, Alkalische

Alkalische Phosphatase (Schaf, m, 7 Jahre) Phosphatase (Schaf, w, 1,5 Jahre)
Die Granula (3) des eosinophilen Bei dem Monozyten (1) kann keine
Granulozyten (1) zeigen keine Aktivitdt der Enzymaktivitit festgestellt werden.
alkalischen Phosphatase. 2 = Zellkern, 3 = Zytoplasma,
2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB = 10 um 4 = Erythrozyt, SB = 10 pm

233 Nachweis der Peroxidase

Eine Aktivitdt der Peroxidase kann in nahezu allen neutrophilen und eosinophilen Granulozyten,
wenn auch in leicht unterschiedlicher Intensitét, beobachtet werden. In diesen Zellen zeigt sich
ausschlieBlich eine granuldre Reaktion, die sich iiber die ganze Zelle erstreckt und teilweise sogar
den Kern bedeckt (vgl. Abb. 1V-40, IV-41, 1V-42). Bei den neutrophilen Granulozyten ist
erkennbar, dass sich nicht alle Granula anfirben (vgl. Abb. 1V-40). Bei den eosinophilen
Granulozyten présentiert sich der Reaktionsausfall stirker und grober als bei den neutrophilen
Granulozyten (vgl. Abb. IV-41). Bei zwei Monozyten der zehn Blutausstriche ist eine Aktivitat
der Peroxidase in Form eines sehr feinen, staubartigen Niederschlags in der Zelle erkennbar (vgl.
Abb. 1V-43). Erythrozyten (vgl. Abb. IV-40), Thrombozyten und Lymphozyten (vgl. Abb. IV-42)
reagieren stets negativ. Die Ergebnisse der Enzymaktivitit bei den jeweiligen Zellen sind in

Tabelle IV.14 zusammengefasst.
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Tabelle IV.14: Nachweis der Peroxidase

Reaktion Farbe Lokalisation
Erythrozyten 0 - -
Thrombozyten 0 - -
Lymphozyten 0 - -
Monozyten 0-+ braun fein granulér
Neutrophile Granulozyten ++ - +++ braun-schwarz granular
Eosinophile Granulozyten +++ braun-schwarz granuldr

Basophile Granulozyten

Abbildung IV-40: Neutrophiler Granulozyt,
Peroxidase (Schaf, m, 5 Jahre)

Im Zytoplasma (3) des neutrophilen

Granulozyten (1) sind braun-schwarz geférbte
Granula (4) erkennbar, die zum Teil den
Zellkern (2) iiberlagern. Die Erythrozyten (5)

reagieren negativ.
SB =10 um

Die Granula (3) des eosinophilen
Granulozyten (1) zeigen eine starke
Peroxidase-Reaktion und bedecken ebenso
teilweise den Zellkern (2).
4 = Erythrozyt, SB =10 pm

Abbildung IV-41: Eosinophiler Granulozyt,
Peroxidase (Schaf, m, 5 Jahre)
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y

Abbildung IV-42: Eosinophiler Granulozyt Abbildung 1V-43: Monozyt, Peroxidase
und Lymphozyt, Peroxidase (Schaf, w, 1 (Schaf, m, 4 Jahre)

Jahr)

Im Zytoplasma (3) des Monozyten (1) sind
Der Lymphozyt (4) zeigt im Gegensatz zu sehr feine, braune, punktformige
den Granula (3) des eosinophilen Reaktionsprodukte (4) zu sehen.
Granulozyten (1) keine Enzymaktivitat. 2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

2.3.4 Nachweis der p-Glucuronidase

Eine Aktivitit der B-Glucuronidase kann in Lymphozyten, Monozyten, neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten nachgewiesen werden, jedoch reagieren nicht alle Zellen positiv. Der
Grofiteil der Lymphozyten zeichnet sich durch eine iiberwiegend stark positive Reaktion aus.
Diese ist durch Vorhandensein ein bis mehrerer, feiner bis grober, meist kriftig roter
Reaktionsprodukte im Zytoplasma gekennzeichnet (vgl. Abb. IV-44). Diese liegen entweder
verteilt im gesamten Zytoplasmasaum vor oder befinden sich zusammen gelagert an einem
Zellpol. Dabei kann nicht selten eine Anfarbung der zytoplasmatischen Granula vermutet werden.
Teilweise ist auch eine leicht diffuse Reaktion im Zytoplasma zu sehen. Es werden aber auch
Lymphozyten ohne Anfarbung gefunden (vgl. Abb. IV-49). Bei den Monozyten ldsst sich
vorwiegend eine schwach bis deutlich positive, diffuse Anfiarbung der Zelle beobachten. Nicht
selten ist jedoch auch eine granuldre Reaktion, vorwiegend im Bereich einer Kerninvagination,
erkennbar (vgl. Abb. IV-45). Nur sehr wenige Monozyten zeigen keine Anfirbung. Die
neutrophilen Granulozyten weisen groBtenteils eine nur schwache, manchmal aber auch keine
Enzymaktivitit auf. Meistens ldsst sich lediglich eine schwache, diffuse Reaktion des
Zytoplasmas erkennen (vgl. Abb. IV-46). Bei manchen Zellen kommt es jedoch zusétzlich zu
einer Anfarbung eines Teils der Granula in unterschiedlicher Intensitit (vgl. Abb. IV-47). Nur
selten zeigt sich eine starke, rote Anfiarbung der gesamten Zelle, so dass eine strukturelle
Zuordnung der Reaktion unmdglich wird. Die eosinophilen Granulozyten zeigen ein dhnliches

Muster der Enzymaktivitdt wie die neutrophilen Granulozyten, die Reaktion ist jedoch in den
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meisten Fillen stirker (vgl. Abb. IV-48, 1V-49). Erythrozyten (vgl. Abb. IV-44) und
Thrombozyten reagieren negativ. Die Ergebnisse der Enzymaktivitdt bei den jeweiligen Zellen

sind in Tabelle IV.15 zusammengefasst.

Tabelle IV.15: Nachweis der B-Glucuronidase

Reaktion Farbe Lokalisation

Erythrozyten 0 - -

Thrombozyten 0 - -

Lymphozyten 0 - +++ rot fokal/granular/diffus
Monozyten 0-+++ rot fokal/granulér/diffus
Neutrophile Granulozyten 0-+++ rot diffus/granular
Eosinophile Granulozyten 0-+++ rot diffus/granuldr
Basophile Granulozyten - - -

Abbildung 1V-44: Lymphozyt, B- Abbildung IV-45: Monozyt, B-Glucuronidase

Glucuronidase (Schaf, w, 2 Jahre) (Schaf, w, 2 Jahre)

Im Zytoplasma (3) des Lymphozyten (1) sind Das Zytoplasma (3) des Monozyten (1) zeigt
mehrere, kréftig rote Reaktionsprodukte (4) eine starke granuldre Reaktion (4) im Bereich
zu sehen. Die Erythrozyten (5) reagieren der Kerninvagination.

negativ. 2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

2 =Zellkern, SB = 10 um
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Abbildung IV-46: Neutrophiler Granulozyt,
B-Glucuronidase (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Der neutrophile Granulozyt (1) lésst eine
schwache, diffuse Anfarbung des
Zytoplasmas (3) erkennen. Die neutrophilen
Granula zeigen keine Reaktion.

2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB = 10 um

Abbildung IV-47: Neutrophiler Granulozyt,
B-Glucuronidase (Schaf, w, 2 Jahre)

Dieser neutrophile Granulozyt (1) hingegen
zeigt eine starke Enzymaktivitét in Form
einer Anfarbung des Zytoplasmas (3), in dem
zudem eine granuldre Reaktion (4) erkennbar
ist.

2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

Abbildung IV-48: Eosinophiler Granulozyt,
B-Glucuronidase (Schaf, w, 2 Jahre)

Im Zytoplasma (3) des eosinophilen
Granulozyten (1) ist eine schwache, diffuse
Anfirbung zu sehen. Die eosinophilen
Granula (4) reagieren negativ.

2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

Abbildung IV-49: Eosinophiler Granulozyt
und Lymphozyt, B-Glucuronidase (Schaf, w,
2 Jahre)

Das Zytoplasma (3) dieses eosinophilen
Granulozyten (1) hingegen zeigt eine starke,
diffuse Anfiarbung. Zusétzlich scheinen einige
Granula positiv zu reagieren. Lymphozyt (4)
ohne nachweisbare Enzymaktivitét.

2 =Zellkern, SB = 10 um
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2.3.5 Nachweis der a-Naphthyl-Azetat-Esterase

Eine Aktivitit der a-Naphthyl-Azetat-Esterase kann nur bei den Lymphozyten und den
Monozyten eindeutig nachgewiesen werden, jedoch reagieren nicht alle Zellen positiv. Die
Lymphozyten zeigen iiberwiegend eine deutlich positive Reaktion, die sich durch eine diffuse,
kornige Anfirbung des Zytoplasmas auszeichnet (vgl. Abb. IV-51). Bei manchen Zellen sind
zudem ein oder mehrere grobe, dunkelblaue Punkte erkennbar, die entweder im gesamten
Zytoplasmasaum verteilt sind oder an einer Kernbucht zusammen gelagert vorliegen (vgl. Abb.
IV-50). In fast allen Monozyten ldsst sich eine positive Reaktion beobachten, die von einer relativ
gleichmiBigen, diffusen, kornigen, blauen Anfiarbung des gesamten Zytoplasmas bis hin zu
blauen Farbniederschligen an mehreren Stellen im Bereich der Plasmamembran reicht (vgl. Abb.
IV-52). Die neutrophilen Granulozyten reagieren groftenteils negativ (vgl. Abb. 1V-54), bei
machen Zellen jedoch kann ein feiner granuldrer Niederschlag beobachtet werden (vgl. Abb. IV-
53). Bei den eosinophilen Granulozyten fiarben sich manche Granula bldulich (positive Reaktion)
anstatt braunlich (negative Reaktion) an (vgl. Abb. IV-55). Der Nachweis einer Enzymaktivitat
bei den Granulozyten ist als nicht ganz sicher zu betrachten. Die Erythrozyten (vgl. Abb. 1V-50,
IV-51) und Thrombozyten (vgl. Abb. 1V-51) zeigen keine Reaktion. Die Ergebnisse der

Enzymaktivitit bei den jeweiligen Zellen sind in Tabelle IV.16 zusammengefasst.

Tabelle IV.16: Nachweis der a-Naphthyl-Azetat-Esterase

Reaktion Farbe Lokalisation

Erythrozyten 0 - -
Thrombozyten 0 - -
Lymphozyten 0-++ blau diffus/fokal
Monozyten 0-++ blau diffus/fokal
Neutrophile Granulozyten 0-() blau granular
Eosinophile Granulozyten 0-(H) blau granular
Basophile Granulozyten - - -
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Abbildung IV-50: Lymphozyt, a-Naphthyl-
Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w, 2 Jahre)

Im Zytoplasmasaum (3) des Lymphozyten (1)
sind dunkelblaue, rundliche
Reaktionsprodukte (4) zu sehen. Die
Erythrozyten (5) zeigen keine Reaktion.

2 =Zellkern, SB = 10 um

Abbildung IV-51: Lymphozyt, a-Naphthyl-
Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w, 3,5 Jahre)

Das gesamte Zytoplasma (3) dieses
Lymphozyten (1) zeigt eine diffuse, kornige
Anfiarbung. Die Thrombozyten (4) und die
Erythrozyten (5) reagieren negativ.

2 =Zellkern, SB = 10 um

Abbildung 1V-52: Monozyt,
Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w, 3,5 Jahre)

a-Naphthyl-

Neben einer diffusen, kornigen Anfarbung
des gesamten Zytoplasmas (3) lassen sich bei
dem Monozyten (1) mehrere
Farbstoffniederschlidge im Bereich der
Plasmamembran (4) erkennen.

2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

Abbildung IV-53: Neutrophiler Granulozyt,
a-Naphthyl-Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w,
2 Jahre)

Im Zytoplasma (3) dieses neutrophilen
Granulozyten (1) kann ein feiner, granulédrer
Niederschlag beobachtet werden.

2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB = 10 um
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Abbildung IV-54: Neutrophiler Granulozyt, Abbildung IV-55: Eosinophiler Granulozyt,
a-Naphthyl-Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w, a-Naphthyl-Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w,

2 Jahre) 2 Jahre)

Bei diesem neutrophilen Granulozyten (1) Manche Granula des eosinophilen
hingegen zeigt sich keine granulére Reaktion Granulozyten (1) scheinen sich bldulich
im Zytoplasma (3). (positive Reaktion) anstatt braunlich

2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB = 10 um (negative Reaktion) anzufarben.

2 = Zellkern, 3 = Zytoplasma,
4 = Erythrozyt, SB = 10 um

2.3.6 Nachweis der Naphthol-AS-Azetat-Esterase

Die Aktivitdt der Naphthol-AS-Azetat-Esterase prasentiert sich im Gegensatz zu derjenigen der o-
Naphthyl-Azetat-Esterase etwas stidrker. Sie kann beim Schaf bei allen Zellarten des Blutes
nachgewiesen werden, wobei in einer Zelllinie jedoch nicht alle Zellen positiv reagieren. Eine
deutlich positive Enzymaktivitit zeigen nahezu alle Erythrozyten durch meist mehrere, zarte bis
grobe, blaue Reaktionsprodukte, die ungleichmaBig in der Zelle verteilt sind (vgl. Abb. IV-56, IV-
57, 1V-58, IV-59, IV-60, IV-61). Nicht selten ldsst sich jedoch eine vorwiegend periphere
Lokalisation dieser Reaktionsprodukte erkennen (vgl. Abb. IV-59). Bei einzelnen Thrombozyten
kann ebenso ein blauer Farbniederschlag in der Zelle beobachtet werden (vgl. Abb. IV-59). Eine
groBtenteils deutlich positive Enzymaktivitit der Lymphozyten reicht von einer blauen Anfarbung
des gesamten Zytoplasmas (vgl. Abb. IV-57) bis zu mehreren, ungleichmifBig im Zytoplasma
verteilten, blauen Reaktionsprodukten (vgl. Abb. IV-56, IV-57). Die positive Reaktion der
Monozyten zeigt sich ebenfalls in Form einer gleichmiBigen, blauen Anfarbung des Zytoplasmas,
die sich jedoch hidufig im Bereich der Plasmamembran zu einem dunkleren Kranz verdichtet.
Einzelne fokale Reaktionsprodukte sind zusétzlich zu erkennen (vgl. Abb. IV-58). Bei den
neutrophilen Granulozyten ldsst sich eindeutig ein granuldres Reaktionsmuster erkennen (vgl.
Abb. IV-59, IV-60). Bei den eosinophilen Granulozyten hingegen kann eine Anfirbung einzelner
Granula nur vermutet werden (vgl. Abb. IV-61). Die Ergebnisse der Enzymaktivitdt bei den
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jeweiligen Zellen sind in Tabelle IV.17 zusammengefasst.

Tabelle IV.17: Nachweis der Naphthol-AS-Azetat-Esterase

Reaktion Farbe Lokalisation
Erythrozyten 0-++ blau diffus
Thrombozyten 0-+ blau diffus
Lymphozyten 0-++ blau diffus/fokal
Monozyten 0-++ blau diffus/fokal
Neutrophile Granulozyten 0-++ blau granuldr
Eosinophile Granulozyten 0-() blau granulér
Basophile Granulozyten - - -

Abbildung IV-56: Lymphozyt, Naphthol-AS-
Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Im Zytoplasma (3) des Lymphozyten (1) sind
mehrere zarte, runde Reaktionsprodukte (4)
zu erkennen. Auch die Erythrozyten (5)
zeigen ungleichméBig in der Zelle verteilte
Farbniederschliage (6).

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-57: Lymphozyt, Naphthol-AS-
Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Die rundlichen Reaktionsprodukte (4) sind im
gesamten, blau gefarbten Zytoplasmasaum
(3) des Lymphozyten (1) verteilt.
Erythrozyten (5) mit punktformigen
Farbniederschldgen (6).

2 =Zellkern, SB = 10 um
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Abbildung IV-58: Monozyt, Naphthol-AS-
Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Die diffuse, blaue Anfarbung des gesamten
Zytoplasmas (3) des Monozyten (1)
verdichtet sich im Bereich der
Plasmamembran zu einem dunklen Kranz (5).
Zudem sind einige, rundliche
Reaktionsprodukte (4) in der gesamten Zelle
zu erkennen. Erythrozyten (6) mit
punktformigen Farbniederschldgen (7).

2 =Zellkern, SB = 10 um

Abbildung IV-59: Neutrophiler Granulozyt
und Thrombozyten, Naphthol-AS-Azetat-
Esterase pH 7,0 (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Im Zytoplasma (3) des neutrophilen
Granulozyten (1) ist ein granuldrer
Niederschlag (4) zu sehen. Bei den
Thrombozyten (5) konnen punktformige
Reaktionsprodukte (6) beobachtet werden.
Erythrozyten (7) mit meist peripheren,
punktartigen Farbniederschldgen (8).

2 =Zellkern, SB = 10 um

Abbildung IV-60: Neutrophiler Granulozyt,
Naphthol-AS-Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf,
w, 1,5 Jahre)

Bei diesem neutrophilen Granulozyten (1)
zeigt sich die granuldre Reaktion (4) im
Zytoplasma (3) ebenfalls deutlich.
Erythrozyten (5) mit punktformigen
Farbstoffniederschlagen (6).

2 =Zellkern, SB = 10 um

Abbildung IV-61: Eosinophiler Granulozyt,
Naphthol-AS-Azetat-Esterase pH 7,0 (Schaf,
w, 1,5 Jahre)

Manche Granula (3) des eosinophilen
Granulozyten (1) scheinen sich bldulich
(positive Reaktion) anstatt braunlich
(negative Reaktion) anzuférben. Erythrozyten
(4) mit punktformigen Reaktionsprodukten
(5).

2 =Zellkern, SB = 10 um
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2.3.7 Nachweis der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase

Der Nachweis der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase erfolgt bei pH-Wert 7,0. Eine
Enzymaktivitdt kann nur bei den neutrophilen Granulozyten beobachtet werden. Es reagieren
nahezu alle Zellen positiv, wenn auch in unterschiedlicher Intensitit. Die Enzymaktivitét
préasentiert sich als eine homogene, blaue Anfiarbung des gesamten Zytoplasmas in Verbindung
mit einem granuldren Farbniederschlag (vgl. Abb. IV-62, IV-63). Bei einem pH-Wert von 5,5
reagieren die neutrophilen Granulozyten negativ (vgl. Abb. IV-64). Alle anderen Zellen zeigen
keine Reaktion. Die Ergebnisse der Enzymaktivitit bei den jeweiligen Zellen sind in Tabelle

IV.18 zusammengefasst.

Tabelle IV.18: Nachweis der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase

Reaktion Farbe Lokalisation

Erythrozyten

Thrombozyten

Lymphozyten

Monozyten

Neutrophile Granulozyten diffus/granuldr

S| 4| O Q| O ©
1

Eosinophile Granulozyten

Basophile Granulozyten - - -

L A .vi.'
)= o g 4..
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Abbildung IV-62: Neutrophiler Granulozyt,
Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase pH 7,0
(Bock, 6 Jahre)

Neben einer homogenen, blauen Anfarbung
des Zytoplasmas (3) des neutrophilen
Granulozyten (1) zeigt sich ein granuldrer
Farbniederschlag (4). Die Erythrozyten (5)
zeigen keine Enzymaktivitat.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-63: Neutrophiler Granulozyt,
Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase pH 7,0
(Bock, 6 Jahre)

Bei diesem neutrophilen Granulozyten (1) ist
die granuldre Reaktion (4) im Zytoplasma (3)
noch etwas deutlicher zu erkennen.

2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um
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Abbildung IV-64: Neutrophiler Granulozyt,
Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase pH 5,5
(Schaf, w, 1 Jahr)

Bei einem pH-Wert von 5,5 ldsst sich bei dem
neutrophilen Granulozyten (1) keine
Enzymaktivitdt nachweisen.

2 = Erythrozyt, SB = 10 pm

3. Elektronenmikroskopische Untersuchungen

3.1 Erythrozyten

Die Anschnitte der roten Blutkorperchen der Schafe zeigen im Elektronenmikroskop grofie
Unterschiede in ihrer Form und GroBe. Sie besitzen eine glatte Zellmembran, die keine
Ausstiilpungen oder Mikrovilli ausbildet. Das méBig elektronendichte Zytoplasma, das mit dem
relativ elektronendichten Himoglobin ausgefiillt ist, stellt sich homogen und fein granuliert dar

(vgl. Abb. IV-66, IV-67, IV-68, IV-69, IV-70, IV-72, IV-73).

3.2 Thrombozyten

Die Thrombozyten weisen unterschiedliche Formen auf. Es konnen runde, ovale und
stabchenformige Blutplattchen beobachtet werden. Sie sind meist 1 - 2 pum grof3. Die
Zellmembran ist in der Regel glatt und stellt sich bei einigen Thrombozyten deutlich dar. Ein
Zellkern fehlt. Eine homogene Zytoplasmazone (Hyalomer) umgibt das granulareiche
Zellzentrum (Granulomer). Manche Granula befinden sich jedoch auch in direkter Néhe zur
Zellmembran. Morphologisch kdnnen zwei verschiedene Granula-Typen unterschieden werden
(vgl. Abb. 1V-65). Die a-Granula haben eine runde bis ovale Form und zeigen einen relativ
homogenen und elektronendichten Inhalt (vgl. Abb. IV-65, 1V-67). Sie werden von einer

Membran umgeben und sind ca. 0,3 - 0,4 pm groB3. Die so genannten ,,dense bodies™ sind in den
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meisten Féllen 0,2 - 0,3 um grofl und kommen in einer geringeren Anzahl vor. Sie weisen eine
klar definierte Membran auf und besitzen einen exzentrisch gelegenen, duflerst elektronendichten,
runden Innenkorper, der von der Membran durch einen elektronendurchlissigen Zwischenraum
getrennt wird (vgl. Abb. IV-65). Bei manchen Zellen sind im Zytoplasma auch Vesikel (vgl. Abb.
IV-65), Mitochondrien und Glykogenpartikel zu sehen.
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Abbildung IV-65: Ultrastruktur von Thrombozyten (Schaf, w, 3 Jahre)

Bei den Thrombozyten (1) kann die periphere Randzone, das Hyalomer (2), von der
granulareichen Zentralzone, dem Granulomer, unterschieden werden. Die a-Granula (3) sind
meist rund und relativ elektronendicht. Die dense bodies (4) sind von einer deutlichen Membran
umgeben. Ein runder, elektronendichter Innenkorper liegt in einer elektronendurchldssigen
Matrix. Weiterhin konnen Vesikel (5) gefunden werden. Die Zellmembran (6) ist glatt.

SB =2 pm
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33 Lymphozyten

Die Lymphozyten stellen sich als runde (vgl. Abb. IV-66) bis ovale Zellen (vgl. Abb. IV-67) von
unterschiedlicher Grofle dar. Die Zellmembran ist in der Regel glatt (vgl. Abb. IV-67) und trigt
bei manchen Zellen unterschiedlich lange Zytoplasmaauslaufer (Pseudopodien) (vgl. Abb. IV-
66). Der grole Kern weist oft eine runde bis ovale Form auf und liegt entweder zentral oder
exzentrisch (vgl. Abb. IV-67) in der Zelle. Bei manchen Lymphozyten weist er unterschiedlich
tiefe FEinziehungen auf. Das zentral gelegene, locker gepackte, wenig elektronendichte
Euchromatin kann deutlich von dem peripher gelegenen, dicht gepackten, elektronendichten
Heterochromatin unterschieden werden (vgl. Abb. IV-66, IV-67). Bei den meisten Lymphozyten
fiillt der Kern die Zelle bis auf einen schmalen Zytoplasmasaum fast vollstindig aus (vgl. Abb.
IV-66), woraus sich ein hohes Kern-Zytoplasma-Verhiltnis ergibt. Bei groleren Lymphozyten ist
deutlich mehr Zytoplasma vorhanden und das Kern-Zytoplasma-Verhidltnis ist kleiner. Im
insgesamt organellenarmen Zytoplasma befinden sich Mitochondrien (vgl. Abb. IV-66, 1V-67),
teilweise sind auch kleine Vesikel zu erkennen (vgl. Abb. IV-67). Ein Golgi-Apparat ist nur
duBlerst selten zu beobachten. Bei einigen Lymphozyten kommen rundliche, elektronendichte
Granula im Zytoplasma vor (vgl. Abb. IV-66). Diese sind ca. 0,2 pm grof3 und befinden sich

entweder im Bereich einer Kerninvagination oder liegen verstreut im Zytoplasmasaum vor.
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Abbildung IV-66: Ultrastruktur von Lymphozyten und Erythrozyten (Schaf, m, 5 Jahre)

Die Lymphozyten (1) weisen eine rundliche Form auf. Im Zellkern (2) ldsst sich das zentrale,
locker gepackte Euchromatin (3) von dem peripheren, dicht gepackten Heterochromatin (4)
unterscheiden. Der Kern fiillt die Zelle bis auf einen nur relativ schmalen Zytoplasmarand (5) fast
vollstindig aus. Das Zytoplasma enthélt einige Mitochondrien (6). In manchen Zellen sind auch
kleine Granula (7) zu erkennen. Die Zellmembran ist glatt und trégt viele kleine, fingerformige
Ausstiilpungen (8). Die Erythrozyten (9) sind unregelmafBig geformt und maBig elektronendicht.

SB =5 pum
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Abbildung 1V-67: Ultrastruktur eines Lymphozyten, eines Thrombozyten und mehrerer
Erythrozyten (Schaf, w, 1 Jahr)

Dieser Lymphozyt (1) weist eine ovale Form auf. Der Zellkern (2) liegt leicht exzentrisch in der
Zelle und zeichnet sich durch ein zentral gelegenes, helleres Euchromatin (3) und ein peripher
gelegenes, dunkles Heterochromatin (4) aus. Das Zytoplasma (5) stellt sich fein granuliert dar und
enthdlt mehrere Mitochondrien (6) und kleine Vesikel (7). Die Zellmembran (8) ist glatt und
scharf kontuiert. Thrombozyt (9) mit homogenen a-Granula (10).

11 = Erythrozyten
SB=25um
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34  Monozyten

Die Monozyten sind die grofiten Zellen im Blut der Schafe. Sie haben meist eine unregelméBige
(vgl. Abb. IV-68), nicht selten aber eine runde (vgl. Abb. IV-69) bis ovale Form. Die Oberflache
ist oft gerafft und weist deutliche Falten und Furchen auf. Die Zellmembran ist glatt und tragt bei
dem Grofteil der Zellen unterschiedlich gro3e, fingerformige Projektionen (Pseudopodien) (vgl.
Abb. IV-68, 1V-69). Der groBle Zellkern liegt zentral oder exzentrisch (vgl. Abb. IV-69) in der
Zelle und zeichnet sich durch eine duflerst variable Gestalt aus. Oft ist er oval, hufeisenformig
(vgl. Abb. IV-68) oder auch gelappt. Das zentral gelegene, hellere Euchromatin wird von dem
dunkleren Heterochromatin umgeben (vgl. Abb. IV-68, 1V-69). Ein bis zwei Nukleoli konnen
gefunden werden (vgl. Abb. IV-69). Das reichlich vorhandene Zytoplasma der Monozyten 1dsst
mehr Organellen erkennen als das der Lymphozyten. Es enthilt einen Golgi-Apparat (vgl. Abb.
IV-68), Zisternen des endoplasmatischen Retikulums (vgl. Abb. IV-69), Mitochondrien und viele
kleine Vesikel (vgl. Abb. IV-68, IV-69).
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Abbildung 1V-68: Ultrastruktur eines Monozyten, zweier Lymphozyten und mehrerer
Erythrozyten (Schaf, w, 2 Jahre)

Der Monozyt (1) weist eine unregelméBige Form auf. Der Zellkern (2) hat eine hufeisenférmige
Gestalt. Das hellere Euchromatin (3) wird vom dunkleren Heterochromatin (4) umgeben. Das
Zytoplasma (5) ist reichlich vorhanden und beinhaltet den Golgi-Apparat (6) im Bereich der
Kerninvagination, Mitochondrien (7) und einige kleine Vesikel (8). Die Zelloberfldche ist gerafft
und weist viele Falten und Einbuchtungen sowie Pseudopodien (9) auf.

10 = Lymphozyten
11 = Erythrozyten
SB =3 um
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Abbildung 1V-69: Ultrastruktur eines Monozyten, eines Lymphozyten und eines Erythrozyten
(Schaf, m, 4 Jahre)

Dieser Monozyt (1) weist eine anndhernd runde Form auf. Im exzentrisch liegenden Zellkern (2)
lasst sich das hellere Euchromatin (3) vom dunkleren Heterochromatin (4) unterscheiden.
AuBerdem sind bei dieser Schnittfiihrung zwei Nukleoli (5) zu sehen. Das Zytoplasma (6) ist
reichlich vorhanden und beinhaltet im Vergleich zum Lymphozyten (11) mehr Zellorganellen.
Neben Zisternen des endoplasmatischen Retikulums (7) sind Mitochondrien (8) und einige
Vesikel (9) zu sehen. Die Zelloberflache ist gerafft und ldsst deutliche Falten und Furchen
erkennen. An einigen Stellen sind pseudopodienartige Projektionen (10) ausgebildet.

12 = Erythrozyt
SB=2,5um
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3.5 Neutrophile Granulozyten

Die neutrophilen Granulozyten treten im Blut als runde bis ovale (vgl. Abb. IV-70) Zellen auf.
Die Zellmembran ist in der Regel glatt und trdgt unterschiedlich stark ausgebildete Pseudopodien
(vgl. Abb. IV-70, 1V-71). Der Zellkern weist unterschiedlich elektronendichte Bereiche auf,
wobei das hellere Euchromatin von dem dunkleren Heterochromatin umgeben wird (vgl. Abb. IV-
70, IV-71). In den meisten Zellen iliberwiegt das Heterochromatin (vgl. Abb. IV-71). Die reifen,
segmentkernigen neutrophilen Granulozyten besitzen einen aus mehreren, unterschiedlich groflen
Anschnitten bestehenden Kern. Die einzelnen Kernsegmente sind nicht selten durch
Chromatinbriicken miteinander verbunden. Das Zytoplasma enthélt zahlreiche Granula mit einer
groflen Variationsbreite, was Form, GroB3e, Elektronendichte und Struktur betrifft (vgl. Abb. IV-
71). Die primdren Granula haben eine ldngliche Gestalt und sind ca. 0,4 - 0,5 pm lang. Die
hiufiger vorkommenden, sekundidren Granula hingegen weisen eine runde Form auf und sind mit
einer Grofle von ca. 0,2 - 0,3 um kleiner als die primiren Granula. Teilweise erscheinen sie
auerdem elektronendichter als die primdren Granula (vgl. Abb. IV-71). Weiterhin enthilt das
Zytoplasma unterschiedlich groBe Vakuolen und Vesikel (vgl. Abb. IV-70, IV-71), wenige
Mitochondrien, einen Golgi-Apparat, Zisternen des endoplasmatisches Retikulums (vgl. Abb. IV-
70) und Glykogenpartikel (vgl. Abb. IV-71).
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Abbildung IV-70: Ultrastruktur eines neutrophilen Granulozyten, eines Lymphozyten, eines
Thrombozyten und mehrerer Erythrozyten (Schaf, w, 3 Jahre)

Der neutrophile Granulozyt (1) hat eine ovale Gestalt. Der Zellkern zeigt an einer Stelle eine
deutliche Einschniirung (2) und lasst das locker gepackte Euchromatin (3) vom dicht gepackten
Heterochromatin (4) unterscheiden. Das Zytoplasma enthélt zahlreiche Zellorganellen. Neben
dem Golgi-Apparat (5) sind Vakuolen (6), Mitochondrien (7), viele kleine Vesikel (8) und
Zisternen des endoplasmatischen Retikulums (9) zu sehen. Die Zelloberfliche bildet
unterschiedlich groe Pseudopodien (10) aus.

11 = Lymphozyt
12 = Thrombozyt
13 = Erythrozyten
SB =2 um



V. Ergebnisse 143

Abbildung IV-71: Ultrastruktur eines neutrophilen Granulozyten (Schaf, m, 6 Jahre)

Der Kern des neutrophilen Granulozyten ist von einer definierten Membran (1) umgeben und
unterteilt sich in das zentral gelegene Euchromatin (2) und das peripher gelegene, dominierende
Heterochromatin (3). Im Zytoplasma sind zahlreiche Granula zu sehen. Die priméren Granula (4)
weisen eine langliche Gestalt auf und sind ca. 0,4 - 0,5 pm lang. Die spezifischen Granula (5) sind
mit einer GroBe von etwa 0,2 - 0,3 pm kleiner als die primidren Granula und haben eine runde
Form. Manche erscheinen besonders elektronendicht. Im Zytoplasma kommen weiterhin einige
Glykogenpartikel (6) und zahlreiche Vesikel (7) vor. Die Zellmembran bildet pseudopodienartige
Ausstiilpungen (8) aus.

SB=0,5 um
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3.6  Eosinophile Granulozyten

Die eosinophilen Granulozyten stellen die grofSten Granulozyten dar und haben eine runde bis
ovale Gestalt. Die Zellmembran ist glatt und bildet unterschiedlich gro3e Pseudopodien aus (vgl.
Abb. IV-72, IV-73). Der Zellkern ist gelappt oder segmentiert (vgl. Abb. IV-72, IV-73). In ihm
lasst sich ebenfalls das zentrale, helle Euchromatin vom peripheren, dunklen Heterochromatin
deutlich unterscheiden (vgl. Abb. IV-72, IV-73). Im Zytoplasma kommen zahlreiche Granula mit
unterschiedlicher Grofe, Form und Struktur vor (vgl. Abb. IV-72, IV-73). Ihr Durchmesser liegt
in den meisten Féllen zwischen 0,4 und 1,1 um (vgl. Abb. IV-73). Die Form reicht von rund iiber
oval bis spindelformig. Der Inhalt der Granula erscheint meist kristallin mit &dufBerst
elektronendichten, lamelldren Einschliissen, die in eine homogene Matrix eingebettet sind.
Seltener werden Granula mit einem homogenen Inhalt gefunden (vgl. Abb. IV-73). Bei manchen
Granula ist eine deutliche Membran zu sehen. Das Zytoplasma enthélt weiterhin einen Golgi-
Apparat (vgl. Abb. IV-72), Zisternen des endoplasmatischen Retikulums (vgl. Abb. 1V-72),
Mitochondrien und zahlreiche Vesikel (vgl. Abb. IV-72).
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Abbildung IV-72: Ultrastruktur eines eosinophilen Granulozyten und mehrerer Erythrozyten
(Schaf, w, 3 Jahre)

Der Zellkern (2) des eosinophilen Granulozyten (1) ist segmentiert. Es kann das hellere, zentrale
Euchromatin (3) vom dunkleren, peripheren Heterochromatin (4) unterschieden werden. Im
Zytoplasma sind grofe, elektronendichte Granula (5) mit kristallinen Innenstrukturen verteilt.
AuBerdem sind ein Golgi-Apparat (6) im Zellzentrum, Zisternen des endoplasmatischen
Retikulums (7) und zahlreiche kleine Vesikel (8) zu sehen. Die Zellmembran ist glatt und tragt
unterschiedlich groBBe Pseudopodien (9).

10 = Erythrozyten
SB=2um
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Abbildung 1V-73: Ultrastruktur eines eosinophilen Granulozyten und eines Erythrozyten (Schaf,
m, 6 Jahre)

Der Zellkern (2) des eosinophilen Granulozyten (1) ist segmentiert und lasst hellere Euchromatin-
(3) von dunkleren Heterochromatinbereichen (4) unterscheiden. Im Zytoplasma (5) befinden sich
zahlreiche Granula mit unterschiedlicher Gréf3e, Form und Struktur. Die Gréf3e reicht von ca. 0,4
bis 1,1 um. Die meisten Granula weisen eine kristalline Ultrastruktur auf und besitzen
stabchenformige Einschliisse, die in einer homogenen Grundsubstanz liegen (6). Selten kommen
auch Granula mit einer homogenen Innenstruktur vor (7). Die Zellmembran trigt viele
zytoplasmatische Projektionen (8).

9 = Erythrozyt
SB =2 um
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3.7  Basophile Granulozyten

Aufgrund des geringen Vorkommens der basophilen Granulozyten im Blut der Schafe konnte

keine dieser Zellen unter dem Elektronenmikroskop sicher identifiziert werden.

4. Fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen

4.1  Untersuchungen des Zytoskeletts oviner Blutzellen

Es wurden je zehn Blutausstriche auf die Bindung von Phalloidin an F-Aktin bzw. von
verschiedenen Antikdrpern an Myosin, Vimentin, Zytokeratin und Tubulin untersucht. Fiir jedes
zytoskelettale Element wurde eine Tabelle mit einer Zusammenfassung der Phalloidin- bzw.
Antikorperbindung an die einzelnen Blutzellen erstellt. Dabei wurde zwischen keiner Reaktion
(0), einer schwach positiven (+), einer deutlich positiven (++) und einer stark positiven (+++)
Reaktion unterschieden. Unter ,,Stirke der Reaktion™ ist der prozentuale Anteil der Tiere
aufgelistet, bei dem diese Bindungsstirke auftrat. Unter ,,Anteil der positiven Préparate* steht der
prozentuale Anteil der Ausstriche, die den Antikdrper gebunden haben. Da manche Priparate
aufgrund schlechter Qualitit nicht auswertbar waren, ergab sich eine unterschiedliche Anzahl an
Gesamtausstrichen. Auch Zellen mit fehlender Antikérperbindung konnten identifiziert werden,
da sich mit Hilfe der DAPI-Kernfirbung die Kerne leuchtend blau anfirbten. Basophile

Granulozyten konnten in keinem der untersuchten Ausstriche identifiziert werden.

4.1.1 Nachweis von Aktin

Eine starke Bindung von Phalloidin-TRITC an filamentdses Aktin (F-Aktin) kann an alle Zellen
mit Ausnahme der Erythrozyten festgestellt werden. Die roten Blutkorperchen reagieren nur
schwach und weisen eine homogene Anfirbung auf (vgl. Abb. IV-75). Die Thrombozyten zeigen
stets eine starke Reaktion in der gesamten Zelle. Sowohl der kortikale Bereich als auch das
Zellzentrum farben sich stark an, wobei im Zytoplasma teilweise ein retikuldres Muster erkannt
werden kann (vgl. Abb. IV-74, IV-76, IV-77). Bei den Lymphozyten zeigt sich eine anndhernd
homogene Anfiarbung des Zytoplasmas. Im Bereich der Plasmamembran ldsst sich eine deutliche,
ringartige Verdichtung in Verbindung mit einer stiarkeren Fluoreszenz beobachten (vgl. Abb. IV-
74). Das Zytoplasma der Monozyten hingegen weist ein wabenartiges Muster der Anfarbung auf
(vgl. Abb. IV-75). Eine stirkere Farbintensitdt in der submembrandsen Region ist hier nicht so
ausgeprigt wie bei den Lymphozyten. Die Bindung von Phalloidin-TRITC an F-Aktin der
neutrophilen (vgl. Abb. IV-76) und eosinophilen Granulozyten (vgl. Abb. IV-77) zeigt sich in
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Form einer starken Fluoreszenz im Zytoplasma, die ebenfalls teilweise ein retikuldres Muster
erkennen ldsst und sich in der Zellperipherie verdichtet. In Tabelle IV.19 sind die Ergebnisse der

Bindung von Phalloidin-TRITC an F-Aktin bei den jeweiligen Zellen aufgefiihrt.

Tabelle IV.19: Bindung von Phalloidin-TRITC

Anteil der
Stirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten 20 % 80 % 0% 0% 80 %
Thrombozyten 0 % 0 % 0% 100 % 100 %
Lymphozyten 0 % 0 % 0% 100 % 100 %
Monozyten 0% 0% 0% 100 % 100 %
Neutrophile Granulozyten 0% 0% 0% 100 % 100 %
Eosinophile Granulozyten 0% 0% 0% 100 % 100 %
Basophile Granulozyten - - - - -

Abbildung 1V-74: Lymphozyt und Abbildung IV-75: Monozyt, Phalloidin-
Thrombozyt, Phalloidin-TRITC (Schaf, w, 1 TRITC (Schaf, w, 2 Jahre)
Jahr)

Im gesamten Zytoplasma (3) des Monozyten

Der Lymphozyt (1) zeigt neben einer (1) lasst sich eine Fluoreszenz mit einem
schwachen Anfarbung des Zytoplasmas (3) wabenartigen Muster erkennen. Die

eine starke Fluoreszenz im Bereich der Erythrozyten (4) zeigen nur eine leichte,
Plasmamembran (4). Der Thrombozyt (5) homogene Anfarbung.

weist ein retikuldres Anfarbungsmuster auf. 2 = Zellkern, SB =10 um

2= Zellkern, 6 = Erythrozyt, SB = 10 um
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Abbildung IV-76: Neutrophiler Granulozyt
und  Thrombozyten, Phalloidin-TRITC
(Schaf, w, 3 Jahre)

Im Zytoplasma (3) des neutrophilen
Granulozyten (1) ist eine netzartige
Anfarbung zu sehen. Die Thrombozyten (4)
farben sich intensiv an, wobei bei einer Zelle
ein fluoreszierender, fingerformiger
Auslaufer (5) zu beobachten ist.

2 = Zellkern, 6 = Erythrozyt, SB =10 um

Abbildung IV-77: Eosinophiler Granulozyt
und  Thrombozyten, Phalloidin-TRITC
(Schaf, w, 6 Jahre)

Das Zytoplasma (3) des eosinophilen
Granulozyten (1) zeigt eine starke Reaktion
mit einem netzartigen Muster. Im Bereich der
Plasmamembran ist eine Zone mit stirkerer
Fluoreszenz erkennbar (4). Die Erythrozyten
(6) zeigen eine homogene Anfarbung.

2 =Zellkern, 5 = Thrombozyt , SB = 10 um

Abbildung IV-78: Eosinophiler Granulozyt
und  Thrombozyten,  Phalloidin-TRITC
(Schaf, w, 3 Jahre)

Bei diesem eosinophilen Granulozyten (1) ist
eine duflerst intensive Fluoreszenz im
Zytoplasma (3) zu sehen.

2 = Zellkern, 4 = Thrombozyten,

5= Erythrozyt, SB = 10 pm

Abbildung IV-79: Neutrophiler Granulozyt,
eosinophiler Granulozyt und Thrombozyten,
Phalloidin-TRITC (Schaf, w, 2 Jahre)

Sowohl der neutrophile Granulozyt (1) als
auch der eosinophile Granulozyt (2) zeigen
eine weniger deutliche Fluoreszenz in ihrem
Zytoplasma.

3 = Thrombozyten, SB = 10 um
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4.1.2 Nachweis von Myosin

Bei dem immunhistochemischen Nachweis von Myosin ldsst sich eine groBtenteils starke
Fluoreszenz aller Zellen mit Ausnahme der Erythrozyten beobachten. Bei den Thrombozyten farbt
sich die Zellperipherie im Gegensatz zum Zellzentrum meist stirker an (vgl. Abb. IV-80, IV-84,
IV-85). Die Lymphozyten (vgl. Abb. IV-81) und die Monozyten (vgl. Abb. IV-82) zeigen
gleichmiBig iliber das Zytoplasma verteilte, punktformige Anfarbungen. Bei den neutrophilen
(vgl. Abb. IV-83) und eosinophilen Granulozyten (vgl. Abb. IV-84, IV-85) farbt sich, wie bei den
Thrombozyten, das granulareiche Zellzentrum deutlich schwécher an als die Zellperipherie, in der
deutlich ein punktformiges Reaktionsmuster beobachtet werden kann. In Tabelle IV.20 sind die
Ergebnisse der Bindung von Rabbit polyclonal to non-muscle myosin IIA an Myosin IIA

(,,Myosin ITA-Antikorpern®) bei den jeweiligen Zellen aufgefiihrt.

Tabelle IV.20: Bindung der Myosin IIA-Antikorper

Anteil der
Stirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten 100 % 0% 0% 0% 0%
Thrombozyten 0% 20 % 0% 80 % 100 %
Lymphozyten 0% 0% 20 % 80 % 100 %
Monozyten 0% 0% 11,1 % 88,9 % 100 %
Neutrophile Granulozyten 0 % 10 % 10 % 80 % 100 %
Eosinophile Granulozyten 0 % 0% 22,2 % 77,8 % 100 %
Basophile Granulozyten - - - - -
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Abbildung 1V-80: Thrombozyten, Myosin
ITA-Antikorper (Schaf, m, 5 Jahre)

Die Thrombozyten (1) liegen zusammen
gelagert im Blutausstrich vor und zeigen eine
starkere Fluoreszenz der Zellperipherie (2) im
Vergleich zum Zellzentrum (3).

SB =10 um

Abbildung 1V-81: Lymphozyt, Myosin IIA-
Antikorper (Schaf, m, 4 Jahre)

Bei diesem Lymphozyten (1) lésst sich eine
granulédre Fluoreszenz im Zytoplasmasaum
(3) erkennen. Die Erythrozyten (4) reagieren
negativ.

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung 1V-82: Monozyt, Myosin IIA-
Antikorper (Schaf, w, 1 Jahr)

Im Zytoplasma (3) des Monozyten (1) ist
eine starke Fluoreszenz mit einem kérnigen
Muster zu erkennen.

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-83: Neutrophiler Granulozyt,
Myosin ITA-Antikorper (Schaf, m, 7 Jahre)

Auch das Zytoplasma (3) des neutrophilen
Granulozyten (1) zeigt ein liberwiegend
korniges Muster der Anfarbung. Im Bereich
der Plasmamembran sind Zonen mit einer
erhohten Fluoreszenzintensitit (4) zu sehen.
2 =Zellkern, SB =10 um
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Abbildung 1V-84: Eosinophiler Granulozyt Abbildung 1V-85: Eosinophile Granulozyten
und Thrombozyten, Myosin IIA-Antikorper und Thrombozyten, Myosin IIA-Antikorper

(Schaf, w, 1 Jahr) (Schaf, m, 7 Jahre)

Bei diesem eosinophilen Granulozyten (1) Das Zytoplasma (3) der beiden eosinophilen
farbt sich das granulareiche Zytoplasma (3) Granulozyten (1) ist auch hier in peripheren
weniger stark an als die Zellperipherie (4). Bereichen (4) deutlicher angefirbt als im

2 = Zellkern, 5 = Thrombozyten, Zellzentrum.

SB =10 um 2 = Zellkerne, 5 = Thrombozyten,

6 = Erythrozyt, SB = 10 pm

4.1.3 Nachweis von Vimentin

Eine Bindung des Antikdrpers an das Intermedidrfilament aus Vimentin kann bei den
mononukledren Zellen, also den Lymphozyten und den Monozyten, sowie den neutrophilen und
eosinophilen Granulozyten nachgewiesen werden, die stets eine starke Reaktion zeigen. Die
Erythrozyten (vgl. Abb. IV-88) und die Thrombozyten hingegen reagieren beim
immunhistochemischen Nachweis von Vimentin negativ. Bei den positiven Blutzellen zeigt sich
oft ein mehr oder weniger netzartiges Muster, das sich meist iiber die ganze Zelle erstreckt (vgl.
Abb. IV-86, IV-89). Bei den filamentformigen Strukturen kann zum Teil deren Verlauf von der
Plasmamembran bis hin zum Kern verfolgt werden (vgl. Abb. 1V-88, IV-90), wobei sich vor
allem bei den neutrophilen und den eosinophilen Granulozyten in der perinukledren Region nicht
selten eine Verdichtung des Netzwerkes beobachten ldsst (vgl. Abb. IV-88, IV-91). Besonders bei
den Lymphozyten und den neutrophilen Granulozyten lésst sich, je nach Ebene, ein deutlicher
Langs- und/oder Querverlauf der Filamente erkennen (vgl. Abb. IV-86, IV-89). Je nach Ebene
wird der Zellkern mehr oder weniger durch die fadenférmigen Anfarbungen maskiert (vgl. Abb.
IV-86, 1V-89). Neben den filamentdren Strukturen treten aber auch punktférmige Anfarbungen
vor allen in peripheren Zytoplasmabereichen der verschiedenen Zellen in Erscheinung (vgl. Abb.
IV-87, 1V-88). In Tabelle IV.21 sind die Ergebnisse der Bindung von Monoclonal mouse anti-

vimentin clone vim 3B4 (,,Vimentin-Antikoérpern®) an Vimentin bei den jeweiligen Zellen
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aufgefiihrt.

Tabelle IV.21: Bindung der Vimentin-Antikdrper

Anteil der
Stirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten 100 % 0% 0% 0% 0 %
Thrombozyten 100 % 0% 0% 0% 0%
Lymphozyten 0% 0% 0% 100 % 100 %
Monozyten 0% 0% 0% 100 % 100 %
Neutrophile Granulozyten 0 % 0% 0% 100 % 100 %
Eosinophile Granulozyten 0 % 0 % 0% 100 % 100 %
Basophile Granulozyten - - - - -

Abbildung [V-86: Lymphozyt, Vimentin- Abbildung 1V-87: Monozyt, Vimentin-

Antikdrper (Schaf, w, 1 Jahr) Antikorper (Schaf, m, 7 Jahre)

Bei diesem Lymphozyten (1) ldsst sich der Der Monozyt (1) zeigt in dieser Ebene vor
Verlauf der filamentformigen Strukturen (3) allem in peripheren Bereichen des
deutlich erkennen. Diese lassen einen Zytoplasmas (3) viele punktformige
grobmaschigen Kéfig entstehen und Anfirbungen (4). Der Zellkern (2) bleibt
iiberlagern in dieser Ebene den Kern (2). ausgespart.

SB=10 um SB =10 um
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Abbildung IV-88: Neutrophiler Granulozyt,
Vimentin-Antikorper (Schaf, m, 5 Jahre)

Bei diesem neutrophilen Granulozyten (1) ist
im Zytoplasma (3) neben punktférmigen
Anfarbungen eine fadenformige Struktur (4),
die vom Kern (2) bis zur Membran reicht, zu
sehen. In der perinukledren Region (5) zeigt
sich eine erhohte Intensitit der Fluoreszenz.
Die Erythrozyten (6) reagieren negativ.
SB=10 um

Abbildung IV-90: Eosinophiler Granulozyt
und Lymphozyt, Vimentin-Antikorper (Schaf,
w, 1 Jahr)

Im Zytoplasma (3) des eosinophilen
Granulozyten (1) sind fadenférmige
Strukturen (4) zu sehen, deren Verlauf
zwischen Zellkern (2) und Zellmembran zum
Teil verfolgt werden kann. Der Lymphozyt
(5) zeigt in dieser Ebene eine Fluoreszenz in
der Zellperipherie (7), der Kern (6) bleibt
unmaskiert.

SB =10 um

Abbildung 1V-89: Neutrophiler Granulozyt,
Vimentin-Antikorper (Schaf, w, 1 Jahr)

In dieser Ebene lésst sich bei dem
neutrophilen Granulozyten (1) eine deutliche,
relativ dichte, filamentférmige Fluoreszenz
im Zytoplasma (3) erkennen. Es bildet sich
eine Art grobmaschiges Netzwerk, das den
Zellkern (2) maskiert.

SB =10 um

Abbildung IV-91: Eosinophiler Granulozyt,
Vimentin-Antikorper (Schaf, w, 1 Jahr)

Bei diesem eosinophilen Granulozyten (1) ist
ein feines Netzwerk im gesamten Zytoplasma
(3) erkennbar. In der perinukledren Region
kann eine Verdichtung dieses Netzwerkes (4)
beobachtet werden. Der Zellkern (2) wird in
dieser Ebene nicht maskiert.

SB =10 pum
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4.1.4 Nachweis von Zytokeratin

Bei keinem der untersuchten Ausstriche kann eine positive Reaktion beim immunhistochemischen
Nachweis von Zytokeratin beobachtet werden. Parallel angefertigte Positivkontrollen des Blutes

von Pferd, Rind, Strau3 und Kaninchen reagieren ebenso negativ.

4.1.5 Nachweis von Tubulin

Bei keinem der untersuchten Ausstriche fillt der immunhistochemische Nachweis von Tubulin
positiv aus. Parallel angefertigte Positivkontrollen des Blutes von Strau3 und Kaninchen zeigen
eine Bindung der Tubulin-Antikorper vor allem an die Thrombozyten und vereinzelt auch an die

Leukozyten.

4.2 Glykohistochemische Untersuchungen

Bei den FITC-markierten Pflanzen-Lektinen wurden je vierzehn, bei den biotinylierten Pflanzen-
Lektinen je zehn Blutausstriche auf die Bindung der verschiedenen Lektine untersucht. Fiir jedes
Lektin wurde eine Tabelle mit einer Zusammenfassung der Bindung an die einzelnen Blutzellen
erstellt. Dabei wurde zwischen keiner Reaktion (0), einer schwach positiven (+), einer deutlich
positiven (++) und einer stark positiven (+++) Reaktion unterschieden. Bei der Auswertung
wurden pro Objekttriager je zehn Blutzellen einzeln bewertet und anschlieBend ein Mittelwert der
hiufigsten Reaktion gebildet. Unter ,,Stirke der Reaktion® ist der prozentuale Anteil der Tiere
aufgelistet, bei dem diese Bindungsstirke aufgetreten ist. Unter ,,Anteil der positiven Priparate*
steht der prozentuale Anteil der Ausstriche, die das Lektin gebunden haben. Da manche Priparate
aufgrund schlechter Qualitdt nicht auswertbar waren, ergab sich eine unterschiedliche Anzahl an
Gesamtausstrichen. Auch Zellen mit fehlender Lektinbindung konnten identifiziert werden, da
sich mit Hilfe der DAPI-Kernfarbung die Kerne leuchtend blau anfirbten. Aufgrund ihrer
Eigenfluoreszenz waren die Erythrozyten auch ohne Lektinbindung deutlich zu erkennen. Die

Thrombozyten wurden dagegen nur bei Bindung des Lektins sichtbar.

4.2.1 Glukose/Mannose-spezifische Lektine

4.2.1.1 Bindung von Concanavalia ensiformis Agglutinin (ConA-FITC)

Bei allen Ausstrichen kann eine deutliche bis starke Bindung von ConA-FITC an die Membran

der Erythrozyten beobachtet werden (vgl. Abb. 1V-92, 1V-93, IV-94, IV-95, IV-96, IV-97) . Das
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Zytoplasma reagiert liberwiegend negativ, bei einigen Zellen aber auch leicht bis deutlich positiv
(vgl. Abb. IV-95). Das Granulomer der Thrombozyten ldsst stets eine deutliche bis starke
Fluoreszenz erkennen, das Hyalomer und die Membran sind stets negativ (vgl. Abb. IV-92). Die
Lymphozyten (vgl. Abb. IV-92, IV-93) zeigen bei allen Tieren, die Monozyten (vgl. Abb. IV-95)
bei weniger als der Hilfte der Tiere eine Reaktion der zytoplasmatischen Granula in
unterschiedlicher Intensitit. Zudem kann bei einigen Lymphozyten (vgl. Abb. IV-92, IV-93) und
Monozyten (vgl. Abb. IV-95) eine schwache bis deutliche Fluoreszenz der Membran beobachtet
werden. Das Zytoplasma zeigt bei den Lymphozyten keine Reaktion, bei den Monozyten
hingegen kann meist eine starke, diffuse, teilweise kornige Fluoreszenz beobachtet werden (vgl.
Abb. IV-94, IV-95). Die Membran der neutrophilen und eosinophilen Granulozyten reagiert bei
ungefdhr der Hilfte der Zellen positiv. Bei den neutrophilen Granulozyten kann stets eine starke
Rektion der Granula erkannt werden, das Zytoplasma scheint stets negativ zu sein (vgl. Abb. IV-
96, IV-97). Die eosinophilen Granulozyten hingegen zeigen lediglich eine Fluoreszenz des
Zytoplasmas ohne Reaktion der eosinophilen Granula (vgl. Abb. IV-97). In der Tabelle IV.22 sind

die Ergebnisse der ConA-Bindung zusammengefasst.
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Tabelle IV.22: Einzelauswertung Lektine: ConA-FITC

Anteil der
Stiirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten
- Membran 0% 0% 28,6 % 71,4 % 100 %
- Zytoplasma 57,1 % 35,7% 7.2 % 0% 42,9 %
Thrombozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Hyalomer 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granulomer 0 % 0% 21,4 % 78,6 % 100 %
Lymphozyten
- Membran 28,6 % 50 % 21,4 % 0% 71,4 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0 %
- Granula 0% 14,3 % 35,7 % 50 % 100 %
Monozyten
- Membran 50 % 41,7 % 8.3 % 0% 50 %
- Zytoplasma 0% 8,3 % 16,7 % 75 % 100 %
- Granula 58,3 % 16,7 % 16,7 % 8,3 % 41,7 %
Neutrophile Granulozyten
- Membran 50 % 50 % 0% 0% 50 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granula 0% 0% 0% 100 % 100 %
Eosinophile Granulozyten
- Membran 41,7 % 50 % 8,3 % 0% 58,3 %
- Zytoplasma 8,3 % 75 % 16,7 % 0% 91,7 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%

Basophile Granulozyten

- Membran

- Zytoplasma

- Granula
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Abbildung  1V-92: Lymphozyt  und
Thrombozyten, ConA-FITC (Schaf, m, 6
Jahre)

Bei dem Lymphozyten (1) ist eine
Fluoreszenz der zytoplasmatischen Granula
(3) und der Zellmembran (4) zu sehen. Die
Thrombozyten (5) zeigen eine positive
Reaktion des Granulomers und die
Erythrozyten (6) der Membran.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-94: Monozyt, ConA-FITC
(Schaf, w, 3,5 Jahre)

Bei dem Monozyten (1) ldsst sich eine
diffuse, granulédre Fluoreszenz im Zytoplasma
(3) feststellen. Die Erythrozyten (4) zeigen
eine deutliche Bindung des Lektins an ihre
Zellmembran.

2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB =10 um

Abbildung IV-93: Lymphozyt, ConA-FITC
(Schaf, m, 6 Jahre)

Auch bei diesem Lymphozyten (1) ldsst sich
eine Fluoreszenz der Granula (4) und der
Membran (5) erkennen. Die Membran (7) der
Erythrozyten (6) reagiert stark positiv.

2 = Zellkern, 3 = Zytoplasma, SB =10 um

Abbildung 1V-95:
(Schaf, w, 5 Jahre)

Monozyt, ConA-FITC

Dieser Monozyt (1) zeigt neben einer
diffusen Fluoreszenz des Zytoplasmas (3)
eine starke Reaktion seiner Granula (4) und
eine schwache Reaktion der Membran (5).
Bei den Erythrozyten (6) kann eine positive
Reaktion sowohl im Zytoplasma (7) als auch
an der Membran (8) erkannt werden.

2 = Zellkern, SB =10 um
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Abbildung IV-96: Neutrophiler Granulozyt, Abbildung  IV-97:  Eosinophiler — und

ConA-FITC (Schaf, m, 6 Jahre) neutrophiler Granulozyt, ConA-FITC (Schaf,
w, 2 Jahre)

Die zytoplasmatischen Granula (3) des

neutrophilen Granulozyten (1) reagieren stark Das Zytoplasma (3) des eosinophilen

positiv. Granulozyten (1) farbt sich nur schwach an.

2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB =10 um Bei dem neutrophilen Granulozyten (4) kann

deutlich eine granulidre Reaktion (6)
beobachtet werden.

2 = Zellkern eosinophiler Granulozyt,
5 = Zellkern neutrophiler Granulozyt,
7 = Erythrozyt, SB = 10 pm

4.2.1.2 Bindung von Lens culinaris Agglutinin (LCA-FITC)

In allen Pridparaten kann eine positive Reaktion der Erythrozytenmembran mit LCA (vgl. Abb.
IV-98, IV-99, IV-100, IV-101) festgestellt werden, das Zytoplasma hingegen reagiert bei mehr als
der Hailfte der Zellen negativ. In einem Grofteil der Ausstriche ldsst sich eine starke Bindung von
LCA an die Granula der Thrombozyten beobachten, Membran und Hyalomer reagieren stets
negativ (vgl. Abb. IV-98, IV-101). Bei fast allen Tieren zeigt sich eine schwache bis starke
Fluoreszenz der Membran und der Granula von Lymphozyten und Monozyten, das Zytoplasma
reagiert jedoch nur in wenigen Féllen positiv (vgl. Abb. IV-98, IV-99). Bei den neutrophilen
Granulozyten kann eine deutliche bis starke Bindung von LCA an die Granula nachgewiesen
werden. Die Membran féarbt sich nur in wenigen Féllen an und das Zytoplasma zeigt keine
Reaktion (vgl. Abb. IV-100). Die Granula der eosinophilen Granulozyten sind stets negativ, die
Membran und das Zytoplasma zeigen hingegen bei ca. zwei Drittel der Ausstriche eine schwach
bis deutlich positive Reaktion (vgl. Abb. IV-101). In der Tabelle 1V.23 sind die Ergebnisse der

LCA-Bindung zusammengefasst.
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Tabelle IV.23: Einzelauswertung Lektine: LCA-FITC

Anteil der
Stiirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten
- Membran 0% 0% 23,1 % 76,9 % 100 %
- Zytoplasma 53,8 % 46,2 % 0% 0% 46,2 %
Thrombozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Hyalomer 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granulomer 0 % 0% 38,5 % 61,5 % 100 %
Lymphozyten
- Membran 0% 61,5 % 30,8 % 7,7 % 100 %
- Zytoplasma 92,3 % 7,7 % 0% 0% 7,7 %
- Granula 7,7 % 0% 38,5% 53,8 % 92,3 %
Monozyten
- Membran 7,7 % 61,5 % 30,8 % 0% 92,3 %
- Zytoplasma 69,2 % 30,8 % 0% 0% 30,8 %
- Granula 0% 0% 38,5 % 61,5 % 100 %
Neutrophile Granulozyten
- Membran 76,9 % 23,1 % 0% 0% 23,1 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granula 0% 0% 30,8 % 69,2 % 100 %
Eosinophile Granulozyten
- Membran 23,1 % 61,5% 15,4 % 0% 76,9 %
- Zytoplasma 30,8 % 46,1 % 23,1 % 0% 69,2 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%

Basophile Granulozyten

- Membran

- Zytoplasma

- Granula
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Abbildung  1V-98: Lymphozyt  und
Thrombozyt, LCA-FITC (Schaf, w, 1 Jahr)

Bei dem Lymphozyten (1) ist sowohl eine
Fluoreszenz der Granula (4) im Zytoplasma
(3) als auch der Zellmembran (5) zu sehen.
Die Thrombozyten (6) zeigen eine Bindung
von LCA an das Granulomer. Bei manchen
Erythrozyten (7) reagieren sowohl das
Zytoplasma (8) als auch die Membran (9)
positiv.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung 1V-99:
(Schaf, w, 5 Jahre)

Monozyt, LCA-FITC

Der Monozyt (1) zeigt eine leichte, diffuse,
kornige Fluoreszenz im Zytoplasma (3), die
teilweise den Zellkern (2) bedeckt. Zuséatzlich
kann eine starke, fokale Reaktion (4) im
Zytoplasma beobachtet werden. Die
Membran (5) reagiert nur schwach positiv.
Auch die Erythrozytenmembran (6) zeigt nur
eine schwache Fluoreszenz.

SB=10 um

Abbildung IV-100: Neutrophiler Granulozyt,
LCA-FITC (Schaf, w, 1 Jahr)

Die zytoplasmatischen Granula (3) des
neutrophilen Granulozyten (1) reagieren stark
positiv und tiberlagern zum Teil den Zellkern
(2). Erythrozyten (4) mit positiv reagierender
Zellmembran.

SB =10 um

Abbildung IV-101: Eosinophiler Granulozyt,
LCA-FITC (Schaf, w, 6 Jahre)

Das Zytoplasma (3) und die Zellmembran (4)
des eosinophilen Granulozyten (1) zeigen
eine schwache Bindung von LCA.
Erythrozyten (5) mit positivem Zytoplasma
(6) und positiver Membran (7). Thrombozyt
(8) mit positiven Granula.

2 = Zellkern, SB =10 um
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4.2.1.3 Bindung von Pisum sativum Agglutinin (PSA-FITC)

Bei allen Ausstrichen kann eine Bindung von PSA an die Erythrozytenmembran (vgl. Abb. IV-
102, TV-103, IV-104, 1IV-105) beobachtet werden, wobei der GroBteil der Zellen stark positiv
reagiert. Das Zytoplasma ist in den meisten Fillen negativ. Die Granula der Thrombozyten sind
entweder schwach oder deutlich positiv, die Membran und das Hyalomer zeigen keine Reaktion
(vgl. Abb. IV-104). Eine Anfarbung der Membran und des Zytoplasmas der Lymphozyten gelingt
bei dem GroBteil der Zellen nicht. Bei jedem Ausstrich kommen jedoch Zellen vor, deren Granula
unterschiedlich stark, von schwach bis stark positiv, reagieren (vgl. Abb. IV-102). Die Monozyten
lassen keine Bindung von PSA an Membran oder Granula erkennen, das Zytoplasma hingegen
reagiert immer positiv (vgl. Abb. IV-103). Die neutrophilen Granulozyten zeigen stets eine
deutlich bis stark positive Bindung des Lektins an ihre Granula. Membran und Zytoplasma
hingegen scheinen stets negativ zu sein (vgl. Abb. IV-104). Die eosinophilen Granulozyten farben
sich mit PSA nicht an (vgl. Abb. IV-105). In der Tabelle V.24 sind die Ergebnisse der PSA-

Bindung zusammengefasst.
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Tabelle IV.24: Einzelauswertung Lektine: PSA-FITC

Anteil der
Stiirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten
- Membran 0% 14,3 % 14,3 % 71,4 % 100 %
- Zytoplasma 78,6 % 21,4 % 0% 0% 21,4 %
Thrombozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Hyalomer 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granulomer 0 % 45,5 % 54,5% 0% 100 %
Lymphozyten
- Membran 71,4 % 21,4 % 7,2 % 0% 28,6 %
- Zytoplasma 92,9 % 7,1 % 0% 0% 7,1 %
- Granula 0 % 14,3 % 57,1 % 28,6 % 100 %
Monozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Zytoplasma 0% 42,9 % 42,9 % 14,2 % 100 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Neutrophile Granulozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granula 0 % 0 % 50 % 50 % 100 %
Eosinophile Granulozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Basophile Granulozyten
- Membran - - - - -
- Zytoplasma - - - - -
- Granula - - - - -
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Abbildung 1V-102: Lymphozyt, PSA-FITC
(Schaf, m, 6 Jahre)

Bei dem Lymphozyten (1) ist sowohl eine
starke fokale Fluoreszenz (4) im Zytoplasma
(3) als auch eine leichte Reaktion der
Zellmembran (5) zu erkennen. Bei den
Erythrozyten (6) reagiert die Membran nur
schwach positiv.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-104: Neutrophiler Granulozyt,
PSA-FITC (Schaf, w, 6 Jahre)

Die Granula (3) des neutrophilen
Granulozyten (1) reagieren stark positiv und
iiberlagern teilweise den Zellkern (2). Die
Erythrozyten (4) zeigen eine stark positiv
reagierende Zellmembran, die Thrombozyten
(5) schwach positiv reagierende Granula.
SB=10 um

Abbildung IV-103:
(Schaf, w, 2 Jahre)

Monozyt, PSA-FITC

Der Monozyt (1) zeigt eine leichte, diffuse,
kornige Fluoreszenz im Zytoplasma (3), die
teilweise den Zellkern bedeckt (2). Die
Membran der Erythrozyten (4) reagiert
deutlich positiv.

SB =10 um

Abbildung IV-105: Eosinophiler Granulozyt,
PSA-FITC (Schaf, w, 5 Jahre)

Der eosinophile Granulozyt (1) ldsst keine
Bindung von PSA im Zytoplasma (3) oder an
der Membran erkennen. Erythrozyten (4) mit
positivem Zytoplasma (5) und positiver
Membran (6).

2 =Zellkern, SB =10 um
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4.2.2 Galaktose-spezifische Lektine

4.2.2.1 Bindung von Peanut Agglutinin (PNA-FITC)

Bei keinem der Blutausstriche ist eine Bindung von PNA an die ovinen Blutzellen zu erkennen.

Abbildung IV-106: Eosinophiler Granulozyt, Abbildung IV-107: Lymphozyt, PNA-FITC

PNA-FITC (Schaf, w, 2 Jahre) (Schaf, w, 2 Jahre)

Die Granula (3) des eosinophilen Weder die Membran noch das Zytoplasma
Granulozyten (1) lassen sich zwar erkennen, des Lymphozyten (1) binden PNA. Die
zeigen aber keine Fluoreszenz. Die Erythrozyten (3) sind deutlich zu erkennen,
Erythrozyten (4) reagieren ebenfalls negativ. zeigen aber keine Fluoreszenz.

2 =Zellkern, SB =10 um 2 = Zellkern, SB =10 um

4.2.2.2 Bindung von Ricinus communis Agglutinin (RCA-FITC)
Bei keinem der Blutausstriche ldsst sich eine Bindung von RCA an die ovinen Blutzellen

beobachten.

4.2.2.3 Bindung von Viscum album Agglutinin (VAA-Biotin)

Bei keinem der Blutausstriche kann eine Bindung von VAA an die ovinen Blutzellen festgestellt

werden.
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Abbildung IV-108: Lymphozyt, VAA-Biotin Abbildung IV-109: Neutrophiler Granulozyt,

(Schaf, w, 6 Jahre) VAA-Biotin (Schaf, w, 6 Jahre)

Sowohl der Lymphozyt (1) als auch die Auch der neutrophile Granulozyt (1) zeigt
Erythrozyten (4) reagieren negativ. keine Fluoreszenz im Zytoplasma (3).

2 = Zellkern, 3 = Zytoplasma, SB =10 um 2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB = 10 um

4.2.3 N-Acetyl-Glukosamin-spezifische Lektine

4.2.3.1 Bindung von Wheat germ Agglutinin (WGA-FITC)

Die Membran der Erythrozyten weist bei allen Ausstrichen eine positive Reaktion auf, die
Intensitét variiert jedoch von schwach bis zu stark positiv (vgl. Abb. IV-110, IV-111, IV-112, IV-
113). Das Zytoplasma zeigt nur bei einem Viertel der roten Blutkdrperchen eine schwache
Fluoreszenz (vgl. Abb. 1V-110). Die Granula der Thrombozyten lassen stets eine positive
Reaktion erkennen, Membran und Hyalomer sind stets negativ (vgl. Abb. IV-110, IV-112, IV-
113). Bei den Lymphozyten firben sich die Zellmembran und bei dem Grofteil der Zellen die
Granula an, das Zytoplasma scheint stets negativ zu sein (vgl. Abb. IV-110). Die Monozyten
hingegen zeigen in allen Fillen eine diffuse, granuldre Reaktion im Zytoplasma und bei dem
iiberwiegenden Anteil der Zellen eine Bindung von WGA an die Zellmembran (vgl. Abb. IV-
111). Die Beurteilung einer Reaktion der gelegentlich vorkommenden, zytoplasmatischen Granula
ist durch die meist intensive Anfiarbung im Zytoplasma kaum mdglich. Bei den neutrophilen
Granulozyten lésst sich stets eine stark positive Reaktion der Granula feststellen, aber auch die
Membran weist in iiber der Hélfte der Fille eine leichte bis deutliche Fluoreszenz auf (vgl. Abb.
IV-112). Das Zytoplasma hingegen ist stets negativ. Bei den eosinophilen Granulozyten kann eine
leichte bis deutliche Bindung von WGA an die Membran und das Zytoplasma festgestellt werden,
nicht aber an die Granula (vgl. Abb. IV-113). In der Tabelle IV.25 sind die Ergebnisse der WGA-

Bindung zusammengefasst.
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Tabelle IV.25: Einzelauswertung Lektine: WGA-FITC

Anteil der
Stiirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten
- Membran 0% 16,7 % 58,3 % 25 % 100 %
- Zytoplasma 75 % 25% 0% 0% 25%
Thrombozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Hyalomer 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granulomer 0 % 16,7 % 33,3% 50 % 100 %
Lymphozyten
- Membran 0% 16,7 % 66,6 % 16,7 % 100 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0 %
- Granula 25 % 25 % 33,3% 16,7 % 75 %
Monozyten
- Membran 16,7 % 50 % 33,3% 0% 83,3 %
- Zytoplasma 0% 0% 50 % 50 % 100 %
- Granula - - - - -
Neutrophile Granulozyten
- Membran 41,7 % 33,3% 25% 0% 58,3 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granula 0 % 0% 0% 100 % 100 %
Eosinophile Granulozyten
- Membran 0% 333 % 66, 7 % 0% 100 %
- Zytoplasma 0% 58,3 % 41,7 % 0% 100 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Basophile Granulozyten
- Membran - - - - -
- Zytoplasma - - - - -
- Granula - - - - -
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Abbildung  IV-110:  Lymphozyt und
Thrombozyt, WGA-FITC (Schaf, w, 6 Jahre)

Der Lymphozyt (1) zeigt eine positive
Reaktion der Membran (3). Der Thrombozyt
(4) weist eine Fluoreszenz im Granulomer
auf. Bei den Erythrozyten (5) reagiert sowohl
das Zytoplasma (6) als auch die Membran (7)
positiv.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-112: Neutrophiler Granulozyt
und Thrombozyten, WGA-FITC (Schaf, w,
1,5 Jahre)

Die Granula (3) des neutrophilen
Granulozyten (1) reagieren stark positiv und
iiberlagern teilweise den Zellkern (2). Zudem
zeigt die Membran (4) eine deutliche
Fluoreszenz. Thrombozyten (5) mit schwach
positiven Granula.

6 = Erythrozyt, SB = 10 pm

Abbildung IV-111: Monozyt, WGA-FITC
(Schaf, w, 5 Jahre)

Bei dem Monozyten (1) ldsst sich eine starke,
diffuse, granulédre Fluoreszenz im Zytoplasma
(3) und eine Bindung von WGA an die
Zellmembran (4) erkennen. Die Membran der
Erythrozyten (5) reagiert deutlich positiv.

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-113: Eosinophiler Granulozyt
und Thrombozyten, WGA-FITC (Schaf, w, 6
Jahre)

Der eosinophile Granulozyt (1) zeigt neben
einer diffusen Fluoreszenz im Zytoplasma (3)
eine schwache Reaktion der Membran (4).
Thrombozyten (5) mit positiven Granula,
Erythrozyten (6) mit positiver Membran.

2 = Zellkern, SB =10 um
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4.2.3.2 Bindung von succinyliertem Wheat germ Agglutinin (WGAs-FITC)

WGAs zeigt bei fast allen Priparaten eine schwache bis starke Bindung an die Membran der
Erythrozyten (vgl. Abb. 1V-114, IV-115, IV-116, IV-117), das Zytoplasma hingegen farbt sich
nur bei der Hélfte der Zellen schwach an (vgl. Abb. IV-114). Das Granulomer der Thrombozyten
reagiert stets deutlich bis stark positiv, Membran und Hyalomer sind negativ (vgl. Abb. IV-114,
IV-117). Bei den mononukledren Zellen, also den Lymphozyten und den Monozyten, kann zu 100
% eine Bindung von WGAs an die Membran festgestellt werden (vgl. Abb. IV-114, IV-115). Bei
der Hilfte der Lymphozyten ist eine meist stark positive Reaktion der Granula zu sehen, das
Zytoplasma féarbt sich in den meisten Féllen nicht an (vgl. Abb. IV-114). Das Zytoplasma der
Monozyten hingegen weist stets eine relativ starke, diffuse oder kdrnige Fluoreszenz auf, wodurch
die Beurteilung einer Reaktion der zytoplasmatischen Granula kaum moglich ist (vgl. Abb. IV-
115). Die neutrophilen Granulozyten zeigen zum Grofiteil eine Fluoreszenz der Membran und in
allen Fillen eine stark positive Bindung von WGAs an die Granula (vgl. Abb. IV-116). Die
Granula der eosinophilen Granulozyten reagieren jedoch augenscheinlich allesamt negativ,
wogegen im Zytoplasma stets eine Fluoreszenz festgestellt werden kann. Zudem reagiert die
Membran {iberwiegend positiv (vgl. Abb. IV-117). In der Tabelle V.26 sind die Ergebnisse der

WGAs-Bindung zusammengefasst.
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Tabelle IV.26: Einzelauswertung Lektine: WGAs-FITC

Anteil der
Stiirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten
- Membran 10 % 20 % 40 % 30 % 90 %
- Zytoplasma 50 % 50 % 0% 0% 50 %
Thrombozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Hyalomer 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granulomer 0% 0% 60 % 40 % 100 %
Lymphozyten
- Membran 0% 10 % 60 % 30 % 100 %
- Zytoplasma 80 % 20 % 0% 0% 20 %
- Granula 50 % 0 % 10 % 40 % 50 %
Monozyten
- Membran 0 % 57,1 % 42,9 % 0% 100 %
- Zytoplasma 0% 0% 28,6 % 71,4 % 100 %
- Granula - - - - -
Neutrophile Granulozyten
- Membran 20 % 50 % 30 % 0% 80 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granula 0 % 0 % 0% 100 % 100 %
Eosinophile Granulozyten
- Membran 30 % 0% 60 % 10 % 70 %
- Zytoplasma 0% 40 % 30 % 30 % 100 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Basophile Granulozyten
- Membran - - - - -
- Zytoplasma - - - - -
- Granula - - - - -
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Abbildung  IV-114:  Lymphozyt und
Thrombozyten, WGAs-FITC (Schaf, w, 6
Jahre)

Die Membran (4) des Lymphozyten (1)
reagiert stark positiv, das Zytoplasma (3) ist
negativ. Die Thrombozyten (5) weisen eine
Fluoreszenz im Granulomer auf. Bei den
Erythrozyten (6) reagieren sowohl das
Zytoplasma (7) als auch die Membran (8)
positiv.

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-116: Neutrophiler Granulozyt,
WGASs-FITC (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Die Granula (3) des neutrophilen
Granulozyten (1) reagieren stark positiv, das
Zytoplasma scheint negativ zu sein. Zudem
lasst sich an der Membran (4) eine deutlich
positive Reaktion erkennen. Die Erythrozyten
(5) reagieren negativ.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung 1V-115: Monozyt, WGAs-FITC
(Schaf, w, 5 Jahre)

Bei dem Monozyten (1) zeigt sich eine starke,
diffuse, kornige Fluoreszenz im Zytoplasma
(3), die im Bereich der Kerninvagination
besonders ausgeprégt ist. Eine Bindung von
WGAs an die Zellmembran (4) kann
ebenfalls beobachtet werden. Die Membran
der Erythrozyten (5) reagiert deutlich positiv.
2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-117: Eosinophiler Granulozyt,
WGASs-FITC (Schaf, w, 2 Jahre)

Der eosinophile Granulozyt (1) zeigt eine
diffuse Fluoreszenz im Zytoplasma (3), eine
Reaktion der Granula lésst sich nicht
erkennen. Weiterhin ist eine Bindung von
WGAs an die Membran (4) zu sehen.

2 = Zellkern, 5 = Thrombozyten,

6 = Erythrozyt, SB = 10 pm
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4.2.4 N-Acetyl-Galaktosamin-spezifische Lektine

4.2.4.1 Bindung von Griffonia simplicifolia I Agglutinin (GSL-I-FITC)

Bei dem Grofteil der Ausstriche kann eine Bindung von GSL-I weder an die Membran noch an
das Zytoplasma der Erythrozyten festgestellt werden (vgl. Abb. IV-119, IV-120, IV-121). Eine
schwach positive Reaktion der Erythrozytenmembran lédsst sich jedoch selten beobachten (vgl.
Abb. IV-118). Die Thrombozyten hingegen zeigen stets eine stark positive Reaktion im
Granulomer, die Membran und das Hyalomer sind stets negativ (vgl. Abb. IV-118, IV-119, IV-
121). Die Membran der Lymphozyten reagiert zu 100 % stark positiv und das Zytoplasma zeigt
stets eine Fluoreszenz. Eine Reaktion der zytoplasmatischen Granula kann jedoch nicht
beobachtet werden (vgl. Abb. IV-118). Auch die Monozyten lassen meist eine deutliche Bindung
von GSL-I an die Membran erkennen. Im Zytoplasma ist stets eine schwache bis deutliche,
diffuse oder kornige Fluoreszenz zu sehen, eine Reaktion der Granula kann jedoch nicht
beobachtet werden (vgl. Abb. IV-119). Bei den neutrophilen Granulozyten ist immer eine starke
Fluoreszenz der Granula festzustellen, an der Membran und im Zytoplasma ist keine Reaktion zu
erkennen (vgl. Abb. IV-120). Die eosinophilen Granulozyten zeigen eine starke Fluoreszenz der
Membran und eine meist deutlich positive Reaktion des Zytoplasmas. An die Granula wird
offenbar kein GSL-I gebunden (vgl. Abb. IV-121). In der Tabelle IV.27 sind die Ergebnisse der

GSL-I-Bindung zusammengefasst.
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Tabelle IV.27: Einzelauswertung Lektine: GSL-I-FITC

Anteil der
Stiirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten
- Membran 88,9 % 11,1 % 0% 0% 11,1 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0 %
Thrombozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Hyalomer 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granulomer 0% 0% 0% 100 % 100 %
Lymphozyten
- Membran 0% 0% 0% 100 % 100 %
- Zytoplasma 0% 0% 77,8 % 22,2 % 100 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Monozyten
- Membran 12,5 % 0% 62,5 % 25 % 87,5 %
- Zytoplasma 0% 37,5 % 62,5 % 0% 100 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Neutrophile Granulozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granula 0 % 0 % 0% 100 % 100 %
Eosinophile Granulozyten
- Membran 0% 0% 0% 100 % 100 %
- Zytoplasma 0% 37,5 % 62,5 % 0% 100 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Basophile Granulozyten
- Membran - - - - -
- Zytoplasma - - - - -
- Granula - - - - -
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Abbildung  IV-118:  Lymphozyt und
Thrombozyt, GSL-I-FITC (Schaf, w, 6 Jahre)

Bei dem Lymphozyten (1) ist eine
Fluoreszenz im Zytoplasma (3) und eine
starke Reaktion der Membran (4) zu
erkennen. Der Thrombozyt (5) zeigt eine
starke Anfarbung im Granulomer. Bei den
Erythrozyten (6) ist eine nur schwache
Bindung von GSL-I an die Membran zu
sehen.

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-120: Neutrophiler Granulozyt,
GSL-I-FITC (Schaf, w, 2 Jahre)

Der neutrophile Granulozyt (1) zeigt eine
starke Bindung von GSL-I an die
zytoplasmatischen Granula (3). Membran und
Zytoplasma scheinen sich nicht anzufarben.
Die Erythrozyten (4) reagieren negativ.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-119: Monozyt und
Thrombozyten , GSL-I-FITC (Schaf, w, 6
Jahre)

Der Monozyt (1) zeigt eine diffuse, kornige
Reaktion im Zytoplasma (3) und eine
Anfiarbung der Membran (4). Die
Thrombozyten (5) lassen positiv reagierende
Granula erkennen. Die Erythrozyten (6)
reagieren negativ.

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-121: Eosinophiler Granulozyt
und Thrombozyten, GSL-I-FITC (Schaf, w, 2
Jahre)

Das Zytoplasma (3) und die Zellmembran (4)
des eosinophilen Granulozyten (1) zeigen
eine deutlich bzw. stark positive Reaktion.
Die Thrombozyten (5) lassen eine Anfarbung
der Granula erkennen.

2 = Zellkern, 6 = Erythrozyt, SB = 10 um
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4.2.4.2 Bindung von Dolichos biflorus Agglutinin (DBA-FITC)

Bei keinem der Blutausstriche kann eine Bindung von DBA an die ovinen Blutzellen festgestellt

werden.

4.24.3 Bindung von Sophora japonica Agglutinin (SJA-FITC)

In keinem der Priparate kann eine Bindung von SJA an Erythrozyten, Thrombozyten,

Lymphozyten, Monozyten (vgl. Abb. IV-123) oder neutrophile Granulozyten festgestellt werden.

Bei 40 % der Ausstriche zeigen die Granula der eosinophilen Granulozyten eine leichte bis

deutlich positive Reaktion (vgl. Abb. IV-122).

Abbildung IV-122: Eosinophiler Granulozyt, Abbildung IV-123: Monozyt, SJA-FITC

SJA-FITC (Schaf, w, 2 Jahre) (Schaf, w, 5 Jahre)

Die Granula (3) des eosinophilen Weder das Zytoplasma (3) noch die Membran
Granulozyten (1) reagieren positiv. Die des Monozyten (1) reagieren positiv. Die
Erythrozyten (4) zeigen keine Reaktion. Erythrozyten (4) lassen sich ebenfalls nicht

2 = Zellkern, SB =10 um anfarben.

2 =Zellkern, SB =10 um

4.2.5 Galaktose- und N-Acetyl-Galaktosamin- spezifische Lektine

4.2.5.1 Bindung von Soybean Agglutinin (SBA-FITC)

Bei keinem der Blutausstriche ist eine Bindung von SBA an die ovinen Blutzellen zu beobachten.

4.2.5.2 Bindung von Sambucus nigra Agglutinin (SNA-Biotin)
Bei keinem der Ausstriche kann eine Bindung von SNA an die ovinen Blutzellen beobachtet

werden.
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4.2.6 L-Fukose-spezifische Lektine

4.2.6.1 Bindung von Ulex europaeus I Agglutinin (UEA-I-FITC)

Auch bei UEA-I kann bei keinem Blutausstrich eine Bindung an Erythrozyten, Thrombozyten,
Lymphozyten, Monozyten oder neutrophile Granulozyten nachgewiesen werden. Alle Priparate
zeigen jedoch eine Reaktion der eosinophilen Granula (vgl. Abb. IV-124), die von leicht (70 %)
bis deutlich (30 %) reicht.

Abbildung IV-124: Eosinophiler Granulozyt
und Lymphozyt, UEA-I-FITC (Schaf, w, 1
Jahr)

Die Granula (3) des eosinophilen
Granulozyten (1) reagieren deutlich positiv.
Der Lymphozyt (4) und die Erythrozyten (5)
zeigen keine Reaktion.

2 =Zellkern, SB =10 um

4.2.7 Fiir komplexe Kohlenhydratstrukturen spezifische Lektine

4.2.7.1 Bindung von Phaseolus vulgaris E Agglutinin (PHA-E-FITC)

Eine Bindung von PHA-E kann nur an die Granula der neutrophilen Granulozyten (vgl. Abb. IV-
125) festgestellt werden. Die Erythrozyten, Thrombozyten, Lymphozyten, Monozyten und
eosinophilen Granulozyten (vgl. Abb. IV-126) lassen sich nicht anfirben. Alle neutrophilen
Granula reagieren positiv, wobei die Intensitit von schwach (18,2 %) bis deutlich (81,8 %) positiv

reicht.



V. Ergebnisse 177

Abbildung IV-125: Neutrophiler Granulozyt, Abbildung IV-126: Eosinophiler Granulozyt,

PHA-E-FITC (Schaf, m, 7 Jahre) PHA-E-FITC (Schaf, w, 6 Jahre)

Die Granula (3) des neutrophilen Der eosinophile Granulozyt (1) reagiert
Granulozyten (1) zeigen eine deutlich negativ. Die Granula im Zytoplasma (3) sind
positive Reaktion. Die Erythrozyten (4) erkennbar, zeigen aber keine Fluoreszenz.
reagieren negativ. 2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB =10 pm

2 = Zellkern, SB =10 um

4.2.7.2 Bindung von Phaseolus vulgaris L. Agglutinin (PHA-L-FITC)

In keinem der Ausstriche kann eine Bindung von PHA-L an die Membran oder das Zytoplasma
der Erythrozyten festgestellt werden (vgl. Abb. IV-127, IV-128). Die Thrombozyten hingegen
zeigen meist eine deutlich positive Reaktion im Granulomer, die Membran und das Hyalomer sind
stets negativ. Bei allen Lymphozyten (vgl. Abb. IV-127) und Monozyten ist eine Anfarbung der
Zellmembran zu erkennen, die Intensitidt ist jedoch meist nur schwach. Sowohl bei den
Lymphozyten als auch bei den Monozyten lisst sich bei einigen Zellen eine positive Reaktion des
Zytoplasmas beobachten, wobei sich die zytoplasmatischen Granula offenbar nicht anfirben. Die
neutrophilen Granulozyten weisen stets eine schwach bis deutlich positive Reaktion der Granula
auf, aber auch die Membran lésst sich bei manchen Zellen schwach anfirben. Das Zytoplasma
hingegen ist stets negativ. Bei den eosinophilen Granulozyten verhélt sich das Bindungsverhalten
von PHA-L genau umgekehrt. Die eosinophilen Granula sind stets negativ. Dafiir weisen sowohl
Membran als auch Zytoplasma in allen Féllen eine schwache bis deutliche Reaktion auf (vgl. Abb.

IV-128). In der Tabelle IV.28 sind die Ergebnisse der PHA-L-Bindung zusammengefasst.
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Tabelle IV.28: Einzelauswertung Lektine: PHA-L-FITC

Anteil der
Stiirke der Reaktion positiven
Priparate
0 + ++ +++
Erythrozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0 %
Thrombozyten
- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%
- Hyalomer 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granulomer 0% 25% 75 % 0% 100 %
Lymphozyten
- Membran 0% 75 % 25% 0% 100 %
- Zytoplasma 75 % 25% 0% 0% 25%
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Monozyten
- Membran 0 % 100 % 0% 0% 100 %
- Zytoplasma 50 % 25% 25% 0% 50 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Neutrophile Granulozyten
- Membran 75 % 25% 0% 0% 25%
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0%
- Granula 0 % 75 % 25 % 0% 100 %
Eosinophile Granulozyten
- Membran 0% 50 % 50 % 0% 100 %
- Zytoplasma 0% 75 % 25% 0% 100 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Basophile Granulozyten
- Membran - - - - -
- Zytoplasma - - - - -
- Granula - - - - -
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Abbildung [1V-127: Lymphozyt, PHA-L- Abbildung IV-128: Eosinophiler Granulozyt,

FITC (Schaf, m, 5 Jahre) PHA-L-FITC (Schaf, m, 6 Jahre)

Die Membran (4) des Lymphozyten (1) Bei dem eosinophilen Granulozyten (1)
reagiert positiv, das Zytoplasma (3) hingegen reagieren Zytoplasma (3) und Membran (4)
negativ. Die Erythrozyten (5) zeigen keine positiv. Die Granula farben sich nicht an.
Reaktion. 2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB =10 pm

2 = Zellkern, SB =10 um

4.2.7.3 Bindung von Maackia amurensis I Agglutinin (MAA-I-Biotin)

In keinem der untersuchten Préparate kann eine Bindung von MAA-I an die Membran oder das
Zytoplasma der Erythrozyten beobachtet werden (vgl. Abb. IV-129, IV-130, IV-131, IV-132). Die
Thrombozyten hingegen zeigen stets eine positive Reaktion, die ausschlieSlich die Membran
betrifft. Hyalomer und Granulomer reagieren negativ (vgl. Abb. IV-132). Alle Lymphozyten und
Monozyten zeigen eine schwache bis deutliche Fluoreszenz der Membran (vgl. Abb. IV-129, IV-
130), das Zytoplasma lésst sich nur bei einem Teil der Monozyten anfdrben (vgl. Abb. IV-130).
Eine Fluoreszenz der zytoplasmatischen Granula ist in keinem der untersuchten Ausstriche bei
den Lymphozyten und Monozyten zu beobachten. Bei den neutrophilen Granulozyten farben sich
die Granula stets deutlich bis stark an (vgl. Abb. IV-131). Bei manchen Zellen ist auch eine
Bindung des Lektins an die Membran zu sehen. Die eosinophilen Granulozyten hingegen zeigen
eine positive Reaktion des Zytoplasmas und der Membran, die Granula scheinen stets negativ zu
sein (vgl. Abb. IV-132). In der Tabelle IV.29 sind die Ergebnisse der MAA-I-Bindung

zusammengefasst.
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Tabelle IV.29: Einzelauswertung Lektine: MAA-I-Biotin

Anteil der
Stiirke der Reaktion positiven
Praparate
0 + ++ +++

Erythrozyten

- Membran 100 % 0% 0% 0% 0%

- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0 % 0%
Thrombozyten

- Membran 0 % 40 % 60 % 0 % 100 %
- Hyalomer 100 % 0% 0% 0% 0%

- Granulomer 100 % 0% 0% 0% 0%
Lymphozyten

- Membran 0% 20 % 80 % 0% 100 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0 % 0%

- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Monozyten

- Membran 0 % 62,5% |375% | 0% 100 %
- Zytoplasma 75 % 25% 0% 0% 25%
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Neutrophile Granulozyten

- Membran 80 % 20 % 0% 0% 20 %
- Zytoplasma 100 % 0% 0% 0% 0%

- Granula 0 % 0% 40 % 60 % 100 %
Eosinophile Granulozyten

- Membran 10 % 60 % 30 % 0% 90 %
- Zytoplasma 70 % 30 % 0% 0 % 30 %
- Granula 100 % 0% 0% 0% 0%
Basophile Granulozyten

- Membran - - - - -

- Zytoplasma - - - - -

- Granula - - - - -




V. Ergebnisse

181

Abbildung 1V-129: Lymphozyt, MAA-I-
Biotin (Schaf, w, 5 Jahre)

Bei dem Lymphozyten (1) ist eine
Fluoreszenz der Zellmembran (3) zu
erkennen. Die Erythrozyten (4) reagieren
negativ.

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-131: Neutrophiler Granulozyt,
MAA-I-Biotin (Schaf, w, 1,5 Jahre)

Der neutrophile Granulozyt (1) reagiert
deutlich positiv, wobei ein granuldres Muster
im Zytoplasma (3) erkennbar ist.

2 = Zellkern, 4 = Erythrozyt, SB = 10 um

Abbildung 1V-130: Monozyt, MAA-I-Biotin
(Schaf, w, 2 Jahre)

Der Monozyt (1) zeigt eine positive Reaktion
der Zellmembran (4). Das Zytoplasma (3)
reagiert negativ.

2 = Zellkern, 5 = Erythrozyt, SB = 10 um

Abbildung IV-132: Eosinophiler Granulozyt
und Thrombozyten, MAA-I-Biotin (Schaf, w,
2 Jahre)

Das Zytoplasma (3) und die Zellmembran (4)
des eosinophilen Granulozyten (1) zeigen
eine Bindung von MAA-I. Bei den
Thrombozyten (5) ist eine Fluoreszenz der
Zellmembran zu sehen.

2 = Zellkern, 6 = Erythrozyt , SB = 10 pm
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4.2.8 Ergebnisse der Zuckerhemmung

Bei den FITC-markierten Pflanzen-Lektinen ConA, PSA, LCA, WGA und WGAs wurde die

Bindungsfdhigkeit nach Vorinkubation mit dem jeweiligen Hemmzucker erneut untersucht.

Bei allen Ausstrichen unterbleibt nach der Vorbehandlung eine Bindung der Lektine an die
verschiedenen Strukturen der Zellen. Die beschriebenen Lektinbindungen koénnen daher als

spezifisch angesehen werden.

4.2.9 Ergebnisse der Vorbehandlung mit Neuraminidase

Bei den FITC-markierten Pflanzen-Lektinen wurden die negativen Lektine PNA, RCA, DBA und
SBA sowie die nur schwach positiven Lektine SJA und UEA-I auf die Neuraminidase-Spezifitat
hin untersucht. Es sollte herausgefunden werden, ob die Bindungsstellen dieser Lektine durch
Sialinsduren maskiert werden und nach vorheriger Behandlung des Blutausstriches mit

Neuraminidase zugédnglich werden.

Bei einem Vergleich der vorbehandelten Préparate mit den nach dem normalen Protokoll
gefarbten Blutausstrichen kann vor allem bei PNA (vgl. Abb. IV-133, IV-134, IV-135), aber auch
bei RCA (vgl. Abb. IV-136) sowie SJA eine Verdnderung der Bindungseigenschaften beobachtet
werden. PNA zeigt nach Vorbehandlung mit Neuraminidase eine Bindung an die Membran der
Erythrozyten (vgl. Abb. IV-134, 1V-135), der Thrombozyten (vgl. Abb. IV-133), der
Lymphozyten (vgl. Abb. 1V-133), der Monozyten (vgl. Abb. IV-135), der neutrophilen
Granulozyten (vgl. Abb. 1V-134) und der eosinophilen Granulozyten. Die Lymphozyten und
Monozyten lassen zum Teil auch eine Fluoreszenz im Zytoplasma erkennen (vgl. Abb. 1V-133,
IV-135). Die neutrophilen Granula reagieren bei allen Zellen nun positiv (vgl. Abb. IV-134). Bei
den Erythrozyten und den Lymphozyten ist jedoch auftallend, dass sich nicht alle Zellen anfarben
lassen. RCA ldsst nach Abspaltung der endstindigen Sialinsduren eine positive Reaktion der
Membran der Lymphozyten, der Monozyten, der neutrophilen Granulozyten und der eosinophilen
Granulozyten erkennen. Bei den neutrophilen Granulozyten kommt es nun auflerdem zu einer
Anfirbung der Granula (vgl. Abb. IV-136). Bei SJA zeigt sich nach der Neuraminidase-
Vorbehandlung eine sehr schwache Fluoreszenz der Lymphozytenmembran. AuBlerdem ist bei
den neutrophilen Granulozyten nun eine Reaktion der Granula zu sehen. Die eosinophilen
Granulozyten lassen keine verstirkte Bindung feststellen. Monozyten konnten nicht identifiziert

werden.

DBA, SBA und UEA-I weisen auch nach der Vorbehandlung mit Neuraminidase keine

Veridnderungen der Bindungseigenschaften auf.
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Abbildung  IV-133:  Lymphozyt und
Thrombozyten, PNA-FITC nach
Neuraminidase-Vorbehandlung (Schaf, w, 1
Jahr)

Der Lymphozyt (1) zeigt eine deutliche
Bindung des Lektins an die Membran (4).
Das Zytoplasma (3) scheint sich ebenfalls
anzufirben. Bei den Thrombozyten (5) ist
eine positive Reaktion der Membran zu
sehen. Die Erythrozyten (6) reagieren
negativ.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung 1V-135: Monozyt, PNA-FITC
nach Neuraminidase-Vorbehandlung (Schaf,
w, 1 Jahr)

Das Zytoplasma (3) und die Membran (4) des
Monozyten (1) lassen sich nach der
Neuraminidase-Vorbehandlung mit PNA
anfirben. Die Membran der Erythrozyten (5)
reagiert bei einzelnen Zellen positiv.

2 =Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-134: Neutrophiler Granulozyt,
PNA-FITC nach Neuraminidase-
Vorbehandlung (Schaf, w, 1 Jahr)

Bei dem neutrophilen Granulozyten (1) ist
sowohl eine Reaktion der Granula (3) als
auch der Membran (4) zu erkennen. Die
Erythrozyten (5) zeigen nur eine sehr
schwache Fluoreszenz der Membran.

2 = Zellkern, SB =10 um

Abbildung IV-136: Neutrophiler Granulozyt,

RCA-FITC nach Neuraminidase-
Vorbehandlung (Schaf, w, 3,5 Jahre)

Der neutrophile Granulozyt (1) reagiert
positiv und ldsst ein granuldres Muster im
Zytoplasma (3) erkennen. Die Erythrozyten
(4) lassen sich nicht anfarben.

2 =Zellkern, SB =10 um
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V Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, die zytologischen und histochemischen Eigenschaften der Blutzellen
des Schafes mit modernen Techniken ndher zu untersuchen. Die Ultrastruktur der Blutzellen
wurde mit Hilfe von Transmissionselektronenmikroskopie im Detail analysiert. Weiterhin wurden
durch substrathistochemische und enzymhistochemische Verfahren die Zellen genauer
charakterisiert. Zytoskelettale Elemente der jeweiligen Zellen wurden mittels Phalloidin im Falle
der Aktinfilamente und mit Antikorpern im Falle der Intermedidrfilamente und der Mikrotubuli
nachgewiesen. AuBlerdem diente die Lektinhistochemie mit dem FEinsatz von Lektinen zur

Charakterisierung der Zuckerstrukturen in und auf den ovinen Blutzellen.

1. Blutproben

Fiir die Untersuchungen dieser Arbeit wurde das Blut von insgesamt vierzig Schafen verwendet.
Zur Auswertung der Blutergebnisse wurde zum einen zwischen Tieren verschiedenen Alters und
zum anderen zwischen ménnlichen und weiblichen Tieren unterschieden. Im Bezug auf das Alter
wurden drei Gruppen erstellt: Tiere der 1. Gruppe waren jlinger als 2 Jahre, Tiere der 2. Gruppe 2

- 4 und Tiere der 3. Gruppe 5 - 7 Jahre alt.

Bei der Auswertung der Ergebnisse der Blutuntersuchung war auffallend, dass die Schafe unter 2
Jahren eine hohere Leukozytenzahl aufweisen als die é&lteren Tiere. Die Beobachtung, dass
jiingere Tiere im Allgemeinen hohere Leukozytenwerte haben, deckt sich mit jener mehrerer
Autoren (Jain, 1993); (Egbe-Nwiyi et al., 2000); (Taylor, 2000). Die erhohten Werte dienen laut
Egbe-Nwiyi et al. (2000) der Verstirkung der Immunabwehr bei jungen Tieren, kdnnen aber auch
durch eine erhohte Stressanfdlligkeit beim Handling hervorgerufen werden (Egbe-Nwiyi et al.,
2000). Zu dem Ergebnis, dass minnliche Schafe im Allgemeinen hohere Werte des weilen und
des roten Blutbildes als weibliche Tiere aufweisen, kamen auch Egbe-Nwiyi et al. (Egbe-Nwiyi et
al., 2000). Das fiir Schafe charakteristische, lymphozytéire Blutbild (Ldsch et al., 2000) konnte vor
allem bei den Tieren der 1. und 2. Altersgruppe beobachtet werden. Hier zeigte sich, dass iiber 50
% der Gesamtleukozyten Lymphozyten darstellen. Die Zahl der Lymphozyten liberstieg die der
neutrophilen Granulozyten, was ein neutrophiles Granulozyten-Lymphozyten-Verhidltnis von
weniger als 1 ergab. Diese Beobachtung stimmt mit den Befunden von Jain (Jain, 1993) iiberein.
Bei einem Vergleich des Anteils der neutrophilen Granulozyten und der Lymphozyten an den
Gesamtleukozyten der drei Altersgruppen war festzustellen, dass mit steigendem Alter die
neutrophilen Granulozyten zunehmen und die Lymphozyten abnehmen. Auch Jain (1993) sowie

Byers und Kramer (2010) sind der Ansicht, dass die Anzahl der Lymphozyten mit zunehmenden
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Alter langsam absinkt (Jain, 1993); (Byers und Kramer, 2010). Jain (1993) gibt jedoch an, dass
die Zahl der neutrophilen Granulozyten im Wesentlichen unverdndert bleibt. Das Verhiltnis von
neutrophilen Granulozyten zu Lymphozyten nimmt nach Jain (1993) mit steigendem Alter zu
(Jain, 1993). Die Anzahl der Monozyten wurde bei den untersuchten Tieren nicht durch das Alter
beeinflusst, was mit verschiedenen Angaben in der Literatur {ibereinstimmt (Jain, 1993); (Egbe-
Nwiyi et al., 2000). Bei den eosinophilen Granulozyten war ein Anstieg ihrer relativen Zahl mit
fortschreitendem Alter der Tiere zu beobachten. Der Befund, dass die Zahl der eosinophilen
Granulozyten bei adulten Schafen hoher ist als bei jungen Tieren, steht im Einklang mit den
Beobachtungen von Greenwood (Greenwood, 1977) und ist laut Jain (1993) durch eine erhohte
immunologische Abwehrleistung im Zuge wiederholter Exposition gegeniiber Parasiten zu

erkldren (Jain, 1993).

2. Lichtmikroskopie

2.1 Ubersichtsfirbungen

Fiir eine exakte Differenzierung der einzelnen Zelltypen wurden die Blutausstriche der Diff-
Quick-, der Giemsa-, der May-Griinwald-, der Pappenheim-, der Sirius-Red- und der
Toluidinblau-Fiarbung unterzogen und unter dem Lichtmikroskop analysiert. Der Grofiteil der
Férbelosungen enthilt sowohl einen sauren als auch einen basischen Farbstoff. Eosin dient meist
als saure Komponente, wohingegen Methylenblau, Azur A oder B als basische Bestandteile
hiufig Anwendung finden. Bei der Sirius-Red-Férbung kommt nur ein saurer Farbstoff (Sirius
Red), bei der Toluidinblau-Féarbung nur eine basische Komponente (Toluidinblau O) zum Einsatz.
Saure Farbstoffe bilden in wissriger Umgebung negativ geladene lonen, die wiederum zu einer
rotlichen Farbung basischer (positiv geladener) Zellbestandteile fithren. Die gefdrbten Strukturen
werden als azidophil bezeichnet. Umgekehrt verhilt es sich bei den basischen Farbstoffen. Diese
bilden Ionen mit positiver Ladung, wodurch es zu einer bldulichen Fiarbung von sauren (negativ
geladenen) Zellteilen kommt. Die gefarbten Strukturen werden als basophil bezeichnet (Romeis,

2010).

Die Erythrozyten waren in jedem der untersuchten Ausstriche zahlreich vorhanden. Sie sind
gemal} Literaturangaben die hdufigsten Zellen im Blut der Schafe (Kramer, 2000). Unter dem
Lichtmikroskop stellten sie sich als kleine, rundliche, kernlose Zellen mit einem homogenen
Zellinhalt und einer glatten Zellmembran dar. Somit entsprechen sie den Angaben fiir die roten
Blutkorperchen der Haussduger in der Literatur (Losch et al., 2000); (Liebich, 2004). Die Schafe

weisen gemdl Hawkey und Dennet (1990) unter den Sdugetieren mitunter die kleinsten
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Erythrozyten auf (Hawkey und Dennet, 1990). Die ZellgroBe variierte bei den untersuchten Tieren
und lag zwischen 3,8 und 6,1 pm. Diese ungleichméBige GroBe einer bestimmten Zellart im Blut
wird als Anisozytose bezeichnet (Hees und Tschudi, 1990); (Reagan et al., 2008) und ist auch laut
Greenwood (1977) beim Schaf regelmifBig zu beobachten (Greenwood, 1977). Das Fehlen eines
Kernes bei den roten Blutkorperchen wird auch in der Literatur beschrieben und ist
charakteristisch flir die Erythrozyten der Sduger (Hawkey und Dennet, 1990). Bei dem GroBteil
der ovinen Erythrozyten konnte in den Ausstrichen eine zentrale Authellung des Zytoplasmas
beobachtet werden. An dieser Stelle befand sich laut Hees und Tschudi (1990) der zuvor
ausgestoBene Kern (Hees und Tschudi, 1990), weshalb sich die rote Blutzelle gemall Losch et al.
(2000) sowie Liebich (2004) im Allgemeinen als eine bikonkave Scheibe darstellt (Losch et al.,
2000); (Liebich, 2004). Die Authellung im Zellzentrum war aber bei den untersuchten Schafen
nicht immer zu sehen. Diese Beobachtung ldsst sich dadurch erkliaren, dass beim Schaf auch
unikonkave Erythrozyten vorkommen konnen (Jain, 1993). Bei manchen Blutausstrichen konnte
ich eine Variation der sonst runden Zellform beobachten, die als Poikilozytose bezeichnet wird
(Reagan et al., 2008). AuBerst selten zeigten die Erythrozyten eine Stechapfelform, die durch
Ausbildung kleiner, gleichmiBiger, stacheliger Auslaufer der Zelloberflache bedingt ist. Die roten
Blutkorperchen werden dann als Echinozyten bezeichnet und stellen in den meisten Fillen
Artefakte dar (Jain, 1993); (Reagan et al., 2008). Diese Stechapfelform entsteht laut
Literaturangaben entweder durch zu langsames Trocknen dicker Ausstriche (Kraft et al., 2005)
oder wenn die Erythrozyten in hypertonen Losungen durch Austritt von Fliissigkeit schrumpfen
(Hees und Tschudi, 1990). Nur duBerst selten konnte ich in den Ausstrichen eine so genannte
Geldrollenbildung der Erythrozyten beobachten, die gemédll Reagan et al. (Reagan et al., 2008)
durch eine aufeinander gestapelte Anordnung der Zellen gekennzeichnet ist. Diese Beobachtung
steht im Einklang mit dem Befund von Kramer (2000), wonach diese Formation der roten
Blutkorperchen beim Schaf nur in geringem Ausmall vorkommt (Kramer, 2000). In keinem der
ovinen Erythrozyten waren eine basophile Tiipfelung oder Howell-Jolly-Korperchen zu sehen. Da
Retikulozyten im Blut adulter Tiere laut Jain (1993) gewdhnlich nicht vorkommen (Jain, 1993),
konnten diese Vorstufen der Erythrozyten in den Blutausstrichen der Schafe nicht gefunden

werden.

Die Thrombozyten kamen ebenfalls in jedem Blutausstrich zahlreich vor und lagen entweder in
Gruppen zusammen gelagert vor oder waren einzeln verstreut. Manchmal waren auch ein oder
zwel Thrombozyten mit einem neutrophilen Granulozyten assoziiert. Diese Formation wird der
Literatur nach als ,,platelet satellitism* bezeichnet (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993). Die
Thrombozyten der Schafe traten unter dem Lichtmikroskop als kleine, kernlose Zellen mit einer
unregelmiBigen Form in Erscheinung. Aufgrund dieser Morphologie werden sie von manchen

Autoren auch oft als ,,Blutpldttchen bezeichnet (Hawkey und Dennet, 1990); (Liebich, 2004).
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Die Schafe weisen laut Hees und Tschudi (1990) unter den Haussdugetieren mitunter die kleinsten
Thrombozyten auf (Hees und Tschudi, 1990). Der Durchmesser lag bei den untersuchten Tieren
zwischen 1,4 und 3 um. Bei den meisten Farbungen stellten sich die Thrombozyten homogen dar.
Bei der Giemsa- und der Pappenheim-Farbung hingegen konnte deutlich eine dunkle, granulédre
Zentralzone von einer hellen, durchsichtigen Randzone differenziert werden. Eine Unterscheidung
des zentral gelegenen Granulomers und des peripher gelegenen Hyalomers wird auch mehrfach in
der Literatur beschrieben und trifft auch auf die Thrombozyten der anderen Haussduger zu
(Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (Liebich, 2004). Bei einzelnen Zellen waren an der
Zelloberflache fadenformige Projektionen zu sehen, die laut Jain (1993) und Reagan et al. (2008)
im Rahmen einer Aktivierung auftreten (Jain, 1993); (Reagan et al., 2008).

Die Lymphozyten konnten in jedem der angefertigten Ausstriche in grofer Zahl gefunden werden.
Dies liegt daran, dass das Schaf geméf Literaturangaben ein lymphozytéres Blutbild aufweist, bei
dem in der Regel iiber 50 % der Leukozyten Lymphozyten darstellen (Losch et al., 2000). Die
Lymphozyten der untersuchten Schafe wiesen unter dem Lichtmikroskop eine runde bis ovale
Gestalt auf und besaBBen eine glatte Oberfliche. Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda,
1972b) berichten iiber eine gleiche dullere Form der ovinen Lymphozyten. Der Zellkern erschien
in den Blutausstrichen dunkel und kompakt und lie8 hdufig ein fleckenférmiges Muster erkennen,
was laut Yamada und Sonoda (1972) auf eine hohe Chromatinkondensation zuriickzufiihren ist
(Yamada und Sonoda, 1972b). In den von mir untersuchten Ausstrichen lag der Kern entweder
zentral oder exzentrisch in der Zelle. Norris und Cham-Berlin (1929) hingegen beschreiben eine
stets exzentrische Lage des Zellkernes bei den Lymphozyten der Schafe (Norris und Cham-Berlin,
1929). Gemall den Angaben von Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1972b) hatte der
Zellkern in der Regel eine runde bis ovale Form und zeichnete sich bei manchen Zellen durch eine
Kerninvagination aus. Weiterhin war auffallend, dass bei den meisten Lymphozyten der grofie
Kern die Zelle bis auf einen schmalen Zytoplasmasaum fast vollstindig ausfiillt. Diese
Beobachtung stimmt mit den Angaben in der Literatur {iberein, wonach sich die Lymphozyten im
Allgemeinen durch ein relativ hohes Kern-Zytoplasma-Verhiltnis auszeichnen (Banks, 1981);
(Losch et al.,, 2000). Es fiel jedoch auf, dass bei Zunahme der Lymphozytengrole mehr
Zytoplasma vorhanden ist und das Kern-Zytoplasma-Verhéltnis somit kleiner wird. Diese
Beobachtung deckt sich mit den Befunden von Steffens (Steffens, 2000). Das Zytoplasma der
ovinen Lymphozyten erschien unter dem Lichtmikroskop meist klar und homogen. Bei einigen
Lymphozyten waren jedoch, entgegen ihrer Zuordnung zu den Agranulozyten, kleine, runde bis
stabformige Azurgranula im Zytoplasma zu sehen, die auch in friiheren Untersuchungen anderer
Autoren bereits beschrieben wurden (Norris und Cham-Berlin, 1929); (Yamada und Sonoda,
1972b); (Greenwood, 1977); (Banks, 1981); (Kramer, 2000). Die Granula befanden sich entweder

im Bereich der Kerninvagination oder waren iiber das ganze Zytoplasma verteilt. Vor allem bei
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der Giemsa und der May-Griinwald-Féarbung stellten sich diese Granula deutlich dar. Ihre genaue
Bedeutung bleibt laut Kramer (2000) noch zu klidren (Kramer, 2000). Das Zytoplasma stellte sich
unter dem Lichtmikroskop meist in einem blauen Farbton dar. Diese Basophilie ist laut Angaben
in der Literatur auf eine hohe Dichte an Ribosomen, Polyribosomen und rauem
endoplasmatischen Retikulum zuriickzufiihren (Jain, 1993); (Liebich, 2004) und variiert mit der
Aktivitit der Lymphozyten (Jain, 1993). Einzelne ovine Lymphozyten zeigten ein auffillig
dunkelblaues Zytoplasma, das sie als reaktive Lymphozyten ausweist. Diese Immunozyten treten
laut Reagan et al. (2008) sowohl physiologisch in geringer Zahl als auch nach antigener
Stimulation im Blut der Saduger auf (Reagan et al., 2008). Gelegentlich konnten auch
Lymphozyten mit einem tief dunkelblauen, von Vakuolen durchsetzten Zytoplasma und einem
exzentrisch liegenden, runden Kern identifiziert werden. Wahrscheinlich handelt es sich hierbei
um die von Reagan et al. (2008) beschriebenen plasmazytoiden Lymphozyten, die einer
Transformation zur Plasmazelle unterliegen (Reagan et al., 2008). Die GroBe der untersuchten
Lymphozyten der Schafe variierte teilweise stark, wobei die Durchschnittsgrof3e aller gemessenen
Zellen bei 10,8 um lag. Die Lymphozyten konnen, je nach Autor, im Bezug auf ihre Grofe in
zwei bzw. drei verschiedene Gruppen eingeteilt werden. Demnach kann zwischen kleinen (< 10
um) und groBen (>10 um) (Hees und Tschudi, 1990) oder zwischen kleinen (< 10 um), mittleren
(10 - 18 pm) und groBen (< 25 um) Lymphozyten (Liebich, 2004) unterschieden werden. Wie
Banks (Banks, 1981) bereits anmerkte, gestaltete sich beim Schaf die Einteilung der Lymphozyten
anhand ihrer GroB3e jedoch nicht immer leicht. In den Blutausstrichen konnte ich vor allem kleine
und mittelgroBe Lymphozyten finden, was mit den Beobachtungen von Kramer (Kramer, 2000)
und Steffens (Steffens, 2000) tibereinstimmt. Die groBen Lymphozyten befinden sich laut Steffens
(2000) normalerweise nur in lymphatischen Geweben und sind im Blut nur in sehr geringer Zahl
vorhanden (Steffens, 2000). Eine Unterteilung in B- und T-Lymphozyten war unter dem
Lichtmikroskop nicht moglich. Dies deckt sich mit den Angaben in der Literatur, dass erst
enzymhistochemische (Ristau et al., 1985), lektinhistochemische (Outteridge, 1985); (Djilali und
Parodi, 1987) oder immunhistochemische Untersuchungen (Hees und Tschudi, 1990); (Sinowatz,

2006a) deren Differenzierung erlauben.

Die Monozyten waren in den Blutausstrichen nicht so hédufig zu finden wie die bisher
beschriebenen Zellen. Sie stellten jedoch, in Ubereinstimmung mit den Angaben in der Literatur
(Jain, 1993); (Steffens, 2000); (Liebich, 2004) generell die grofiten Zellen im Blut der Schafe dar.
Thre GroBle reichte bei den untersuchten Tieren von 11,6 bis 17,5 um. Die dulere Gestalt der
Monozyten war meist unregelmiBig, teilweise aber auch rundlich bis oval. Der Zellkern zeichnete
sich durch eine starke Vielgestaltigkeit aus, von der auch andere Autoren berichten (Norris und
Cham-Berlin, 1929); (Jain, 1993). Héufig erschien er rund, oval, bohnenférmig, hufeisenférmig

oder gelappt. Eine hufeisenformige Gestalt oder eine Lappung des Zellkernes oviner Monozyten
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wird auch von Norris und Cham-Berlin (Norris und Cham-Berlin, 1929) sowie Yamada und
Sonoda (Yamada und Sonoda, 1972b) beschrieben. Der Kern lag, in Ubereinstimmung mit den
Befunden von Norris und Cham-Berlin (Norris und Cham-Berlin, 1929) meist exzentrisch in der
Zelle, manchmal war er aber auch zentral lokalisiert. Das Chromatin erschien, im Einklang mit
den Ergebnissen von Norris und Cham-Berlin (Norris und Cham-Berlin, 1929), im Gegensatz zu
dem des Lymphozyten heller und liel, gemi3 Bienzle (Bienzle, 2000), ein netzartiges Muster
erkennen. Durch diese Charakteristika des Kernes war eine Differenzierung der Monozyten von
den Lymphozyten fiir mich leicht mdglich. Die Verwechslungsgefahr der Lymphozyten mit den
Monozyten ist auch laut Kramer (2000) beim Schaf weniger gegeben als beim Rind (Kramer,
2000). Das Zytoplasma der untersuchten Monozyten war reichlich vorhanden. Dies deckt sich mit
den Angaben in der Literatur, wonach die Monozyten viel Zytoplasma aufweisen (Norris und
Cham-Berlin, 1929) und sich somit im Allgemeinen ein relativ niedriges Kern-Zytoplasma-
Verhiéltnis ergibt (Losch et al., 2000). Weiterhin stellte sich das Zytoplasma, geméill den
Beobachtungen von Jain (Jain, 1993), basophil dar und erschien aufgrund einer teils wabigen
Struktur nicht immer homogen. Bei einigen Monozyten der Schafe waren im Zytoplasma
unterschiedlich grole Vakuolen zu sehen, die sich meist in unmittelbarer Ndhe zum Zellkern
befanden und auch von anderen Autoren beschrieben werden (Jain, 1993); (Kramer, 2000). Bei
keiner Fiarbung konnten bei den Monozyten der Schafe azurophile Granula im Zytoplasma
identifiziert werden. Dies liegt vermutlich daran, dass diese nach Angaben in der Literatur beim
Schaf nur sehr selten vorkommen (Greenwood, 1977); (Banks, 1981). Norris und Cham-Berlin
(1929) konnten jedoch einige Granula in ovinen Monozyten mit der Giemsa-Fiarbung nach

verlidngerter Farbezeit identifizieren (Norris und Cham-Berlin, 1929).

Die neutrophilen Granulozyten waren in jedem Priparat zahlreich vorhanden. Beim Schaf machen
sie laut Literaturangaben im Schnitt 30 % der Gesamtleukozyten aus (Greenwood, 1977);
(Kramer, 2000). Unter dem Lichtmikroskop zeichneten sie sich durch eine runde bis ovale Gestalt
aus und besallen eine glatte Oberfliche. Auch Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970b)
berichten {iber eine derartige Erscheinungsform der neutrophilen Granulozyten der Schafe. Die
GroBe der Zellen lag bei den untersuchten Tieren zwischen 10,9 und 14 pm. Beziiglich der
Morphologie des Zellkernes konnten in den Ausstrichen stabkernige von segmentkernigen
neutrophilen Granulozyten unterschieden werden. Die stabkernigen waren im Gegensatz zu den
segmentkernigen Granulozyten in den Praparaten nur vereinzelt zu finden. Dies deckt sich mit den
Beobachtungen von Kramer (2000), wonach die stabkernigen Granulozyten im Blut der Schafe
generell nur selten vorkommen (Kramer, 2000). Die Anzahl der stabkernigen Granulozyten ist
zum Beispiel bei Entziindungen erhoht, wobei diese Verdnderung im Differentialblutbild als
Linksverschiebung bezeichnet wird (Smith, 2000). Gemi3 den Beobachtungen von Jain (Jain,

1993) war der Kern des stabkernigen Granulozyten unsegmentiert, ldnglich und meist stark
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gebogen. Der segmentkernige Granulozyt hingegen besall einen aus mehreren Abschnitten
bestehenden Kern. Die Anzahl der Kernsegmente variierte bei den untersuchten Zellen. Laut Hees
und Tschudi (1990) nimmt die Segmentierung mit dem Alter der Zelle zu, wobei das Auftreten
von mehr als fiinf Segmenten als Hypersegmentierung bezeichnet wird und auf eine Uberalterung
der Zelle schlieBen ldsst (Hees und Tschudi, 1990). Das Chromatin der neutrophilen Granulozyten
erschien unter den Lichtmikroskop meist verdichtet oder geklumpt. Diese dichten
Heterochromatinbereiche fithren laut Hees und Tschudi (1990) zu einer stark basophilen
Anfirbung des Zellkernes (Hees und Tschudi, 1990), was ich auch in meinen Proben feststellen
konnte. Zwischen den einzelnen Kensegmenten waren nicht selten diinne Chromatinfiden zu
sehen, die auch von Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970b) beobachtet wurden. Bei
keinem der neutrophilen Granulozyten weiblicher Tiere konnte ich einen so genannten ,,drum-
stick® finden, der laut Angaben in der Literatur den verklumpten Teil des zweiten X-Chromosoms
darstellt (Hees und Tschudi, 1990); (Smith, 2000). Gemall den Beobachtungen von Yamada und
Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970b) war das Zytoplasma bei den neutrophilen Granulozyten der
Schafe reichlich vorhanden und enthielt zahlreiche Granula. Dabei war auffallend, dass sich diese
sowohl durch saure als auch durch basische Farbstoffe meist nur schwach anfirben. Auch Hees
und Tschudi (1990) berichten {iber eine gewisse farberische Neutralitit der neutrophilen Granula
(Hees und Tschudi, 1990). Mit der Diff-Quick-, der Pappenheim- und vor allem mit der May-
Griinwald-Farbung gelang deren Darstellung am deutlichsten. Eine Differenzierung der
verschiedenen Granula-Typen war jedoch ohne weiterfiihrende Untersuchungen unter dem
Lichtmikroskop nicht mdglich. Enzymhistochemische Untersuchungen konnen deren
Unterscheidung erlauben, da die Peroxidase beispielsweise nur in den primdren Granula

vorhanden ist (Smith, 2000).

Die eosinophilen Granulozyten waren in den Blutausstrichen wesentlich seltener vertreten als die
neutrophilen Granulozyten. Sie machen laut Kramer (2000) im Schnitt nur 5 % der Leukozyten
im Blut der Schafe aus (Kramer, 2000). Sie konnten aber in jedem Ausstrich gefunden werden.
Sie zeigten, gemdl3 den Angaben von Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970a), eine
runde bis ovale Gestalt und besallen eine glatte Oberfliche. Die Zellen waren bei den
untersuchten Tieren 12 - 15 um grofl und somit, wie in der Literatur beschrieben (Norris und
Cham-Berlin, 1929); (Rudolph und Schnabl, 1981), in der Regel grofer als die ovinen
neutrophilen Granulozyten. Der Kern war meist gelappt, was mit den Beobachtungen von Norris
und Cham-Berlin (Norris und Cham-Berlin, 1929) sowie Yamada und Sonoda (Yamada und
Sonoda, 1970a) iibereinstimmt. Nicht selten wies er die von Hees und Tschudi (Hees und
Tschudi, 1990) beschriebene, charakteristische Brillen- oder Hantelform auf. Haufig war er aber
auch segmentiert, was auch Norris und Cham-Berlin (Norris und Cham-Berlin, 1929) beim Schaf

feststellten. Die Kernabschnitte der eosinophilen Granulozyten wirkten unter dem Lichtmikroskop
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insgesamt kugeliger als diejenigen der neutrophilen Granulozyten. Das Chromatin erschien auch
hier verdichtet und teilweise geklumpt. Dies liegt vermutlich daran, dass der Zellkern der
eosinophilen Granulozyten laut Angaben in der Literatur im Allgemeinen reichlich
Heterochromatin enthélt (Hees und Tschudi, 1990). Das Zytoplasma beinhaltete grof3e, runde bis
ovale Granula, die auch von Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970a) beim Schaf
identifiziert wurden. GemiB3 den Beobachtungen von Banks (Banks, 1981) fiillten die
eosinophilen Granula die Zelle fast vollstdndig aus und maskierten teilweise sogar den Kern. Mit
sauren Farbstoffen zeigten sie eine orangerote bis rote Anfdarbung. Diese charakteristische
Férbung der eosinophilen Granula der Schafe ist auch bei den anderen Haussdugern zu
beobachten (Hees und Tschudi, 1990) und ergibt sich laut Jain (1993) aus deren Gehalt an stark
basischen Proteinen, wie dem MBP (major basic protein) oder dem ECP (eosinophil cationic
protein) (Jain, 1993). Eine Differenzierung der eosinophilen Granulozyten von den neutrophilen
Granulozyten war deshalb relativ leicht moglich. Manche granulafreien Randbereiche lieen eine
basophile Farbung des Zytoplasmas erkennen, die auch von anderen Autoren beschrieben wird

(Norris und Cham-Berlin, 1929); (Kramer, 2000).

Die basophilen Granulozyten konnten nur in sehr wenigen Ausstrichen gefunden werden. Laut
Kramer (2000) kommen sie mit einem Anteil von durchschnittlich 0,5 % an den
Gesamtleukozyten nur selten im Blut der Schafe vor (Kramer, 2000). Nur bei der May-Griinwald-
und der Toluidinblau-Farbung wurden einzelne Zellen identifiziert. In den Blutausstrichen
erschienen sie als runde bis ovale Zellen. Die in der Literatur beschriebene, eckige Gestalt der
Zellen (Greenwood, 1977) konnte in meinen Proben nicht beobachtet werden. Mit einer Grofie
von durchschnittlich 10,6 um stellten sie die kleinsten Granulozyten dar, was mit den Befunden
von Liebich (Liebich, 2004) im Einklang steht. Der Zellkern konnte bei den wenigen gefundenen
Zellen nicht vom Zytoplasma differenziert werden. Laut Literatur besteht er meist aus zwei oder
drei Segmenten (Yamada und Sonoda, 1972a); (Greenwood, 1977), die eine eckige Form
aufweisen (Greenwood, 1977) und reich an Heterochromatin sind (Steffens, 2000). Aber auch
Norris und Cham-Berlin (1929) hatten Schwierigkeiten bei der Charakterisierung des Zellkernes
bei den ovinen basophilen Granulozyten (Norris und Cham-Berlin, 1929). In den basophilen
Granulozyten der Schafe waren jedoch ungleichméBig verteilte, intensiv gefdrbte Granula zu
sehen. Laut Angaben in der Literatur sind die basophilen Granula iiblicherweise wasserldslich
(Yamada und Sonoda, 1972a); (Jain, 1993); (Steffens, 2000) und Idsen sich daher oft in
unfixierten Blutausstrichen auf (Jain, 1993). Die fiir die basophilen Granulozyten
charakteristische Metachromasie (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (Jain, 1993); (Costa et
al., 1997) konnte ich vor allem bei der Toluidinblau-Féarbung beobachten, wobei sich die Granula
in einem intensiven Violett anfarbten. Dies stimmt mit den Beobachtungen von Scott und

Stockham (2000) sowie Raskin und Valenciano (2000) tiberein, wonach die Darstellung der
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metachromatischen Fiarbung durch Toluidinblau bei niedrigem pH-Wert erfolgen kann (Raskin
und Valenciano, 2000); (Scott und Stockham, 2000) und sich die metachromatischen Granula
violett anfarben (Raskin und Valenciano, 2000). Die metachromatische Fiarbung bezeichnet laut
Parwaresch und Lennert (1969) die Farbung einer Struktur in einen anderen Farbton als den der
Farbstofflosung und ist im Allgemeinen durch eine irreversible Verdnderung im
Absorptionsspektrum eines organischen, basischen Farbstoffes unter FEinfluss bestimmter
Substanzen (Chromotrope) bedingt (Parwaresch und Lennert, 1969). Laut Romeis (2010) kommt
zu einer Verschiebung des Maximums im Absorptionsspektrum zu kiirzeren Wellenldngen,
wodurch im Priparat eine Farbverschiebung zum langwelligen Spektrum hin beobachtet werden
kann (Romeis, 2010). Die metachromatische Farbung der basophilen Granula kommt durch deren
hohen Gehalt an sulfatierten Glykosaminoglykanen (Heparin, Chondroitinsulfat, Dermatansulfat)
zustande (Jain, 1993); (Scott und Stockham, 2000). Laut Freund (2008) entsteht sie vor allem

durch die im Heparin veresterete Schwefelsdure (Freund, 2008).

Bei den lichtmikroskopischen Ubersichtsfirbungen konnten keine Unterschiede in der

Morphologie der Blutzellen in Abhédngigkeit von Alter oder Geschlecht festgestellt werden.

2.2 Substrathistochemische Fiarbungen

Die Blutausstriche wurden zur Untersuchung von Kohlenhydraten bzw. kohlenhydrathaltigen
Strukturen sowohl der Periodic-Acid-Schiff (PAS)-Reaktion als auch der Alcianblau-Féarbung bei
zwel verschiedenen pH-Werten unterzogen. Die PAS-Reaktion dient im Allgemeinen dem
Nachweis von Polysacchariden (Glykogen) und Glykoproteinen. Die Alcianblau-Farbung wird
zur selektiven Féarbung von Mukosubstanzen eingesetzt, wobei zwischen sauren
Mukopolysacchariden mit Carboxyl- oder Sulfatgruppen unterschieden werden kann.
Carboxylierte Mukosubstanzen werden bei einem pH von 2,5 nachgewiesen. Die sauren Mucine
sind bei diesem pH-Wert durch die Sulfatestergruppen und/oder Carboxylgruppen der Uronsduren
negativ geladen und binden an den positiv geladenen (kationischen) Farbstoft Alcianblau 8 GX.
Sulfatierte Mukosubstanzen hingegen werden bei einem pH von 1,0 nachgewiesen, da bei der
Senkung des pH-Wertes die Dissoziation der Carboxylgruppen unterdriickt wird und nur noch die

Sulfatgruppen negative Ladungen fiir die Farbung beisteuern (Romeis, 2010).

Die Erythrozyten der untersuchten Schafe zeigten bei der PAS-Reaktion keine Anfdarbung und
lieBen sich weder bei einem pH-Wert von 1,0 noch bei einem pH-Wert von 2,5 mit Alcianblau
anfiarben. Dies deckt sich mit den Beobachtungen von Al Izzi et al. (2007), wonach die
Erythrozyten der Schafe kein PAS-positives Material besitzen (Al Izzi et al., 2007). Das

Ausbleiben einer Anfirbung mit Alcianblau bei beiden pH-Werten lidsst vermuten, dass die
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Erythrozyten der Schafe weder carboxylierte noch sulfatierte Mukosubstzanzen in groferer

Menge aufweisen.

Die Thrombozyten zeigten bei der PAS-Reaktion entweder keinen oder nur einen schwachen
Reaktionsausfall. Nach Angaben in der Literatur ist jedoch in den Blutplédttchen der Sduger im
Allgemeinen Glykogen nachzuweisen (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (White, 2007).
Der Befund von Romeis (1989), dass die PAS-Reaktion bei den Thrombozyten generell positiv
verlduft (Romeis, 1989), konnte jedoch durch meine Untersuchungen nicht bestétigt werden. Bei
der Alcianblau-Féarbung lieen sich die Thrombozyten der Schafe sowohl bei einem pH-Wert von
1,0 als auch bei einem pH-Wert von 2,5 anfirben. Die Intensitit der Anfarbung war bei einem
pH-Wert von 2,5 nur unwesentlich deutlicher. Daraus lésst sich schlieBen, dass die Thrombozyten
der Schafe reich an carboxylierten und sulfatierten Mukosubstanzen sind. Bei den Thrombozyten
der Menschen sind saure Mukopolysaccharide ein wesentlicher Bestandteil der Glykokalix

(Nurden, 2007).

Die Lymphozyten der untersuchten Schafe reagierten bei der PAS-Reaktion {iberwiegend negativ.
Nur bei einzelnen Zellen konnte eine positive Reaktion, die zu einer diffusen, rosafarbenen bis
hellvioletten Anfirbung des Zytoplasmas fiihrte, beobachtet werden. Dies deckt sich mit den
Ergebnissen von Jain (1970) und Al Izzi et al. (2007), nach denen die PAS-Reaktion bei den
Lymphozyten der Schafe sowohl negativ als auch positiv ausfallen kann (Jain, 1970); (Al Izzi et
al., 2007). Eine negative Reaktion kann laut Stobbe (1970) haufig bei Lymphozyten beobachtet
werden, da nicht immer Glykogen in den Zellen enthalten ist (Stobbe, 1970). Auch Schnabl und
Rudolph (1981) konnten anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen nur bei einzelnen
Lymphozyten der Schafe Glykogen nachweisen (Rudolph und Schnabl, 1981). Nach Angaben
von Hermansky et al. (1970) ist eine positive PAS-Reaktion bei weniger als 10 % der
Lymphozyten des Schafes zu beobachten (Hermansky et al., 1970). Die Befunde von Jain (1970),
dass sich eine positive Reaktion durch eine diffuse Anfirbung im Zytoplasma auszeichnet (Jain,
1970), stimmt mit meinem Ergebnis iliberein. Laut Hermansky et al. (1970) und Al Izzi et al.
(2007) kann eine positive PAS-Reaktion aber auch zu einer Anfiarbung der feinen Granula im
Zytoplasma fiihren (Hermansky et al., 1970); (Al Izzi et al., 2007). Dies konnte anhand meiner
Untersuchungen jedoch nicht bestdtigt werden. Bei der Alcianblau-Fiarbung lieBen sich die
Lymphozyten weder bei einem pH-Wert von 1,0 noch bei einem pH-Wert von 2,5 anfirben.
Aufgrund dieser Ergebnisse ist das Vorhandensein von sulfatierten und carboxylierten Muzinen in

groBeren Mengen in den Lymphozyten der Schafe als eher unwahrscheinlich zu betrachten.

Die Monozyten der Schafe zeigten eine negative PAS-Reaktion und lieen sich bei keinem der
beiden pH-Werte mit Alcianblau anfirben. Nach Angaben von Al Izzi et al. (2007) gelingt die

PAS-Reaktion bei den ovinen Monozyten nur teilweise und zeigt sich im Falle einer positiven
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Reaktion durch eine Anfiarbung der Granula im Zytoplasma (Al Izzi et al., 2007). Wie bereits bei
den Lymphozyten aufgefiihrt, kann die ausbleibende Anfarbung mit Alcianblau bei beiden pH-
Werten zu der Annahme fithren, dass die Monozyten der Schafe weder carboxylierte noch

sulfatierte Mukosubstzanzen in groBerer Menge aufweisen.

Die neutrophilen Granulozyten der untersuchten Schafe zeigten allesamt eine positive PAS-
Reaktion, was mit den Befunden von Schnabl (Schnabl, 1976) und Al Izzi et al. (Al 1zzi et al.,
2007) iibereinstimmt. Im Zytoplasma vorhandenes Glykogen konnten auch Rudolph und Schnabl
(1981) anhand elektronenmikroskopischer Untersuchungen bei den neutrophilen Granulozyten der
Schafe nachweisen (Rudolph und Schnabl, 1981). Bei den meisten Zellen konnte ich im gesamten
Zytoplasma eine diffuse, rosafarbige Anfirbung beobachten. AuBlerdem enthielt es mehrere,
ungleichmifig verteilte, grobe, rot-violette bis pinkfarbige Reaktionsprodukte verschiedener
GroBe. Zusitzlich war eine leichte granuldre Reaktion zu beobachten. Laut Steffens (2000)
werden die primédren Granula der neutrophilen Granulozyten insgesamt weniger stark angefarbt
als die sekundédren Granula (Steffens, 2000), was moglicherweise auf deren geringen Gehalt an
Glykosaminoglykanen (Jain, 1993) zuriickzufiihren ist. Im Verlauf der Granulopoese nimmt laut
Stobbe (1970) die Intensitit der PAS-Reaktion vom Stadium des Promyelozyten bis zum reifen
neutrophilen Granulozyten zu (Stobbe, 1970). Die Anfiarbung der neutrophilen Granulozyten mit
Alcianblau gelang bei den Schafen nur bei einem pH-Wert von 2,5, jedoch nicht bei einem pH-
Wert von 1,0. Bei einem pH-Wert von 2,5 zeigte sich bei allen Zellen eine starke Anfiarbung mit
einem deutlich granuldren Muster. Die neutrophilen Granula der Schafe sind demnach vermutlich
reich an carboxylierten Mukosubstanzen. Sulfatierte Muzine scheinen nicht in groferer Menge

vorhanden zu sein.

Bei den eosinophilen Granulozyten der untersuchten Schafe konnte ebenso PAS-positives
Material gefunden werden. Auch Schnabl (Schnabl, 1976) und Al Izzi et al. (Al Izzi et al., 2007)
kamen zu diesem Ergebnis. Dariiber hinaus konnten Rudolph und Schnabl (1981) bei den ovinen
eosinophilen Granulozyten mittels elektronenmikroskopischer Untersuchungen Glykogen im
Zytoplasma darstellen (Rudolph und Schnabl, 1981). Die positive PAS-Reaktion der eosinophilen
Granulozyten fiel in meinen Versuchen im Vergleich zu derjenigen der neutrophilen
Granulozyten deutlich schwécher aus. Meine Beobachtung, dass sich das Zytoplasma der
eosinophilen Granulozyten lediglich intergranuldr in einem zarten Rosa anfirbte, deckt sich mit
den Angaben von Wislocki et al. (Wislocki et al., 1949), Stobbe (Stobbe, 1970) und Schnabl
(Schnabl, 1976). Die bei den neutrophilen Granulozyten im Zytoplasma beobachteten fokalen,
kréftig pinkfarbigen Reaktionsprodukte stellten sich bei den eosinophilen Granulozyten deutlich
schwiécher dar. Entsprechend den Ergebnissen von Al Izzi et al. (Al Izzi et al., 2007) reagierten

die eosinophilen Granula der Schafe negativ. Eine Anfirbung der eosinophilen Granulozyten mit
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Alcianblau konnte in meinen Untersuchungen gewohnlich nicht beobachtet werden, bei einem
pH-Wert von 2,5 konnte eine positive Reaktion bei einzelnen Zellen durch eine intergranulére,
diffuse Anfirbung zwischen den ungefdarbten, weilen Granula nur vermutet werden. Die
eosinophilen Granulozyten der Schafe weisen dem zu Folge vermutlich keine sulfatierten
Mukosubstanzen in groferer Menge auf. Das Vorkommen von carboxylierten Muzinen in

groBBeren Mengen ist fraglich.

Bei den substrathistochemischen Untersuchungen konnten keine Unterschiede in Abhdngigkeit

von Alter oder Geschlecht festgestellt werden.

23 Enzymbhistochemische Fiarbungen

Fir die Beurteilung der enzymatischen Ausstattung der einzelnen Blutzellen wurden die
Ausstriche verschiedenen enzymhistochemischen Fiarbungen unterzogen. Es wurden die saure
Phosphatase, die alkalische Phosphatase, die Peroxidase, die B-Glucuronidase, die a-Naphthyl-
Azetat-Esterase, die Naphthol-AS-Azetat-Esterase und die Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase
untersucht und die Blutausstriche unter dem Lichtmikroskop ausgewertet. Bei den meisten
Enzymnachweisen wurden Azokupplungsreaktionen eingesetzt, bei denen auf die Umsetzung
eines Substrats durch das entsprechende Enzym (primédre Reaktion) die Préizipitationsreaktion
durch Zugabe eines Diazoniumsalzes oder hexazotierten Pararosanilins folgt. Diese Stoffe
reagieren mit dem primdren Reaktionsprodukt und es entsteht ein unloslicher Azofarbstoff
(sekunddre Reaktion). Bei dem Nachweis der Peroxidase hingegen wird das Substrat durch

Oxidation in einen unldslichen Farbstoff iibergefiihrt (Lojda et al., 1979).

Die Erythrozyten wiesen in meinen Untersuchungen lediglich eine Aktivitdt der Naphthol-AS-
Azetat-Esterase auf. Eine Enzymaktivitit zeigten nahezu alle Erythrozyten durch ungleichmaBig
in der Zelle verteilte blaue, punktformige Reaktionsprodukte. Auch Fey und Kunze (1970)
konnten eine positive Reaktion der Naphthol-AS-Azetat-Esterase auf der Oberfliche von ovinen
Erythrozyten nachweisen (Fey und Kuntze, 1970). Sie stellten jedoch auch eine Aktivitét der o-
Naphthyl-Azetat-Esterase mittels Azokupplungsreaktion bei einem pH-Wert von 8,3 fest, die ich
in meinen Untersuchungen nicht beobachten konnte. Die Erythrozyten der Schafe zeigten, wie in
der Literatur beschrieben, keine Aktivitdt der der alkalischen Phosphatase (Gajanna und Nair,
1968); (Fey und Kuntze, 1970), der Peroxidase (Fey und Kuntze, 1970); (Al Izzi et al., 2007) und
der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase (Fey und Kuntze, 1970). Diallo et al. (1975) konnten
eine Aktivitit der sauren Phosphatase in ovinen Erythrozyten mit verschiedenen Substraten bei
pH 5,0 und pH 5,7 nachweisen, was auf die Anwesenheit von zwei Isoenzymen mit

unterschiedlichen molekularen Eigenschaften schlieen lisst (Diallo et al., 1975). Bei Fey und
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Kunze (1970) verlief der Nachweis der sauren Erythrozyten-Phosphatase der Schafe mittels
Azokupplungsreaktion bei einem pH-Wert von 6,5 negativ (Fey und Kuntze, 1970). Auch ich

konnte histochemisch keine Aktivitéit der sauren Phosphatase nachweisen.

Auch die Thrombozyten der untersuchten Schafe zeigten lediglich eine schwache Aktivitat der
Naphthol-AS-Azetat-Esterase. Fey und Kunze (1970) hingegen berichten zusétzlich von einer
Aktivitit der a-Naphthyl-Azetat-Esterase bei ovinen Thrombozyten (Fey und Kuntze, 1970). Die
Thrombozyten weisen laut Jain (1993) bei den Haustieren meist die saure Phosphatase, ein
Thrombozyten-spezifisches Isoenzym der Peroxidase und die B-Glucuronidase auf (Jain, 1993). In
meinen Untersuchungen lie3 sich jedoch keine Aktivitdt dieser Enzyme in den ovinen Blutzellen
nachweisen. Das Vorkommen der Thrombozyten-spezifischen Peroxidase variiert laut Daimon et
al. (1985) bei den verschiedenen Spezies (Daimon et al., 1985). Sowohl Jain (1967) als auch Fey
und Kunze (1970) sowie Daimon et al. (1985) konnten die Peroxidase in ovinen Thrombozyten
nicht nachweisen (Jain, 1967); (Fey und Kuntze, 1970); (Daimon et al., 1985). Bei Daimon et al.
(1985) verlief der Nachweis bei Affen und Hunden mit der gleichen Technik jedoch positiv
(Daimon et al., 1985). Die Thrombozyten der Schafe zeigten in meinen Untersuchungen keine
Aktivitit der alkalischen Phosphatase und der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase. Dies deckt
sich mit den Ergebnissen von Fey und Kunze (Fey und Kuntze, 1970).

Bei den Lymphozyten der untersuchten Schafe konnte eine Aktivitdt der sauren Phosphatase, der
B-Glucuronidase, der o-Naphthyl-Azetat-Esterase und der Naphthol-AS-Azetat-Esterase
beobachtet werden. Es reagierten jedoch nicht alle Lymphozyten positiv. Die Aktivitit der sauren
Phosphatase war durch kriftig rote Reaktionsprodukte im Zytoplasma gekennzeichnet, die sich
entweder zusammen gelagert in einem bestimmten Bereich der Zelle befanden oder im gesamten
Zytoplasmasaum verteilt waren. Sowohl Fey und Kunze (1970) als auch Jain (1970) sowie
Schnabl (1976) berichten ebenso iiber eine Aktivitit der sauren Phosphatase in ovinen
Lymphozyten (Fey und Kuntze, 1970); (Jain, 1970); (Schnabl, 1976). Meine Ergebnisse decken
sich mit den Befunden von Jain (1970), wonach es zu einer Anfiarbung der zytoplasmatischen
Granula kommt (Jain, 1970), und mit denjenigen von Raskin und Valenciano (2000), welche die
Aktivitit der sauren Phosphatase in den Lymphozyten im Allgemeinen als eine fokale oder
punktformige Reaktion beschreiben (Raskin und Valenciano, 2000). Die saure Phosphatase ist
laut Literaturangaben nur in reifen T-Zellen, nicht aber in B-Zellen vorhanden (Banks, 1981);
(Jain, 1993). Dies erklért, warum sich nicht alle Zellen anfarbten. Der Grof3teil der Lymphozyten
zeichnete sich durch eine meist starke Aktivitit der B-Glucuronidase aus. Laut Healy (1982) ist
bei Schafen die Enzymaktivitdt der B-Glucuronidase in den mononukledren Zellen sogar stirker
als in den Granulozyten (Healy, 1982). Die Enzymaktivitit war bei den untersuchten Schafen

durch das Vorhandensein kréftig roter, punktformiger Reaktionsprodukte im Zytoplasma
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gekennzeichnet. Dabei konnte nicht selten eine Anfirbung der zytoplasmatischen Granula
vermutet werden. Dies steht im Einklang mit den Beobachtungen von Raskin und Valenciano
(2000), wonach die Lymphozyten bei einer Aktivitit der B-Glucuronidase eine fokale oder
deutlich granulidre Reaktion aufweisen (Raskin und Valenciano, 2000). Bei manchen Zellen war
aber auch eine leicht diffuse Reaktion im Zytoplasma zu sehen. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen
auch Machin et al. (1980), die in den Lymphozyten der Menschen neben einem granuldren
zusitzlich ein schwaches, agranuldres Reaktionsprodukt erkennen konnten (Machin et al., 1980).
In den gefarbten Ausstrichen wurden aber auch Lymphozyten ohne B-Glucuronidase-Aktivitét
gefunden. Dies liegt vermutlich daran, dass laut Jain (1993) nur die reifen T-Zellen, nicht aber die
B-Zellen eine Aktivitit der B-Glucuronidase aufweisen (Jain, 1993). Die Aktivitit der o-
Naphthyl-Azetat-Esterase zeigte sich in den ovinen Lymphozyten durch eine diffuse, kornige
Anfirbung des Zytoplasmas. Bei manchen Zellen waren aullerdem grobe, punktformige
Reaktionsprodukte erkennbar. Sowohl Fey und Kunze (1970) als auch Schnabl (1976) sowie
Osbaldiston und Sullivan (1978) konnten ebenso einen Nachweis der a-Naphthyl-Azetat-Esterase
in den Lymphozyten der Schafe erbringen (Fey und Kuntze, 1970); (Schnabl, 1976); (Osbaldiston
und Sullivan, 1978). Die a-Naphthyl-Azetat-Esterase der Lymphozyten lédsst sich der Literatur
nach, im Gegensatz zu derjenigen der Monozyten, nicht durch Natrium-Fluorid hemmen. Dies
liegt an einer unterschiedlichen Lokalisation der jeweiligen Enzyme in der Zelle. Diejenige der
Lymphozyten befindet sich laut Raskin und Valenciano (2000) vorwiegend in intrazelluldren
Organellen, so dass sich eine Aktivitdt meist durch eine lokale Farbung innerhalb der Zelle
prasentiert (Raskin und Valenciano, 2000). In den Blutausstrichen wurden jedoch auch
Lymphozyten ohne Anfarbung gefunden. Auch Schnabl (1976) stellte nur bei 58 % der kleinen
Lymphozyten eine Enzymaktivitéit fest (Schnabl, 1976). Dies liegt daran, dass die a-Naphthyl-
Azetat-Esterase bei den Schafen nur in den T-Zellen, nicht aber in den B-Zellen vorkommt
(Ristau et al., 1985); (Jain, 1993). Auch die Aktivitit der Naphthol-AS-Azetat-Esterase der
Lymphozyten prisentierte sich entweder in Form einer Anfirbung des gesamten Zytoplasmas
oder war durch mehrere ungleichmidfig im Zytoplasma verteilte Reaktionsprodukte
gekennzeichnet. Fey und Kuntze (1970) berichten gleichfalls {iber eine Aktivitdt der Naphthol-
AS-Azetat-Esterase bei den Lymphozyten der Schafe (Fey und Kuntze, 1970). Jain (1970)
hingegen konnte den histochemischen Nachweis von unspezifischen Esterasen in ovinen
Lymphozyten nicht erbringen (Jain, 1970). Die Lymphozyten der untersuchten Schafe zeigten,
wie in der Literatur beschrieben, keine Aktivitdt der alkalischen Phosphatase (Jain, 1968); (Fey
und Kuntze, 1970); (Jain, 1970); (Schnabl, 1976), der Peroxidase (Jain, 1967); (Fey und Kuntze,
1970); (Jain, 1970); (Schnabl, 1976); (Al Izzi et al., 2007) oder der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-
Esterase (Fey und Kuntze, 1970); (Schnabl, 1976).

Die Monozyten der untersuchten Tiere zeigten eine Aktivitdt der sauren Phosphatase, der
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Peroxidase, der B-Glucuronidase, der a-Naphthyl-Azetat-Esterase und der Naphthol-AS-Azetat-
Esterase. Die Aktivitit der sauren Phosphatase war im Vergleich zu den Lymphozyten bei den
meisten Monozyten etwas schwicher. Es war jedoch bei allen Monozyten eine Enzymaktivitét
festzustellen, die sich durch eine diffuse Anfirbung im Bereich der Kerninvagination, teilweise in
Verbindung mit einer leichten Granulation, zeigte. Dies stimmt sowohl mit den Befunden von
Raskin und Valenciano (2000), wonach das Reaktionsprodukt der sauren Phosphatase ein diffuses
Muster aufweist (Raskin und Valenciano, 2000), als auch mit denjenigen von Jain (1970 und
1993), nach dem die saure Phosphatase bei den Monozyten in den Granula lokalisiert ist, iberein
(Jain, 1970); (Jain, 1993). Eine Peroxidase-Aktivitit konnte bei einzelnen Monozyten der
untersuchten Tiere in Form eines sehr feinen Niederschlags in der Zelle beobachtet werden. Auch
Schnabl (1976) sowie Al Izzi et al. (2007) stellten fest, dass die Peroxidase bei den ovinen
Monozyten sowohl leicht positiv als auch negativ sein kann (Schnabl, 1976); (Al Izzi et al., 2007).
Schnabl (1976) beobachtete bei 2 - 3 % der Monozyten dullerst feine (,,staubartige®), gefarbte
Granula (Schnabl, 1976). Jain (1967 und 1970) konnte eine Aktivitdt der Peroxidase in ovinen
Monozyten jedoch nicht nachweisen (Jain, 1967); (Jain, 1970), was sehr wahrscheinlich
methodisch bedingt sein diirfte. Die Aktivitdt der B-Glucuronidase zeigte sich bei den Monozyten
der untersuchten Tiere vorwiegend durch eine diffuse Anfarbung der Zelle. Nicht selten war
jedoch auch eine granulidre Reaktion, vorwiegend im Bereich einer Kerninvagination, erkennbar.
Nur sehr wenige Monozyten zeigten keine Anfirbung. Diese Beobachtungen widersprechen dem
Befund von Bienzle (2000), wonach die B-Glucuronidase bei den Monozyten der Haussduger
meist negativ oder nur schwach positiv sein sollte (Bienzle, 2000). Machin et al. (1980) sowie
Raskin und Valenciano (2000) geben jedoch gleichfalls an, dass eine Aktivitit der [-
Glucuronidase haufig zu einer diffusen, zytoplasmatischen Anfarbung fithrt (Machin et al., 1980);
(Raskin und Valenciano, 2000). Das Vorkommen von unspezifischen Esterasen ist laut
Literaturangaben fiir die Monozyten charakteristisch (Jain, 1993); (Bienzle, 2000); (Olivier et al.,
2001). Eine Aktivitit der a-Naphthyl-Azetat-Esterase war bei fast allen Monozyten der Schafe zu
beobachten. Auch Osbaldiston und Sullivan (1978) sowie Ristau et al. (1985) konnten eine
Enzymaktivitdt bei ovinen Monozyten nachweisen (Osbaldiston und Sullivan, 1978); (Ristau et
al., 1985). Die positive Reaktion reichte in meinen Untersuchungen von einer diffusen, kdrnigen
Anfirbung des gesamten Zytoplasmas bis hin zu mehreren Farbniederschldgen an verschiedenen
Stellen im Bereich der Plasmamembran. Auch die Aktivitdt der Naphthol-AS-Azetat-Esterase
zeigte sich in Form einer gleichmifBigen Anfiarbung des Zytoplasmas, die sich jedoch haufig im
Bereich der Plasmamembran zu einem dunkleren Kranz verdichtete. Diese Beobachtungen
stimmen mit den Befunden von Jain (1993) und Bienzle (2000) iiberein, wonach die
unspezifischen Esterasen diffus im Zytoplasma der Monozyten verteilt sind (Jain, 1993); (Bienzle,

2000). AuBBerdem geben Raskin und Valenciano (2000) gleichfalls an, dass sich eine Aktivitat der
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a-Naphthyl-Azetat-Esterase oft besonders gut an der Plasmamembran beobachten ldsst. Die a-
Naphthyl-Azetat-Esterase der Monozyten kann, wie bereits erwahnt, aufgrund dieser Lokalisation
durch Natrium-Fluorid gehemmt werden (Raskin und Valenciano, 2000). Bei den von mir
untersuchten Monozyten konnte ich histochemisch, wie in der Literatur beschrieben, keine
Aktivitit der alkalischen Phosphatase nachweisen (Jain, 1968); (Jain, 1970); (Schnabl, 1976).
Auch der Nachweis der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase verlief negativ. Die Befunde von
Bienzle (2000) sowie Raskin und Valenciano (2000), nach denen bei Schafen gelegentlich eine
leichte Chlorazetat-Esterase-Aktivitit in den Monozyten zu beobachten ist (Bienzle, 2000);
(Raskin und Valenciano, 2000), konnten in meinen Untersuchungen nicht bestitigt werden. Bei
Schnabl (1976) verlief der Nachweis mit der Methode nach Loffler (1966) ebenso negativ
(Schnabl, 1976).

Bei den neutrophilen Granulozyten der Schafe konnte eine Aktivitdt der sauren Phosphatase, der
alkalischen Phosphatase, der Peroxidase, der B-Glucuronidase, der Naphthol-AS-Azetat-Esterase
und der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase nachgewiesen werden. Das Vorkommen der o-
Naphthyl-Azetat-Esterase gilt als fraglich. Die Aktivitit der sauren Phosphatase war bei den
neutrophilen Granulozyten der untersuchten Tiere relativ schwach und durch eine granuldre
Reaktion in der Zelle gekennzeichnet. Meist zeigte nur ein Teil der Granula eine Enzymaktivitit.
Diese Beobachtung deckt sich mit den Befunden von Fey und Kunze (1970), wonach die Aktivitét
der sauren Phosphatase in den neutrophilen Granulozyten der Schafe nur schwach ist (Fey und
Kuntze, 1970) und mit denjenigen von Jain (1993) sowie Raskin und Valenciano (2000), nach
denen die saure Phosphatase nur in den priméren, nicht aber den sekundiren Granula lokalisiert
ist (Jain, 1993); (Raskin und Valenciano, 2000). In den Blutausstrichen waren auch neutrophile
Granulozyten ohne saure Phosphatase-Aktivitit zu finden, was auch Jain (Jain, 1970) bei den
Schafen feststellte. Die alkalische Phosphatase dient als Marker fiir die neutrophilen Granulozyten
(Romeis, 1989). Deren Enzymaktivitdt in ovinen Zellen wird in der Literatur haufig beschrieben
(Atwal und McFarland, 1967); (Jain, 1968); (Fey und Kuntze, 1970); (Jain, 1970); (Rausch und
Moore, 1975). Bei den von mir untersuchten Zellen présentierte sich die positive Reaktion als eine
diffuse Féarbung in der Zelle, die teilweise ein granuldres Muster erkennen lie8. Dies steht im
Einklang mit den Beobachtungen von einigen Autoren, nach denen die alkalische Phosphatase in
der Regel in den sekundiren Granula der neutrophilen Granulozyten lokalisiert ist (Jain, 1993);
(Raskin und Valenciano, 2000); (Smith, 2000); (Steffens, 2000); (Liebich, 2004). Bei manchen
neutrophilen Granulozyten wurden neben einer granuldren Reaktion aber auch dunkle Farbinseln
im Zytoplasma beobachtet, die vermutlich den von Jain (1968) beschriebenen, geklumpten
Granula entsprechen (Jain, 1968). Die Intensitit der Anfirbung variierte bei den untersuchten
Zellen stark. Es konnte jedoch kein Einfluss des Reifegrades der Zelle, der sich aus der

Segmentierung des Kernes folgern lésst, auf die Reaktionsstirke vermerkt werden. Weiterhin war
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nicht bei allen neutrophilen Granulozyten eine Enzymaktivitdt zu sehen. Jain (Jain, 1968); (Jain,
1970) kam zu dem gleichen Ergebnis. Eine Aktivitit der Myeloperoxidase fiihrte bei den
neutrophilen Granulozyten der Schafe zu einem granuldren Muster, wobei sich aber nicht alle
Granula anfarbten. Es reagierten jedoch alle Zellen positiv. Auch eine Peroxidase-Aktivitét bei
ovinen neutrophilen Granulozyten wird in der Literatur hdufig beschrieben (Jain, 1967); (Fey und
Kuntze, 1970); (Jain, 1970); (Rausch und Moore, 1975); (Schnabl, 1976); (Al 1zzi et al., 2007).
Die von mir beobachtete, granuldre Reaktion rithrt daher, dass sich die Peroxidase der
neutrophilen Granulozyten laut Angaben in der Literatur in den primédren Granula befindet
(Rausch und Moore, 1975); (Jain, 1993); (Raskin und Valenciano, 2000); (Smith, 2000). Buchta
(1990) erbrachte den Nachweis der Peroxidase in den primdren Granula speziell beim Schaf
(Buchta, 1990). Die Aktivitit der B-Glucuronidase war bei den neutrophilen Granulozyten der
untersuchten Tiere nur relativ schwach. In den meisten Féllen konnte lediglich eine diffuse
Reaktion im Zytoplasma beobachtet werden, manchmal war jedoch zusitzlich eine granulédre
Reaktion zu sehen. Diese Beobachtungen decken sich mit den Befunden in der Literatur, wonach
die Granulozyten im Vergleich zu den mononukledren Zellen insgesamt eine niedrigere [-
Glucuronidase-Aktivitidt aufweisen (Healy, 1982) und eine positive Reaktion zu einer relativ
schwachen, diffusen, zytoplasmatischen Anfarbung fiihrt (Lorbacher et al., 1967); (Machin et al.,
1980); (Raskin und Valenciano, 2000). Die diffuse Anfirbung im Zytoplasma konnte laut
Lorbacher et al. (1967) auf einer mikrosomalen Aktivitdt der B-Glucuronidase beruhen. De Devu
(1963) konnte ndmlich, zusétzlich zu einer lysosomalen Aktivitét, eine geringe Enzymaktivitdt in
den Mikrosomen der Leberzellen von Mausen nachweisen (Lorbacher et al., 1967). Die von mir
beobachtete, granulidre Reaktion ldsst sich dadurch erkldren, dass die P-Glucuronidase laut
Literaturangaben in den primiren Granula lokalisiert ist (Rausch und Moore, 1975); (Jain, 1993).
Buchta (1990) stellte eine Aktivitdt der B-Glucuronidase in den primdren Granula speziell beim
Schaf fest (Buchta, 1990). Laut Bienzle (2000) weisen die neutrophilen Granulozyten der Schafe
im Gegensatz zu den Monozyten keine unspezifischen Esterasen auf (Bienzle, 2000). In meinen
Untersuchungen konnte ich jedoch eine Aktivitdt der Naphthol-AS-Azetat-Esterase in Form eines
granuldren Reaktionsproduktes erkennen. Auch Fey und Kunze (1970) berichten iiber eine
Enzymaktivitit in ovinen neutrophilen Granulozyten (Fey und Kuntze, 1970). Jain (1970)
beobachtete bei dem Nachweis der unspezifischen Esterasen in den neutrophilen Granulozyten
der Schafe ebenfalls eine granuldre Reaktion (Jain, 1970). Eine Aktivitdt der a-Naphthyl-Azetat-
Esterase in den neutrophilen Granulozyten der untersuchten Tiere ist als unsicher zu betrachten,
da bei manchen Zellen ein feiner, granuldrer Niederschlag nur vermutet werden konnte. Sowohl
Schnabl (1976) als auch Osbaldiston und Sullivan (1978) sowie Ristau et al. (1985) konnten
jedoch mit pH-Werten zwischen 5,8 und 7,0 eine Aktivitdt der o-Naphthyl-Azetat-Esterase in

ovinen neutrophilen Granulozyten nachweisen (Schnabl, 1976); (Osbaldiston und Sullivan, 1978);
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(Ristau et al., 1985). Die Chlorazetat-Esterase dient als Marker fiir die neutrophilen Granulozyten
und deren Vorlduferzellen (Romeis, 1989). In den von mir untersuchten Ausstrichen reagierten
bei einem pH-Wert von 7,0 nahezu alle neutrophilen Granulozyten positiv. Die Enzymaktivitét
prasentierte sich als eine homogene Anfarbung des gesamten Zytoplasmas in Verbindung mit
einem granuldren Farbniederschlag. Die granuldre Reaktion riihrt daher, dass sich die priméren
und sekundéren Granula laut Angaben in der Literatur durch eine méBige bis starke Aktivitit der
Chlorazetat-Esterase auszeichnen (Raskin und Valenciano, 2000). Auch Fey und Kunze (1970)
sowie Schnabl (1976) konnten eine Chlorazetat-Esterase-Aktivitit in den neutrophilen

Granulozyten der Schafe nachweisen (Fey und Kuntze, 1970); (Schnabl, 1976).

Bei den eosinophilen Granulozyten der Schafe konnte eine Aktivitdt der sauren Phosphatase, der
Peroxidase und der B-Glucuronidase nachgewiesen werden. Das Vorkommen der unspezifischen
Esterasen ist als fraglich zu betrachten. Die positive Reaktion der sauren Phosphatase zeigte sich
durch eine granuldre Reaktion, die bei allen eosinophilen Granulozyten zu beobachten war und
insgesamt stirker als bei den neutrophilen Granulozyten ausfiel. Auch Fey und Kunze (1970),
Jain (1970) sowie Schnabl (1976) berichten iiber eine Aktivitit der sauren Phosphatase in ovinen
eosinophilen Granulozyten (Fey und Kuntze, 1970); (Jain, 1970); (Schnabl, 1976). Das von mir
beobachtete, granuldre Muster der Enzymaktivitét lasst sich durch die Lokalisation der sauren
Phosphatase in den eosinophilen Granula erkldren (Jain, 1993); (Young, 2000). Auch die
Peroxidase-Aktivitdt war bei den eosinophilen Granulozyten stirker als bei den neutrophilen
Granulozyten und présentierte sich als granuldrer Reaktionsausfall. Diese Beobachtung deckt sich
sowohl mit dem Befund von Jain (1967 und 1970), wonach die Peroxidase der eosinophilen
Granulozyten beim Schaf eine stirkere Aktivitit als die Myeloperoxidase der neutrophilen
Granulozyten aufweist (Jain, 1967); (Jain, 1970), als auch mit den Befunden von verschiedenen
Autoren, nach denen die eosinophile Peroxidase im Allgemeinen in den Granula lokalisiert ist
(Gleich et al., 1993); (Jain, 1993); (Costa et al., 1997); (Raskin und Valenciano, 2000); (Steffens,
2000); (Young, 2000); (Sinowatz, 2006a). Der Nachweis einer Peroxidase-Aktivitidt bei den
eosinophilen Granulozyten der Schafe wurde weiterhin von Al Izzi et al. (Al Izzi et al., 2007)
erbracht. Die positive Reaktion der B-Glucuronidase préisentierte sich in Form einer diffusen
Reaktion im Zytoplasma der eosinophilen Granulozyten, die im Vergleich zu den neutrophilen
Granulozyten meist stirker ausfiel. Auch Lorbacher et al. (1967) und Marshall et al. (1988)
beobachteten bei humanen eosinophilen Granulozyten eine stirkere Intensitit der Anfdarbung
verglichen mit den neutrophilen Granulozyten (Lorbacher et al., 1967); (Marshall et al., 1988).
Bei einigen Zellen war zusétzlich eine Anfiarbung mancher Granula zu sehen, die durch die
Lokalisation der B-Glucuronidase in den eosinophilen Granula zu erkléren ist (Young, 2000). Der
histochemische Nachweis einer Aktivitdt der unspezifischen Esterasen konnte in meinen

Untersuchungen nicht eindeutig erbracht werden. Es konnte lediglich vermutet werden, dass
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manche Granula eine positive Reaktion aufweisen. Laut Raskin und Valenciano (2000) kénnen
bei Wiederkduern jedoch unspezifische Esterasen in den eosinophilen Granulozyten vorkommen
(Raskin und Valenciano, 2000). Sowohl Fey und Kunze (1970) als auch Schnabl (1976) stellten
beim Schaf eine Aktivitdt der a-Naphthyl-Azetat-Esterase in den eosinophilen Granulozyten fest
(Fey und Kuntze, 1970); (Schnabl, 1976). Jain (1970) sowie Osbaldiston und Sullivan (1978)
konnten diese hingegen nicht nachweisen (Jain, 1970); (Osbaldiston und Sullivan, 1978). Fey und
Kuntze (1970) berichten zudem {iiber eine schwache Aktivitit der Naphthol-AS-Azetat-Esterase
beim Schaf (Fey und Kuntze, 1970). Laut Raskin und Valenciano (2000) weisen die eosinophilen
Granulozyten der Haussduger im Zytoplasma die alkalische Phosphatase auf (Raskin und
Valenciano, 2000). In meinen Untersuchungen konnte ich jedoch keine Aktivitdt der alkalischen
Phosphatase in den eosinophilen Granulozyten der Schafe beobachten. Bei Atwal und McFarland
(1967), mit einer Modifikation der Metallsalzmethode nach Gomori, bei Jain (1968 und 1970),
mit der Technik nach Kaplow (1955), und bei Schnabl (1976), mit der Methode nach Loffler
(1966), verlief der Nachweis der alkalischen Phosphatase der eosinophilen Granulozyten der
Schafe ebenso negativ (Atwal und McFarland, 1967); (Jain, 1968); (Jain, 1970); (Schnabl, 1976).
Die eosinophilen Granulozyten zeigten, wie in der Literatur beschrieben (Fey und Kuntze, 1970);
(Stobbe, 1970); (Schnabl, 1976); (Raskin und Valenciano, 2000), keine Aktivitdt der Chlorazetat-

Esterase.

Bei den enzymhistochemischen  Untersuchungen waren keinerlei  Alters- oder

Geschlechtsunterschiede zu vermerken.

3. Elektronenmikroskopie

Die Erythrozyten des Schafes stellten sich unter dem Elektronenmikroskop als unregelméBig
geformte, kernlose Zellen mit einer glatten Membran dar. Nur selten wiesen sie eine runde oder
bikonkave Scheibenform auf und die Unterschiede in der Form waren wesentlich stirker
ausgeprégt als bei anderen Haussdugetieren. Das Zytoplasma zeigte sich homogen und relativ
elektronendicht und besall weder Zellkern noch Zellorganellen, da diese am Ende der
Erythropoese ausgestoSen werden (Hees und Tschudi, 1990); (Kolb, 1991). Die allgemeine
Morphologie der ovinen Erythrozyten entspricht somit den Angaben in der Literatur fiir die
Erythrozyten der Haussduger (Hawkey und Dennet, 1990); (Kolb, 1991); (Jain, 1993); (Losch et
al., 2000); (Liebich, 2004). Das Zytoplasma besteht laut Literaturangaben zum groBten Teil aus
Hamoglobin, das ca. 95 % der Trockensubstanz der Erythrozyten ausmacht (Jain, 1993); (Liebich,
2004). Die von mir unter dem Elektronenmikroskop beobachtete, relativ elektronendichte Struktur

der roten Blutkdrperchen ist durch den hohen Eisengehalt des Hamoglobins bedingt (Kolb, 1991).
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Die Thrombozyten der untersuchten Schafe traten unter dem Elektronenmikroskop als rundliche,
ovale oder stibchenformige Zellen mit einer glatten Zellmembran in Erscheinung. Seitlich
betrachtet konnte eine scheibenformige oder linsenformige Gestalt erkannt werden. Ein Zellkern
fehlte. Diese morphologischen Charakteristika gelten laut Jain (1993) und Liebich (2004) auch fiir
andere Haussduger (Jain, 1993); (Liebich, 2004). Die Gro3e der Thrombozyten belduft sich laut
Literaturangaben bei den Sdugern auf ca. 2 - 4 um (Banks, 1981); (Losch et al., 2000); (Liebich,
2004), wobei bei den Schafen mitunter die kleinsten Thrombozyten auftreten (Hees und Tschudi,
1990). Der Durchmesser lag in meinen Untersuchungen in der Regel zwischen 1 und 2 pum.
Innerhalb der Zelle konnte ich bei den ovinen Thrombozyten zwei Zonen unterscheiden. Das
dichte, granulareiche Zellzentrum wurde mehr oder weniger deutlich von einer homogenen
Zytoplasmazone ringartig umgeben. Diese beiden Zonen, ndmlich das zentrale Granulomer und
das periphere Hyalomer, wurden auch bei den anderen Haussdugern von einigen Autoren
differenziert (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (Liebich, 2004). Manche Granula lagen
bei den ovinen Thrombozyten jedoch auch direkt neben der Plasmamembran. Morphologisch
konnte ich zwei verschiedene Granula-Typen unterscheiden, die auch in fritheren Untersuchungen
anderer Autoren bereits beschrieben wurden (Losch et al., 2000); (Reed, 2007); (White, 2007);
(Cerecedo et al., 2010). Wie beim Menschen (White, 2007) besallen die runden bis ovalen a-
Granula auch beim Schaf einen relativ homogenen und elektronendichten Inhalt und wurden von
einer Membran umgeben. Die a-Granula sind laut Liebich (2004) bei den Haussdugetieren im
Allgemeinen 0,2 - 0,3 um groB3 (Liebich, 2004). Der Durchmesser der a-Granula war in meinen
Untersuchungen mit 0,3 - 0,4 pm etwas groBBer. Die so genannten ,,dense bodies* waren, wie beim
Menschen (Hartwig, 2007), kleiner als die a-Granula und kamen in einer geringeren Anzahl vor.
Der Durchmesser der ,,dense bodies* lag in den meisten Fillen zwischen 0,2 und 0,3 um. Sie
waren von einer klar definierten Membran umgeben und besallen einen exzentrisch gelegenen,
duBerst elektronendichten, runden Innenkérper, der von der Membran durch einen
elektronendurchldssigen Zwischenraum getrennt wurde. Beim Menschen wird dieser Granula-Typ
aufgrund dieser Ultrastruktur auch als ,,bulls eye* bezeichnet (White, 2007). Im Zytoplasma
waren weiterhin Vesikel, Mitochondrien und wenige Glykogenpartikel zu sehen, die auch von
anderen Autoren beschrieben wurden (Banks, 1981); (Hees und Tschudi, 1990); (Sinowatz,
2006a).

Die Lymphozyten der untersuchten Schafe erschienen unter dem Elektronenmikroskop als runde
bis ovale Zellen. Die Zellmembran war glatt und trug bei manchen Zellen unterschiedlich lange
Zytoplasmaauslaufer. Der Zellkern wies eine runde bis ovale Gestalt auf und lag entweder zentral
oder exzentrisch in der Zelle. Innerhalb des Zellkernes konnte ich deutlich das zentral gelegene,
locker gepackte, wenig elektronendichte Euchromatin von dem peripher gelegenen, dicht

gepackten, elektronendichten Heterochromatin unterscheiden. Yamada und Sonoda (Yamada und
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Sonoda, 1972b) kamen bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen der ovinen Lymphozyten
zu dhnlichen Ergebnissen. Im Zytoplasma der Lymphozyten waren, wie auch von Liebich
(Liebich, 2004) beschrieben, nur wenige Organellen zu finden. Es waren aber einige
Mitochondrien und kleine Vesikel zu sehen. Ein Golgi-Apparat zeigte sich in den Proben nur
duBerst selten. Gleiche Beobachtungen beziiglich der Zellorganellen in ovinen Lymphozyten
machten auch Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1972b). Gemial den Angaben in der
Literatur (Yamada und Sonoda, 1972b); (Greenwood, 1977); (Banks, 1981); (Kramer, 2000)
konnte ich bei manchen Lymphozyten der untersuchten Schafe elektronendichte Granula im
Zytoplasma beobachten. Diese hatten eine runde Gestalt und waren ca. 0,2 um grof3. Yamada und
Sonoda (1972) geben einen Durchmesser von 0,2 - 0,5 pm an (Yamada und Sonoda, 1972b). Die
ZellgroBBe der ovinen Lymphozyten variierte teilweise stark. Bei den Haussdugern wird, je nach
Autor, zwischen kleinen und groBen Lymphozyten (Hees und Tschudi, 1990); (Kolb, 1991);
(Losch et al., 2000); (Kraft et al., 2005) bzw. zwischen kleinen, mittleren und grof3en
Lymphozyten (Banks, 1981); (Jain, 1993); (Kramer, 2000); (Steffens, 2000); (Liebich, 2004)
unterschieden. Wie Banks (Banks, 1981) bereits anmerkte, gestaltete sich jedoch die Einteilung
der ovinen Lymphozyten anhand ihrer Grof3e unter dem Elektronenmikroskop nicht immer leicht.

Eine Differenzierung von B- und T-Lymphozyten war anhand der Ultrastruktur nicht moglich.

Die Monozyten der Schafe waren, wie auch bei den anderen Haussdugern (Jain, 1993); (Steffens,
2000); (Liebich, 2004), die groBten reifen Leukozyten im Blut und zeigten unter dem
Elektronenmikroskop eine meist unregelméafige Gestalt. Entgegen den Ergebnissen von Yamada
und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1972b) konnten von mir aber auch Monozyten mit einer
anndhernd runden bis ovalen Gestalt gefunden werden. Der Zellkern lag meist exzentrisch in der
Zelle, wobei diese Lokalisation wohl charakteristisch fiir die Monozyten der Haussduger ist (Hees
und Tschudi, 1990); (Kolb, 1991); (Steffens, 2000) und auch schon beim Schaf beschrieben
wurde (Norris und Cham-Berlin, 1929). Der grof3e Kern zeichnete sich, wie auch von Jain (Jain,
1993) beschrieben, durch eine dullerst variable Gestalt aus. Oft war er hufeisenférmig gebogen,
was mit den Befunden mehrerer Autoren (Norris und Cham-Berlin, 1929); (Yamada und Sonoda,
1972b); (Greenwood, 1977) iibereinstimmt. Wie bei den Lymphozyten konnte ich auch im Kern
der Monozyten das hellere Euchromatin, das von dem dunkleren Heterochromatin umgeben wird,
eindeutig identifizieren. Gelegentlich konnte ich im Zellkern, wie von Bienzle (Bienzle, 2000)
beschrieben, Nukleoli finden. Das Zytoplasma war reichlich vorhanden, wobei auch Losch et al.
(2000) fiir die Monozyten der Haussduger ein kleines Kern-Zytoplasma-Verhéltnis angeben
(Losch et al., 2000). Das Zytoplasma enthielt mehr Organellen als das der Lymphozyten und lie3
in den Proben einen Golgi-Apparat, Zisternen des endoplasmatischen Retikulums, Mitochondrien
und viele kleine Vesikel erkennen. Ahnliche Beobachtungen machten auch Yamada und Sonoda

(Yamada und Sonoda, 1972b) bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen oviner
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Monozyten. Entgegen den Ergebnissen von einigen Autoren (Norris und Cham-Berlin, 1929);
(Ullrey et al., 1965b); (Yamada und Sonoda, 1972b); (Jain, 1993); (Bienzle, 2000), die iiber das
Vorkommen von zytoplasmatischen Granula bei den Monozyten berichten, konnte ich in keinem
der Ultradiinnschnitte Granula im Zytoplasma der Monozyten finden. Auch Greenwood (1977)
und Banks (1981) berichten von einem seltenen Auftreten dieser Granula beim Schaf
(Greenwood, 1977); (Banks, 1981). Die Zellmembran trug bei dem Grofiteil der Zellen
unterschiedlich grofBe, fingerformige Projektionen, die auch von Yamada und Sonoda (Yamada
und Sonoda, 1972b) beschrieben wurden. Diese Pseudopodien sind laut Hees und Tschudi (1990)
ein Zeichen fiir den aktivierten Zustand der Zelle (Hees und Tschudi, 1990).

Die neutrophilen Granulozyten der Schafe traten unter dem Elektronenmikroskop als runde bis
ovale Zellen in Erscheinung. Die Zellmembran war in der Regel glatt und trug unterschiedlich
stark ausgebildete Pseudopodien, die frei von Zellorganellen waren. Auch Yamada und Sonoda
(Yamada und Sonoda, 1970b) sowie Rudolph und Schnabl (Rudolph und Schnabl, 1981) kamen
bei elektronenmikroskopischen Untersuchungen der ovinen neutrophilen Granulozyten zu
dhnlichen Ergebnissen. Die reifen neutrophilen Granulozyten besaBen, wie in der Literatur
beschrieben (Smith, 2000); (Steffens, 2000); (Liebich, 2004), einen segmentierten Kern, der im
elektronenmikroskopischen Bild in Form von mehreren getrennten Chromatinbereichen in
Erscheinung trat. Dies ist durch die dulerst geringe Dicke des Ultradiinnschnitts bedingt. GemaR
den Befunden von Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970b) waren die einzelnen
Kernsegmente teilweise durch schmale Chromatinbriicken miteinander verbunden. Die {iibliche
Einteilung des Zellkernes in das hellere Euchromatin, das von dem dunkleren Heterochromatin
umgeben wird (Yamada und Sonoda, 1970b); (Steffens, 2000), war auch bei den neutrophilen
Granulozyten der Schafe deutlich zu erkennen. Laut Steffens (2000) dominiert bei gesunden
Tieren das elektronendichte Heterochromatin, wogegen bei manchen Infektionen eine Zunahme
des zentralen Euchromatinbereiches zu sehen ist (Steffens, 2000). Auch in meinen Proben konnte
in den meisten Fillen ein Uberwiegen des Heterochromatins beobachtet werden. Im Zytoplasma
waren, je nach Schnitt, zahlreiche Granula mit einer groen Variationsbreite, was Form, Grof3e
und Elektronendichte betrifft, zu sehen. Diese Beobachtung stimmt mit den Befunden von
Rudolph und Schnabl (Rudolph und Schnabl, 1981) iiberein. Eine Unterscheidung der Granula-
Typen war elektronenmikroskopisch zwar mdglich, fiir eine exakte Differenzierung wéren jedoch
enzymhistochemische Untersuchungen auf ultrastrukturellem Niveau sinnvoll, da die priméren
Granula, wie bereits beschrieben, im Gegensatz zu den sekundidren Granula Peroxidase-positiv
sind (Buchta, 1990); (Smith, 2000). Die primédren Granula hatten in meinen Proben eine lédngliche
Gestalt und waren ungefahr 0,4 - 0,5 pm grof. Die sekunddren Granula hingegen hatten eine
runde Gestalt. AuBBerdem erschienen sie elektronendichter als die primédren Granula und waren mit

einer Grofe von 0,2 - 0,3 um kleiner als diese. Im Bezug auf die Morphologie und die Grofle der
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Granula stimmen meine Beobachtungen mit den Befunden von Steffens (Steffens, 2000)
weitgehend iiberein. Weiterhin konnte ich beobachten, dass die sekunddren Granula hiufiger
auftreten als die priméren Granula. Dies deckt sich mit den Befunden von Jain (1993), wonach bei
den Haussdugern in reifen neutrophilen Granulozyten das Verhéltnis von primdren zu sekundéren
Granula etwa 1:2 betrdgt (Jain, 1993). Die nach Literaturangaben bei den Wiederkduern
vorkommenden, ,,grolen Granula* (Baggiolini et al., 1985); (Styrt, 1989); (Kramer, 2000) konnte
ich in keiner der untersuchten Proben identifizieren. Auch laut Buchta (1990) und Kramer (2000)
sind diese beim Schaf nur sehr selten zu finden (Buchta, 1990); (Kramer, 2000). Neben den
Granula waren im Zytoplasma, gemi3 den Angaben von Yamada und Sonoda (Yamada und
Sonoda, 1970b), unterschiedlich grole Vakuolen und Vesikel, wenige Mitochondrien, ein Golgi-
Apparat sowie Zisternen des endoplasmatisches Retikulums zu sehen. Weiterhin konnten in
manchen Zellen Glykogenpartikel identifiziert werden, {iber deren Vorkommen in der Literatur
ebenfalls berichtet wird (Rudolph und Schnabl, 1981); (Steffens, 2000). Unreife (stabkernige)
neutrophile Granulozyten konnten unter dem Elektronenmikroskop in meinen Proben nicht
gefunden werden. Dies steht im Einklang mit dem Befund von Sinowatz (2006), wonach die
Granulozyten in der Regel bis zu ihrer vollkommenen Ausreifung im Knochenmark verbleiben

und somit unreife Granulozyten in der Zirkulation nur selten vorkommen (Sinowatz, 2006a).

Auch die eosinophilen Granulozyten stellten sich unter dem Elektronenmikroskop als runde bis
ovale Zellen dar. Die Zellmembran war glatt und trug unterschiedlich grofle Pseudopodien. Der
Zellkern war gelappt oder auch segmentiert. Je nach Chromatinkondensation konnte das zentrale,
helle Euchromatin vom peripheren, dunklen Heterochromatin deutlich unterschieden werden.
Diese Befunde entsprechen den Ergebnissen elektronenmikroskopischer Untersuchungen von
Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970a), bei denen sie die Ultrastruktur von
eosinophilen Granulozyten der Schafe genauer analysierten. Geméall den Angaben in der Literatur
(Yamada und Sonoda, 1970a); (Rudolph und Schnabl, 1981) kommen im Zytoplasma der
eosinophilen Granulozyten der Schafe zahlreiche Granula von unterschiedlicher GroBe, Form und
Struktur vor. IThr Durchmesser lag in meinen Untersuchungen in den meisten Féllen zwischen 0,4
und 1,1 um. Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970a) berichten iiber dhnliche
GroBenverhidltnisse bei den eosinophilen Granula der Schafe. Rudolph und Schnabl (1981)
hingegen beschreiben beim Schaf eine Grofle von bis zu 1,5 pm (Rudolph und Schnabl, 1981).
Die Form der Granula reichte, gemédfl Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970a), von
rund iiber oval bis spindelformig. Yamada und Sonoda (1970) differenzieren bei den ovinen
eosinophilen Granulozyten anhand der Innenstruktur sechs verschiedene Granula-Typen (Yamada
und Sonoda, 1970a). Bei dem Grofteil der von mir untersuchten Granula erschien der Inhalt
kristallin, wobei ein bis zwei, duBlerst elektronendichte, lamelldre Einschliisse in einer homogenen

Matrix lagen. Dieser Granula-Typ entspricht sehr wahrscheinlich dem von Yamada und Sonoda
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(1970) beschriebenen Typ 2, der elektronendichte ,Mittelplatten® enthdlt und von ihnen am
hiufigsten gefunden wurde (Yamada und Sonoda, 1970a). Laut Kramer (2000) stellt diese
kristalline Struktur, die teilweise schon unter dem Lichtmikroskop als dunkler Einschluss
erkennbar wird, eine Besonderheit der eosinophilen Granula des Schafes dar (Kramer, 2000).
Seltener konnte ich in meinen Proben Granula mit einem homogenen Inhalt finden. Dieser
Granula-Typ représentiert vermutlich den von Yamada und Sonoda (1970) beschriebenen Typ 1,
der homogenes Material enthdlt und nur selten vorkommt (Yamada und Sonoda, 1970a). Bei
manchen Granula konnte ich eine deutliche Membran erkennen, die auch von Yamada und
Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970a) identifiziert wurde. Im Zytoplasma waren weiterhin ein
Golgi-Apparat, Zisternen des endoplasmatischen Retikulums, Mitochondrien und zahlreiche
Vesikel zu sehen. Sowohl Yamada und Sonoda (Yamada und Sonoda, 1970a) als auch Rudolph
und Schnabl (Rudolph und Schnabl, 1981) berichten iiber dhnliche Zellorganellen in den

eosinophilen Granulozyten der Schafe.

Obwohl eine grofle Zahl von Ultradiinnschnitten in meiner Arbeit elektronenmikroskopisch
untersucht wurde, konnte kein basophiler Granulozyt sicher identifiziert werden. Dies liegt daran,
dass die basophilen Granulozyten beim Schaf nur durchschnittlich 0,5 % (0 - 3 %) der gesamten
Leukozyten ausmachen (Jain, 1993); (Kramer, 2000).

Bei den -elektronenmikroskopischen Untersuchungen konnten keine Unterschiede in der

Ultrastruktur der Blutzellen in Abhéngigkeit von Alter oder Geschlecht festgestellt werden.

4. Fluoreszenzmikroskopie

4.1  Untersuchungen des Zytoskeletts oviner Blutzellen

Das Zytoskelett der ovinen Blutzellen wurde mit zwei verschiedenen Techniken untersucht. Der
Nachweis von F-Aktin erfolgte durch das Tetramethylrhodaminisothiocyanat (TRITC)-markierte
Toxin Phalloidin. Myosin, Vimentin, Tubulin und Zytokeratin hingegen wurden durch indirekte
immunhistochemische =~ Methoden nachgewiesen, wobei die Sekundérantikorper mit
Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) markiert waren. Zur besseren Identifizierung der einzelnen

Blutzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde eine DAPI-Kernfarbung durchgefiihrt.

Die Erythrozyten der Schafe zeigten nur eine Bindung von Phalloidin-TRITC. Dabei war nur eine
schwache, homogene Anfirbung der Zellen zu erkennen. Das Zytoskelett der Erythrozyten
besteht laut Angaben in der Literatur aus Spektrin, Aktin und weiteren Proteinen (Calvert et al.,
1979). Mehrere Spektrinmolekiile bilden mit kurzen Aktinfilamenten ein flaches Netzwerk

(Bennett, 1990), das submembrands lokalisiert ist und iiber bestimmte Adaptorproteine mit der
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Plasmamembran verkniipft ist (Jons, 2001). Die eher schwache Fluoreszenz Iésst sich
wahrscheinlich dadurch erkldren, dass die Aktinfilamente der Erythrozyten durchschnittlich aus
nur 12 - 14 B-Aktinmonomeren bestehen und mit einer Lange von ungefdhr 33 - 37 nm relativ
kurz sind. Das Spektrinmolekiil hingegen kann eine Linge von bis zu 200 nm erreichen (Bennett,
1990). Gov (2007) beschreibt die Aktinfilamente der Erythrozyten als ,,Aktin-Knoten*, wobei
ungefdhr sechs Spektrinfilamente mit ihren Enden an einen dieser Knoten binden (Gov, 2007).
Reife Erythrozyten besitzen laut Moll (2006) keine Mikrotubuli (Moll, 2006).
Intermedidrfilamente kommen in reifen Erythrozyten ebenso nicht vor. Vimentin kann noch in
Erythroblasten nachgewiesen werden, geht aber nach AusstoBung des Kernes wéhrend der

Erythropoese verloren (Georgatos und Marchesi, 1985).

Das Zytoskelett der Thrombozyten besteht der Literatur nach aus einem Membranskelett aus
Spektrin- und Aktinfilamenten (Boyles et al., 1985), einem zytoplasmatischen Aktinnetzwerk und
einer am Zellrand verlaufenden Mikrotubuliwendel (Fox, 2001); (Hartwig, 2007). Aber auch das
Motorprotein Myosin ist Bestandteil des thrombozytiren Zytoskeletts (Cerecedo et al., 2002);
(Liebich, 2004). In meinen Untersuchungen war eine meist starke Bindung von Phalloidin-TRITC
und den Myosin IIA-Antikérpern an die ovinen Thrombozyten zu beobachten. Immunreaktives
Tubulin konnte ich hingegen nicht nachweisen. Bei der Bindung von Phalloidin-TRITC zeigte
sich stets eine starke Reaktion im kortikalen Bereich sowie im Zellzentrum. Das Zytoplasma der
ovinen Blutplittchen farbte sich ebenfalls stark an. Dies liegt sehr wahrscheinlich daran, dass der
GroBteil der Aktinfilamente bei den Thrombozyten laut White (2007) im Zytoplasma der Zelle
vorkommt (White, 2007). Es konnte hédufig ein retikuldres Muster beobachtet werden, was durch
die zellulire Architektur der Aktinfilamente bedingt ist: Bei ruhenden Thrombozyten sind die
Aktinfilamente laut Literaturangaben an verschiedenen Stellen durch Aktin querverbindende
Proteine verkniipft und bilden somit ein starres Netzwerk im Zytoplasma der Zelle (Fox, 2001);
(Hartwig, 2007). Aktin stellt laut Boyles et al. (1985) bei den Blutplédttchen das am hiufigsten
vorkommende Protein dar und liegt bei inaktiven Zellen zu 35 - 40 %, bei aktiven Zellen zu 60 -
80 % polymerisiert vor (Boyles et al., 1985). Dies erklart die starke Anfirbung, da Phalloidin-
TRITC nur an polymerisiertes bzw. filamentdres Aktin (F-Aktin), und nicht an die globuléren
Untereinheiten (G-Aktin) bindet (Richelme et al., 1996). Dariiber hinaus sind die Aktinfilamente
der Thrombozyten, laut Hartwig (2007), im Gegensatz zu den kurzen Aktinoligomeren der
Erythrozyten relativ lang (Hartwig, 2007). Die Myosin IIA-Antikorper zeigten ebenfalls eine
starke Immunfarbung in den ovinen Thrombozyten, wobei sich die Zellperipherie stirker anfarbte
als das Zellzentrum. Die Thrombozyten weisen laut Angaben in der Literatur nicht-muskuléres
Myosin ITA und IIB auf, wobei achtundzwanzig Myosinmolekiile in den Blutpldttchen Filamente
mit einer Lange von bis zu 300 nm bilden. Die Motorproteine interagieren mit den polarisierten

Aktinfilamenten (Hartwig, 2007), weshalb hédufig von einem ,,Aktomyosinnetzwerk* gesprochen
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wird (White, 2007). Durch dieses Zusammenspiel kann auf die Aktinfilamente eine kontraktile
Kraft, die fiir eine Vielzahl von Funktionen der Thrombozyten bedeutend ist, ausgeiibt werden

(Hartwig, 2007).

Die Leukozyten (Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten) der untersuchten Schafe zeigten
eine meist starke Bindung von Phalloidin-TRITC, den Myosin IIA-Antikérpern und den
Vimentin-Antikorpern. Immunreaktives Tubulin konnte ich bei den ovinen Leukozyten nicht
nachweisen. Die Leukozyten weisen laut Angaben in der Literatur ein Zytoskelett aus
Aktinfilamenten, Intermedidrfilamenten, Mikrotubuli (Strukov et al., 1983); (Vicente-Manzanares
et al., 2002) und Myosin auf (Strukov et al., 1983); (Richelme et al., 1996); (Vicente-Manzanares
et al.,, 2002). Die Aktinfilamente der Leukozyten bilden, wie auch bei den Erythrozyten und
Thrombozyten, das Membranzytoskelett und ermoglichen unter anderem die aktive Fortbewegung
der Zelle. Das wichtigste Intermedidrfilamentprotein der Leukozyten stellt Vimentin dar (Vicente-
Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004); (Khismatullin, 2009), das fiir die Rigiditit der Zellen
verantwortlich ist (Brown et al., 2001); (Sumoza-Toledo und Santos-Argumedo, 2004); (Vicente-
Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004). Die Leukozyten exprimieren mehrere Isoformen des
Motorproteins Myosin (Richelme et al., 1996), darunter auch Myosin II (Richelme et al., 1996);
(Vicente-Manzanares et al., 2002); (Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004). Bei den
Lymphozyten und den Monozyten fiihrte die Bindung von Phalloidin-TRITC zu einer
Fluoreszenz im gesamten Zytoplasma, wobei bei den Lymphozyten ein homogenes, bei den
Monozyten hingegen ein wabenartiges Anfiarbungsmuster zu sehen war. Im Bereich der
Plasmamembran konnte vor allem bei den Lymphozyten eine ringartige Verdichtung in
Verbindung mit einer stirkeren Fluoreszenz beobachtet werden. Dies liegt wahrscheinlich daran,
dass die Aktinfilamente bei den eukaryotischen Zellen im Allgemeinen ihre hochste Dichte in der
Zellperipherie direkt unter der Plasmamembran erreichen (Alberts et al., 2004). Dem
Aktinfilamentsystem der T-Lymphozyten wird laut Angaben in der Literatur eine bedeutende
Rolle bei der Zellaktivierung zugeschrieben (Vicente-Manzanares et al., 2002); (Burkhardt et al.,
2008). Immunreaktives Myosin ITA présentierte sich in den mononukledren Zellen durch ein
korniges Muster im Zytoplasma, wobei zahlreiche fluoreszierende Punkte gleichméfig in der
Zelle verteilt waren. Dieses Muster spricht fiir ein globulédres Auftreten von Myosin in den ovinen
Lymphozyten und Monozyten. Bei immunreaktivem Vimentin hingegen konnte ich ein
netzartiges Muster, das sich iiber die gesamte Zelle erstreckte und teilweise den Kern bedeckte,
beobachten. Vor allem bei den Lymphozyten war ein deutlicher Verlauf der Filamente zu
erkennen, die einen grobmaschigen Kéfig im Zytoplasma entstehen lieBen. Teilweise waren aber
auch punktformige Anfirbungen im Zytoplasma zu sehen, die vermutlich ldngs getroffenen
Filamenten entsprachen. Die Verformbarkeit zirkulierender Lymphozyten wird laut Brown et al.

(2001) erst durch den Abbau dieses Vimentinnetzwerkes wahrend der Zellpolarisation ermdglicht
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(Brown et al., 2001). Bei den neutrophilen und eosinophilen Granulozyten fiihrte die Bindung von
Phalloidin-TRITC zu einer starken Fluoreszenz im Zytoplasma, die ebenfalls teilweise ein
retikuldres Muster erkennen lieB und sich in der Zellperipherie verdichtete. Wie bei den
Lymphozyten und den Monozyten bereits erwihnt, erreichen die Aktinfilamente trotz Verteilung
in der gesamten Zelle ihre hochste Dichte direkt unter der Plasmamembran (Alberts et al., 2004),
um dort das kortikale Zytoskelett zu bilden (Khismatullin, 2009). Bei den neutrophilen
Granulozyten besteht laut Jog et al. (2000) eine Assoziation der Aktinfilamente mit den
neutrophilen Granula, die ich in meinen Proben jedoch nicht beobachten konnte. Durch diese
Verbindung wird der Transport der Granula zur Plasmamembran und somit deren Exozytose
reguliert bzw. limitiert. Dies verhindert die Freisetzung der Enzyme bei unstimulierten Zellen
(Jog et al., 2007). Wie bei den Lymphozyten und den Monozyten zeigte immunreaktives Myosin
ITA auch bei den Granulozyten ein kdrniges Muster im Zytoplasma, wobei sich das granulareiche
Zellzentrum deutlich schwécher anfarbte als die Zellperipherie. Myosin IIA scheint folglich auch
in den Granulozyten globulidr vorzuliegen. Immunreaktives Vimentin zeigte auch bei den
Granulozyten, je nach Filamentverlauf, ein netzartiges oder korniges Muster im Zytoplasma. Ein
grobmaschiges Netzwerk schien auch hier das Zytoplasma auszufiillen. Der Verlauf einzelner
Filamente konnte teilweise von der Plasmamembran bis hin zum Kern verfolgt werden. Dies
deckt sich mit den Angaben in der Literatur, wonach die Intermedidrfilamente sowohl mit der
Kern- als auch mit der Plasmamembran verbunden sind (Fuchs und Weber, 1994); (Brown et al.,
2001). In der perinukledren Region war hiufig eine Verdichtung des Netzwerkes zu sehen. Diese
Beobachtung steht im Einklang mit den Befunden von Lehto et al. (1978) sowie Georgatos und
Marchesi (1985), nach denen die Intermedidrfilamente gehduft in der perinukledren Region
vorkommen (Lehto et al., 1978); (Georgatos und Marchesi, 1985) und fiir die Verankerung des
Zellkernes im Zytoplasma sorgen (Lehto et al., 1978). Laut Lazarides (1980) ist vor allem

Vimentin eng mit dem Zellkern assoziiert (Lazarides, 1980).

Keratinfilamente kommen laut Lazarides (1980) bevorzugt in epithelialen Zellen vor (Lazarides,
1980). In meinen Untersuchungen konnte ich keine Bindung der Pancytokeratin-Antikorper an die

verschiedenen Blutzellen des Schafes nachweisen.

Bei keinem der untersuchten Blutausstriche war eine positive Reaktion beim
immunhistochemischen Nachweis von Tubulin zu beobachten. Parallel angefertigte
Positivkontrollen der Blutzellen von Straufl und Kaninchen zeigten jedoch bei diesen Spezies eine
positive Reaktion der Thrombozyten und vereinzelt auch der Leukozyten. Laut Angaben in der
Literatur finden sich die Mikrotubuli in nahezu allen Zellen vor (Moll, 2006). Sie unterliegen
ausgeprigten dynamischen Verdnderungen (Khismatullin, 2009) und stehen mit den im

Zytoplasma vorliegenden, globuldren Tubulin-Untereinheiten im Gleichgewicht (Welsch und
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Sobotta, 2003). Sie entspringen dem Mikrotubuli organisierenden Zentrum (microtubule-
organising center, MOC) (Frankel, 1976); (Osborn et al., 1978); (Weber und Osborn, 1981);
(Alberts et al., 2004) und durchspannen das Zytoplasma oft iiber die gesamte Distanz zwischen
Kern und Plasmamembran (Osborn et al., 1978); (Weber und Osborn, 1981). Wie die
Intermedidrfilamente kommen sie in der perinukledren Region vermehrt vor (Georgatos und
Marchesi, 1985). Bei nicht aktivierten Thrombozyten liegt Tubulin vor allem in der
polymerisierten Form vor (White, 2007). Die Mikrotubuli erscheinen hier in Form einer Wendel
(Hartwig, 2007); (White, 2007), die im Zytoplasma entlang des grofiten Zellumfangs unterhalb
der Zellmembran verlduft (White, 2007) und fiir die Aufrechterhaltung der diskoidalen Form der
Blutplattchen sorgt (Nachmias, 1980); (Schwer et al., 2001); (Cerecedo et al., 2002); (Hartwig,
2007); (White, 2007). Moglicherweise ist der negative Nachweis von Tubulin bei den Blutzellen
der Schafe methodisch bedingt. Der verwendete Antikorper ist nicht spezifisch fiir das Schaf und
reagiert bevorzugt mit Zellen von Mensch, Maus und Ratte und, je nach Sequenzhomologie, mit
Zellen von Huhn, Gerbil, Meerschweinchen, Rind und Schwein. Weiterhin konnte die fehlende
Fixierung den negativen Nachweis der Mikrotubuli beeinflussen, da diese duBerst empfindliche
Strukturen darstellen und schon bei geringen Anderungen des Zellmilieus in ihre Untereinheiten
zerfallen (Sauermost, 1991). Bei den Thrombozyten kann eine Kélteeinwirkung zum Abbau der
die Wendel bildenden Mikrotubuli fiihren (Hartwig, 2007); (White, 2007). Laut White (2007)
konnte diese jedoch durch Taxol stabilisiert werden (White, 2007).

Bei den Untersuchungen des Zytoskeletts oviner Blutzellen konnten keine Unterschiede in

Abhéngigkeit von Alter oder Geschlecht festgestellt werden.

4.2 Glykohistochemische Untersuchungen

Fiir die glykohistochemischen Untersuchungen der ovinen Blutzellen wurden siebzehn Pflanzen-
Lektine verwendet. Die Lektine ConA, LCA, PSA, PNA, RCA, WGA, WGAs, GSL-I, DBA,
SBA, SJA, UEA-I, PHA-L und PHA-E waren zur Darstellung der Lektinbindung an den
Fluoreszenzfarbstoff FITC gekoppelt. Die Bindung der biotinylierten Lektine VAA, SNA und
MAA-I wurde mittels der Streptavidin-Biotin-Methode nachgewiesen. Zur besseren
Identifizierung der einzelnen Blutzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop wurde eine DAPI-
Kernfarbung durchgefiihrt. In der Literatur existieren zum jetzigen Zeitpunkt kaum Angaben iiber
das Bindungsverhalten von Lektinen an die verschiedenen Blutzellen der Schafe. Lediglich bei
ovinen Erythrozyten und Lymphozyten wurden bisher lektinhistochemische Untersuchungen
durchgefiihrt. Uber das Bindungsverhalten verschiedener Lektine an humane oder bovine
Blutzellen sind unterschiedliche Angaben in der Literatur zu finden (Sumner und Howell, 1936);

(Emerson und Kornfeld, 1976); (Newman und Uhlenbruck, 1977); (Pearson et al., 1979); (Reisner
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et al., 1979); (Lee et al., 1987); (Eguchi et al., 1989). Ein Vergleich dieser Befunde mit den
Ergebnissen der lektinhistochemischen Untersuchungen der ovinen Blutzellen gestaltet sich
jedoch schwierig, da in der Verteilung der Lektinrezeptoren auf den Zelloberflichen der
verschiedenen Spezies deutliche Unterschiede bestehen (Djilali et al., 1987). Obwohl Schafe,
Rinder und Pferde beispielsweise qualitativ die gleichen Monosaccharide auf der
Erythrozytenmembran aufweisen, ist der Anteil der einzelnen Zucker sehr unterschiedlich

(Hudson et al., 1975).

Die Erythrozyten der untersuchten Schafe reagierten mit ConA, LCA, PSA, WGA und WGAs
positiv. Diese FITC-markierten Lektine zeigten sowohl eine Bindung an die Membran als auch an
das Zytoplasma der roten Blutkorperchen. Die Reaktion mit der Membran war meist deutlich bis
stark positiv, das Zytoplasma hingegen zeigte in der Regel nur eine schwache Anfarbung. GSL-I
lie} nur bei wenigen Erythrozyten eine schwache Bindung an die Membran erkennen. PNA, RCA,
VAA, SNA, DBA, SBA, SJA, UEA-I, PHA-E, PHA-L und MAA-I reagierten negativ. Die
positive Reaktion von ConA mit der Erythrozytenmembran deckt sich mit dem Befund von
Schmid und Cwik (1974), wonach die Membran der ovinen Erythrozyten genetisch determinierte
ConA-Rezeptoren triagt (Schmid und Cwik, 1974). In der Literatur wird mehrfach von einer
Reaktion von PHA mit der Erythrozytenmembran der Schafe berichtet (Hamaguchi und Cleve,
1972); (Schmid, 1973); (Leca et al., 1985), in meinen Untersuchungen zeigten die roten
Blutkorperchen jedoch keine Anfirbung mit PHA-E oder PHA-L. Diese Divergenz konnte
moglicherweise durch verschiedene Techniken der Fixierung und der Férbung bedingt sein. Die
Ergebnisse der glykohistochemischen Untersuchungen lassen darauf schlieBen, dass die
Glykokalix der ovinen Erythrozyten einen grofen Anteil an Glukose-, Mannose- N-Acetyl-
Glukosamin- und N-Acetyl-Neuraminsdure-haltigen Zuckerstrukturen enthélt. Diese Beobachtung
deckt sich mit den Befunden von Hudson et al. (1975), die unter anderem iiber das Vorhandensein
von Glukose, Mannose, N-Acetyl-Glukosamin und Sialinséduren auf der Erythrozytenmembran
der Schafe berichten (Hudson et al., 1975). Auch Hamaguchi und Cleve (1972) sowie Fletcher et
al. (1978) konnten Sialinsduren auf der Erythrozytenmembran von Schafen nachweisen
(Hamaguchi und Cleve, 1972); (Fletcher et al., 1978). N-Acetyl-Galaktosamin-Reste scheinen auf
den ovinen Erythrozyten kaum in groBeren Mengen vorhanden zu sein. Galaktose- und Fukose-
Reste sowie durch PHA-E, PHA-L und MAA-I nachzuweisende, komplexe
Kohlenhydratstrukturen konnten in meinen Untersuchungen auf der Oberfliche der Erythrozyten
nicht nachgewiesen werden. Damit konnten die von Hudson et al. (1975), Fletcher et al. (1978)
sowie Kusui und Takasaki (1998) erhobenen Befunde, wonach die ovinen Erythrozyten Galaktose
und N-Acetyl-Galaktosamin in grolen Mengen besitzen (Hudson et al., 1975); (Fletcher et al.,
1978); (Kusui und Takasaki, 1998), nur teilweise bestitigt werden. Kusui und Takasaki (1998)

berichten jedoch von einer nur &uBlerst geringen Fukosekonzentration auf der
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Erythrozytenmembran der Schafe (Kusui und Takasaki, 1998), was das Ausbleiben der Bindung
von UEA-I in meinen Untersuchungen erkldren konnte. Nach der Vorbehandlung mit
Neuraminidase zeigten die ovinen Erythrozyten eine Bindung von PNA an die Plasmamembran.
Dies lasst darauf schlieBen, dass bestimmte Galaktose-Reste auf der ovinen Erythrozytenmembran
von Sialinsduren (z.B. N-Acetyl-Neuraminséure) maskiert werden. Zu dem Ergebnis, dass eine
Reaktion von PNA mit den roten Blutkdrperchen erst nach Abspaltung der Sialinsduren mdoglich
ist, kamen auch Newman und Uhlenbruck (1977) bei humanen Erythrozyten (Newman und

Uhlenbruck, 1977).

Die Thrombozyten der Schafe zeigten vor allem im Bereich des Granulomers eine Bindung
verschiedener Lektine. ConA, LCA, WGA, WGAs und GSL-I reagierten meist deutlich bis stark
positiv. Bei PSA und PHA-L war die Bindung an das Granulomer etwas schwicher. MAA-I
hingegen fiihrte als einziges Lektin zu einer Anfarbung der Thrombozytenmembran. PNA, RCA,
VAA, SNA, DBA, SBA, SJA, UEA-I und PHA-E reagierten negativ. Diese Ergebnisse deuten
glykochemisch auf das Vorhandensein von Glukose-, Mannose-, N-Acetyl-Glukosamin-, N-
Acetyl-Neuraminsdure- und N-Acetyl-Galaktosamin-Resten im Granulomer der ovinen
Thrombozyten hin. Durch PHA-L nachzuweisende, komplexe Kohlenhydratstrukturen scheinen
im Granulomer, durch MAA-I nachzuweisende, komplexe Kohlenhydratstrukturen auf der
Membran der Thrombozyten vorzukommen. Galaktose- und Fukose-Reste lieen sich nicht
nachweisen. Die Glykokalix der Thrombozyten ist mit einer Stirke von 150 - 200 nm (Jain, 1993)
dicker als bei den anderen Blutzellen (White, 2007). Lanillo und Cabezas (1981) merken jedoch
an, dass der Kohlenhydratanteil der ovinen Thrombozytenmembran im Vergleich zu Schwein und
Mensch wohl insgesamt geringer sei. Der von Lanillo und Cabezas (1981) erhobene Befund,
wonach die Thrombozytenmembran der Schafe reich an Sialinsduren ist (Lanillo und Cabezas,
1981), konnte vorerst nicht bestétigt werden. Wie bei den Erythrozyten konnte jedoch auch bei
den ovinen Thrombozyten nach der Vorbehandlung mit Neuraminidase eine Bindung des
Galaktose-spezifischen Lektins PNA an die Membran beobachtet werden. Dies deutet darauf hin,
dass bestimmte Galaktose-Reste auf der ovinen Thrombozytenmembran von Sialinsduren
maskiert werden. Es scheint jedoch eine andere Sialinsdure als die durch WGA nachzuweisende

N-Acetyl-Neuraminsdure die PNA-Bindungsstelle zu maskieren (z.B. N-Glykol-Neuraminséure).

Bei den Lymphozyten der untersuchten Schafe konnte eine positive Reaktion mit ConA, LCA,
PSA, WGA, WGAs, GSL-I, PHA-L und MAA-I festgestellt werden, wobei stets eine Anfarbung
der Membran zu beobachten war. Bei ConA, LCA, PSA, WGA und WGAs s fiarbten sich au3erdem
die zytoplasmatischen Granula an. Bei LCA, PSA, WGAs, GSL-I und PHA-L konnte ich bei
manchen Zellen eine Reaktion im Zytoplasma beobachten. PNA, RCA, VAA, SNA, DBA, SBA,
SJA, UEA-I und PHA-E zeigten keine Bindung. Die lektinhistochemischen Ergebnisse der



V. Diskussion 214

vorliegenden Untersuchungen lassen darauf schlieSen, dass die Membran der Lymphozyten neben
Glukose-, Mannose- N-Acetyl-Glukosamin-, N-Acetyl-Neuraminsdure- und N-Acetyl-
Galaktosamin-Resten auch durch PHA-L und MAA-I nachzuweisende, komplexe
Kohlenhydratstrukturen besitzt. Galaktose- und Fukose-Reste konnten nicht nachgewiesen
werden. Die zytoplasmatischen Granula scheinen reich an Glukose, Mannose, N-Acetyl-
Glukosamin und N-Acetyl-Neuraminsdure zu sein. Die positive Reaktion von ConA mit der
Membran der Lymphozyten steht im Einklang mit den Befunden von Schmid und Cwik (1974),
wonach die ovine Lymphozytenmembran genetisch determinierte ConA-Rezeptoren trigt
(Schmid und Cwik, 1974). In Bezug auf WGA, DBA und UEA-I decken sich meine Ergebnisse
mit denjenigen von Djilali et al. (1987), da sie ebenfalls {iber eine Bindung von WGA an ovine B-
und T-Zellen und iiber eine fehlende Bindung von DBA und UEA-I an die Lymphozyten der
Schafe berichten (Djilali et al., 1987). Beziiglich PHA-L stimmen meine Beobachtungen mit dem
Befund von Outteridge (1985) iiberein, wonach die Lymphozytenmembran der Schafe PHA
bindet (Outteridge, 1985). Entgegen den Ergebnissen dieser Arbeit wird in der Literatur hiufig
iber eine Bindung von PNA an die Lymphozyten der Schafe berichtet, wobei PNA einen Marker
fiir die T-Zellen darstellt (Fahey, 1980); (Outteridge, 1985); (Ristau et al., 1985); (Djilali et al.,
1987); (Djilali und Parodi, 1987). Djilali und Parodi (1987) fanden nidmlich heraus, dass die
peripheren Lymphozyten im Blut von Schafen, die PNA binden, keine Immunglobuline auf der
Zelloberfldche besitzen und folglich die T-Zellen repridsentieren miissen (Djilali und Parodi,
1987). Ristau et al. (1985) beschreiben zudem SJA als einen Marker fiir die ovinen T-Zellen
(Ristau et al., 1985). Nach einer Neuraminidase-Vorbehandlung zeigten sowohl PNA als auch
RCA sowie SJA eine positive Reaktion der Lymphozytenmembran. Aufgrund dieser Ergebnisse
kann angenommen werden, dass bestimmte Galaktose- und N-Acetyl-Galaktosamin-Reste bei den
Lymphozyten der Schafe zumindest teilweise von Sialinsduren (z.B. N-Acetyl-Neuraminséure)
maskiert werden. Bei PNA war jedoch auffallend, dass sich nicht alle Lymphozyten nach
Abspaltung der Sialinsduren anfirben lassen. Dies liegt vermutlich daran, dass, wie bereits
erwihnt, nur die T-Zellen PNA binden. Zu dhnlichen Ergebnissen kamen auch Reisner el al.
(1979), die bei Untersuchungen an humanen T-Lymphozyten feststellten, dass unreife T-
Lymphozyten mit PNA immer positiv reagieren, wohingegen reife T-Zellen nur sehr selten eine
Bindung des Lektins zeigen. Erst nach einer Vorbehandlung mit Neuraminidase lie3 sich bei den
reifen T-Zellen eine positive Reaktion beobachten. Der Lektinrezeptor wird folglich beim
Menschen im Laufe der Zelldifferenzierung von Sialinsduren maskiert. Dieses Wissen kann bei
der Unterscheidung der akuten Leukdmie, bei der unreife T-Zellen vorherrschen, von der
chronischen Leukidmie, bei der vor allem reife T-Lymphozyten vorkommen, von Nutzen sein.
Weiterhin konnte der PNA-Rezeptor als Zielstruktur bestimmter Medikamente bei der

Behandlung der akuten Leukdmie herangezogen werden. Die Arzneimittel wiirden nur auf den
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Zielzellen wirken (Reisner et al., 1979).

Die Monozyten der untersuchten Schafe zeigten eine Bindung von ConA, LCA, WGA, WGAs,
GSL-I, PHA-L und MAA-I an die Membran und das Zytoplasma. Bei ConA und LCA konnte
zudem eine Reaktion der zytoplasmatischen Granula beobachtet werden. PSA fiihrte lediglich zu
einer Anfarbung im Zytoplasma. Die Lektine PNA, RCA, VAA, SNA, DBA, SBA, SJA, UEA-I
und PHA-E reagierten negativ. Das Ergebnis der lektinhistochemischen Untersuchungen deutet
auf das Vorkommen von Glukose-, Mannose-, N-Acetyl-Glukosamin-, N-Acetyl-Neuraminsiure-
und N-Acetyl-Galaktosamin-Resten und bestimmter komplexer Kohlenhydratstrukturen sowohl
auf der Zelloberfliche als auch im Zytoplasma der Monozyten der Schafe hin. Die Granula
scheinen reich an Glukose- und Mannose-Resten zu sein. Galaktose- und Fukose-Reste konnten
nicht nachgewiesen werden. Die Galaktose-spezifischen Lektine PNA und RCA zeigten jedoch
nach einer Vorbehandlung mit Neuraminidase eine Anfiarbung von Membran und Zytoplasma.
Daraus lést sich folgern, dass einige Galaktose-Reste der ovinen Monozyten von Sialinsduren

(z.B. N-Acetyl-Neuraminsdure) maskiert werden.

Bei den neutrophilen Granulozyten reagierten die Lektine ConA, LCA, PSA, WGA, WGAs,
GSL-I, PHA-E, PHA-L und MAA-I positiv. Bei all diesen Lektinen war eine Bindung an die
neutrophilen Granula festzustellen. ConA, LCA, WGA, WGAs, PHA-L und MAA-I fiihrten
zusitzlich zu einer Anfiarbung der Membran. Die Lektine PNA, RCA, VAA, SNA, DBA, SBA,
SJA und UEA-I reagierten negativ. Aufgrund dieses Bindungsverhaltens kann auf das
Vorhandensein von Glukose-, Mannose- N-Acetyl-Glukosamin-, N-Acetyl-Neuraminséure-, N-
Acetyl-Galaktosamin-Resten und bestimmten komplexen Kohlenhydratstrukturen in den
neutrophilen Granula geschlossen werden. Die Membran der neutrophilen Granulozyten scheint
reich an Glukose, Mannose, N-Acetyl-Glukosamin-, N-Acetyl-Neuraminsdure und bestimmten
komplexen Kohlenhydratstrukturen zu sein. Galaktose- und Fukose-Reste konnten in den
neutrophilen Granulozyten nicht nachgewiesen werden. Nach einer Neuraminidase-
Vorbehandlung zeigte sich jedoch bei den Galaktose-spezifischen Lektinen PNA und RCA eine
Anfarbung von Membran und Granula. Auch das N-Acetyl-Galaktosamin-spezifische Lektin SJA
lie} nach Abspaltung der Sialinsduren eine Bindung an die neutrophilen Granula erkennen. Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, dass bestimmte Galaktose-Reste der Membran sowie einige
Galaktose- und N-Acetyl-Galaktosamin-Reste der neutrophilen Granula von Sialinsduren (z.B. N-
Acetyl-Neuraminsdure) maskiert werden. In der Literatur sind keine Angaben {iber
lektinhistochemische Untersuchungen der neutrophilen Granulozyten vom Schaf zu finden. Beim
Menschen weisen die primiren Granula der neutrophilen Granulozyten Bindungsstellen fiir ConA

auf (Eguchi et al., 1989).

Die eosinophilen Granulozyten der Schafe reagierten mit ConA, LCA, WGA, WGAs, GSL-I,



V. Diskussion 216

SJA, UEA-I, PHA-L und MAA-I positiv. Bei den meisten Lektinen war eine Fluoreszenz der
Membran und des Zytoplasmas zu beobachten. Lediglich SJA und UEA-I zeigten eine schwache
bis deutliche Bindung an die eosinophilen Granula. PSA, PNA, RCA, VAA, SNA, DBA, SBA
und PHA-E reagierten negativ. Die Ergebnisse dieser Untersuchungen lassen darauf schlie3en,
dass die Glykokalix und das Zytoplasma der eosinophilen Granulozyten einen grolen Anteil an
Glukose-, Mannose-, N-Acetyl-Glukosamin-, N-Acetyl-Neuraminsdure- und N-Acetyl-
Galaktosamin-haltigen Zuckerstrukturen sowie bestimmte komplexe Kohlenhydratstrukturen
beinhaltet. Die eosinophilen Granula scheinen lediglich N-Acetyl-Galaktosamin- und Fukose-
Reste in groBeren Mengen zu besitzen. Galaktose konnte nicht nachgewiesen werden. Bei PNA
und RCA konnte allerdings nach Vorbehandlung mit Neuraminidase eine Anfirbung der
Membran der eosinophilen Granulozyten beobachtet werden, wodurch eine Maskierung
bestimmter Galaktose-Reste durch Sialinséduren (z.B. N-Acetyl-Neuraminsiure) vermutet werden
kann. In der Literatur sind keine Angaben zum Bindungsverhalten von Lektinen bei den
eosinophilen Granulozyten der Schafe zu finden. Beim Menschen wurde anhand von
elektronenmikroskopischen Untersuchungen durch Markierung der Lektine mit Goldpartikeln
herausgefunden, dass SBA und DBA stark an die eosinophilen Granula binden. Dies ldsst
vermuten, dass die Granula der eosinophilen Granulozyten beim Menschen N-Acetyl-
Galaktosamin-Reste in groeren Mengen aufweisen (Eguchi et al., 1989). Dieser Befund konnte

bei den Schafen nicht erhoben werden.

Bei der Interpretation der Ergebnisse der lektinhistochemischen Untersuchungen miissen einige
Punkte beriicksichtigt werden. Zuerst muss festgehalten werden, dass es sich bei den Ergebnissen
beziiglich der Bindungsstirke um eine semiquantitative Beurteilung handelt. Weiterhin ist zu
beachten, dass die Bindungseigenschaften der Lektine durch eine Reihe von Faktoren beeinflusst
werden konnen. Die Struktur der Lektine unterliegt physikochemischen Einfliissen. So kann eine
Variation des pH-Wertes oder der Temperatur die Zuckerbindung mal3geblich beeinflussen. Eine
Erhitzung der Lektin-Losung kann beispielsweise zu einer Anderung der Tertidrstruktur und somit
zu einer Modifikation des Bindungsverhaltens der Lektine fiihren. Aber auch die von der
Isolierung und Aufreinigung abhingige Qualitit der Lektine bleibt zu beriicksichtigen. Bei einer
fehlerhaften Charge konnen die Lektine bereits an Zuckerstrukturen gebunden sein mit der Folge
einer mangelhaften Bindung des Lektins an das Prdparat. Vor allem bei Lektinen, die fiir
bestimmte Blutzellen charakteristisch sind, sollte dies in Betracht gezogen werden. Die Einteilung
der Lektine anhand ihrer so genannten nominalen Zuckerspezifitéit in die verschiedenen Gruppen
beruht auf den Ergebnissen von Agglutinationsversuchen mit dem Einsatz von Hemmzuckern
(Monosacchariden) und gilt deshalb laut Roth (2011) als zu stark vereinfacht (Roth, 2011).
Lektine aus einer Gruppe, wie z.B. die N-Acetyl-Galaktosamin-spezifischen Lektine GSL-I und

DBA, konnen verschiedene Ergebnisse liefern, da bei der Gruppeneinteilung die Spezifitit
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beziiglich der anomeren Position nicht beriicksichtigt wurde. Die Affinitit der Lektine fiir
Monosaccharide ist zudem im Gegensatz zu derjenigen fiir komplexe Kohlenhydrate viel geringer
(Van Damme et al., 2008). Auflerdem ist flir viele Lektine die exakte Spezifitit noch nicht genau
bekannt. Weiterhin muss berticksichtigt werden, dass einige Lektine verschiedene Kohlenhydrate
binden konnen, jedoch mit unterschiedlicher Affinitit. Bei einer positiven Reaktion kann somit
entweder der Zucker vorherrschend sein, an den das Lektin primér bindet, oder ein fiir das Lektin
weniger spezifischer Zucker, der jedoch in groen Mengen vorkommt. SchlieSlich muss beachtet
werden, dass die Lektine auch mit unpolaren Verbindungen, die keinen Zuckeranteil besitzen,
mittels hydrophober Wechselwirkungen interagieren konnen. AuBerdem ist eine Bindung an
anionische Gruppen iiber elektrostatische Wechselwirkungen mdéglich (Roth, 2011). Die in dieser
Dissertationsarbeit durchgefiihrten lektinhistochemischen Untersuchungen erfolgten unter
standardisierten Bedingungen nach einem bestimmten Protokoll. Eine Divergenz in den von mir
erhobenen Befunden und den in der Literatur beschriebenen Ergebnissen konnen auf

verschiedenen Fixierungs- und Farbemethoden beruhen.

Bei den glykohistochemischen Untersuchungen konnten keine Unterschiede in der Lektinbindung

der Blutzellen in Abhéngigkeit von Alter oder Geschlecht festgestellt werden.
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VI Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurde die Morphologie der Blutzellen des Schafes mit
lichtmikroskopischen Ubersichtsfarbungen sowie modernen elektronenmikroskopischen und
histochemischen Methoden untersucht. Dabei wurden besonders die Enzymausstattung und das
Zytoskelett der ovinen Blutzellen ndher charakterisiert und die Zuckerstrukturen der Blutzellen
mit glykohistochemischen Techniken untersucht. Fiir diese Untersuchungen wurden Blutproben

von insgesamt vierzig Schafen unterschiedlichen Alters und Geschlechts verwendet.

Fiir die lichtmikroskopischen Untersuchungen wurden konventionelle Ubersichtsfirbungen (Diff-
Quick-, Giemsa-, May-Griinwald-, Pappenheim-, Sirius-Red- und Toluidinblau-Farbung)
angewendet und ihre Eignung fiir die Darstellung der ovinen Blutzellen verglichen. Dabei wurde
deutlich, dass die Giemsa- und die Pappenheim-Firbung besonders gut zur Darstellung der
Thrombozyten geeignet ist, da bei diesen Fiarbungen eine klare Differenzierung von Granulomer
und Hyalomer moglich war. Bei den Lymphozyten waren die zytoplasmatischen Granula vor
allem bei der Giemsa- und der May-Griinwald-Farbung gut zu erkennen, wohingegen sich die
feinen neutrophilen Granula nur bei der May-Griinwald-Farbung besonders deutlich zeigten. Die
Identifizierung der basophilen Granulozyten gelang am besten mit der May-Griinwald- und der
Toluidinblau-Fiarbung. Daraus ergibt sich, dass vor allem die Giemsa- und die May-Griinwald-

Férbung fiir die Darstellung der ovinen Blutzellen geeignet sind.

Bei den substrathistochemischen Untersuchungen wurde die Periodic-Acid-Schiff-Reaktion zum
Nachweis von Polysacchariden (Glykogen) und Glykoproteinen in den ovinen Blutzellen
eingesetzt. Weiterhin wurden die Blutausstriche der Alcianblau-Féarbung bei zwei verschiedenen
pH-Werten unterzogen. Bei einem pH-Wert von 1,0 werden carboxylierte Muzine, bei einem pH-
Wert von 2,5 hingegen sulfatierte Mukosubstanzen nachgewiesen. Eine deutlich positive
Periodic-Acid-Schiff-Reaktion konnte nur bei den ovinen Granulozyten beobachtet werden. Die
Thrombozyten und Lymphozyten reagierten nur schwach positiv. Eine Anfirbung der Blutzellen
mit Alcianblau bei einem pH-Wert von 1,0 gelang nur bei den Thrombozyten. Bei einem pH-Wert
von 2,5 lieBen sich hingegen sowohl die Thrombozyten als auch die neutrophilen Granulozyten

und selten auch die eosinophilen Granulozyten anfarben.

In der Enzymhistochemie wurde die Aktivitdit der sauren Phosphatase, der alkalischen
Phosphatase, der Peroxidase, der B-Glucuronidase, der a-Naphthyl-Azetat-Esterase, der Naphthol-
AS-Azetat-Esterase und der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase bei den verschiedenen
Blutzellen untersucht. Dabei waren die saure Phosphatase und die B-Glucuronidase sowohl in den
Lymphozyten und den Monozyten als auch in den neutrophilen und eosinophilen Granulozyten

nachzuweisen. Eine Aktivitdt der alkalischen Phosphatase und der Naphthol-AS-D-Chlorazetat-
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Esterase konnte nur in den neutrophilen Granulozyten beobachtet werden. Die Peroxidase lie3
sich in den neutrophilen und eosinophilen Granulozyten nachweisen, einzelne Monozyten
reagierten jedoch ebenso positiv. Die a-Naphthyl-Azetat-Esterase zeigte nur bei den
Lymphozyten und den Monozyten eine eindeutig positive Reaktion, wogegen bei der Naphthol-

AS-Azetat-Esterase in allen Blutzellen eine Aktivitit erkennbar war.

Unter dem Elektronenmikroskop konnten charakteristische Besonderheiten der ovinen Blutzellen
festgestellt werden. So waren bei den sehr kleinen (1 - 2 um) Thrombozyten der Schafe deutlich
die 0,2 - 0,3 um grofBen ,,dense bodies* von den 0,3 - 0,4 um groBen oa-Granula, die bei allen
Haussdugern vorkommen, zu unterscheiden. Bei einigen Lymphozyten konnten elektronendichte
Granula mit einer Gréfe von etwa 0,2 um im Zytoplasma identifiziert werden. Bei den
Monozyten hingegen waren keine zytoplasmatischen Granula vorhanden. Im Zytoplasma der
neutrophilen Granulozyten konnten die ldnglichen, primédren Granula mit einer Gréfe von 0,4 -
0,5 um von den héiufiger vorkommenden, runden, sekunddren Granula mit einer Grofe von 0,2 -
0,3 um differenziert werden. Die fiir die Wiederkduer charakteristischen, so genannten ,,groflen
Granula“ konnten nicht identifiziert werden. Die Granula der eosinophilen Granulozyten waren
mit einem Durchmesser von 0,4 - 1,1 um in der Regel groBer als die neutrophilen Granula. Es
dominierten kristalline Granula, deren lamelldre Einschliisse in eine homogene Matrix eingebettet

waren. Nur selten wurden Granula mit einem homogenen Inhalt gefunden.

Zur Darstellung des Zytoskeletts oviner Blutzellen wurden Phalloidin zum Nachweis von F-Aktin
sowie verschiedene Antikorper zum Nachweis von Myosin IIA, Vimentin, Tubulin und
Zytokeratin eingesetzt. Dabei war F-Aktin als einziges zytoskelettale Element in allen ovinen
Blutzellen nachzuweisen. Das mit den Aktinfilamenten interagierende Myosin IIA konnte in allen
Zellen mit Ausnahme der Erythrozyten nachgewiesen werden und scheint in den Leukozyten vor
allem in globuldrer Form vorzuliegen. Eine Darstellung des aus Vimentin bestehenden
Netzwerkes gelang bei allen Leukozyten (Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten), wobei
der Verlauf der einzelnen Intermedidrfilamente besonders gut zu erkennen war. Weder Tubulin
noch Zytokeratin konnten in den Blutzellen des Schafes immunhistochemisch nachgewiesen

werden.

In der Glykohistochemie wurden die ovinen Blutzellen auf das Bindungsverhalten der FITC-
markierten Pflanzen-Lektine ConA, LCA, PSA, PNA, RCA, WGA, WGAs, GSL-I, DBA, SBA,
SJA, UEA-I, PHA-L und PHA-E sowie der biotinylierten Pflanzen-Lektine MAA-I, SNA und
VAA untersucht. Die Verteilung der Lektinbindungsstellen sowie die Stirke der positiven
Reaktion waren bei den einzelnen Blutzellen sehr unterschiedlich, wobei oft ein charakteristisches
Bindungsmuster erkannt werden konnte. Dabei wurde deutlich, dass die neutrophilen und die

eosinophilen Granulozyten die hiufigsten positiven Reaktionen mit den verschiedenen Lektinen
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aufweisen. Die stets positiven Bindungsreaktionen der ovinen Blutzellen bei Inkubation mit
ConA, LCA, WGA, WGAs, und GSL-I lassen auf ein regelméfBiges Vorkommen von Mannose-,
Glukose-, N-Acetyl-Glukosamin-, N-Acetyl-Neuraminsdure und N-Acetyl-Galaktosamin-Resten
schlieBen. Nach einer Vorbehandlung der Blutausstriche mit Neuraminidase stellte sich heraus,
dass vor allem die PNA-Bindungsstellen aller Blutzellen sowie die RCA-Bindungsstellen der
Leukozyten von Sialinsduren maskiert werden und moglicherweise deshalb der Nachweis von

Galaktose-Resten negativ verlief.

Obwohl im Blutbild deutliche Unterschiede sowohl bei den Tieren der verschiedenen
Altersgruppen als auch zwischen ménnlichen und weiblichen Tieren beobachtet wurden, waren
bei allen lichtmikroskopischen, elektronenmikroskopischen und fluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen keinerlei Unterschiede in der Morphologie und der Histochemie der Blutzellen

zu erkennen.



IX. Summary 221

VII Summary

Ultrastructural and histochemical studies of ovine blood cells

This thesis deals with morphology of ovine blood cells using conventional light microscopic
staining techniques as well as advanced electron microscopic and histochemical techniques. In
this study, the localization of marker enzymes and components of the cytoskeleton of ovine blood
cells were thoroughly analyzed. Furthermore, carbohydrate residues of the blood cells were
investigated using a panel of FITC- and biotin-labeled lectins. In order to obtain representative
results, blood samples of forty sheep of different age and sex were analyzed within the course of
this study. Light microscopic, electron microscopic and fluorescence microscopic studies showed
no morphological or histochemical differences between young and adult or male and female

animals.

For light microscopy, conventional stainings (Diff-Quick-, Giemsa-, May-Griinwald-,
Pappenheim-, Sirius-Red- und Toluidineblue-staining) were used and the results of the different
methods compared. Staining with Giemsa and Pappenheim appeared especially well suited for
visualization of thrombocytes because they allowed a clear distinction between granulomer and
hyalomer. Regarding the lymphocytes, cytoplasmatic granules could be best recognized using
Giemsa- and May-Griinwald-staining. The small neutrophilic granules stained most clearly using
May-Griinwald-staining. Demonstration of basophilic granulocytes was best archieved using
May-Griinwald and Toluidineblue-staining. In conclusion Giemsa- and May-Griinwald-staining

were particularly suitable for differential staining of ovine blood cells.

In substrate-histochemical studies, periodic-acid-schiff-reaction (PAS-reaction) was used for
demonstration of polysaccharides and glycoproteins. Furthermore blood smears were stained with
Alcianblue using two different pH-values. Carboxylated mucins are detected at pH 1,0 and
sulphated mucosubstances at pH 2,5. A distinct PAS-reaction was only seen in granulocytes while
thrombocytes and lymphocytes only showed weak reactions. At pH 1,0 the thrombocytes were
exclusively stained with Alcianblue. At pH 2,5 thrombocytes as well as neutrophilic and

eosinophilic granulocytes showed some staining.

In the enzyme-histochemical studies, activity of acid phosphatase, alkaline phosphatase,
peroxidase, [-glucuronidase, oa-naphthyl-acetate-esterase, naphthol-AS-acetate-esterase and
naphthol-AS-D-chloracetate-esterase was examined. Acid phosphatase and B-glucuronidase were
histochemically detected in lymphocytes, monocytes, neutrophilic and eosinophilic granulocytes.
Activity of alkaline phosphatase and naphthol-AS-D-chloracetate-esterase was exclusively shown

in neutrophilic granulocytes. Peroxidase showed strong activity in both neutrophilic and
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eosinophilic granulocytes whereas single monocytes displayed low intensity of staining. o-
naphthyl-acetate-esterase activity was demonstrated in lymphocytes and monocytes and naphthol-

AS-acetate-esterase was the only enzyme that was found in all ovine blood cells.

At the ultrastructural level some special features of ovine blood cells could be determined. The
ovine thrombocytes showed a small size of about 1 - 2 um and displayed dinstict dense bodies
with a size of 0,2 - 0,3 um, that could be easily distinguished from the a-granules with a size of
0,3 - 0,4 um, that are found in the thrombocytes of all domestic mammals. Electrondense granules
with a size of about 0,2 pm could be recognized within the cytoplasm of lymphocytes whereas
monocytes showed no cytoplasmatic granules. Within the cytoplasm of neutrophilic granulocytes,
elongated, primary granules with a size of 0,4 - 0,5 um could be differentiated from more
abundant, roundish, secondary granules with a size of 0,2 - 0,3 um. The so called ,large
granules”, which seem to be characteristic for ruminants, were not detected in my electron
microscopic examinations of ovine neutrophilic granulocytes. The granules of eosinophilic
granulocytes were usually bigger than neutrophilic granules measuring about 0,4 - 1,1 pum.
Granules showing a crystalline ultrastructure were dominant. Their lamellar inclusions seemed to
be embedded in a homogenous matrix. Granules containing a homogenous content were rarely

scen.

For evaluation of the cytoskeleton, phalloidin was applied for detection of actin and several
antibodies were used for demonstration of myosin IIA, vimentin, tubulin and cytokeratin in ovine
blood cells. Thereby actin was the only component of the cytoskeleton existing in all examined
blood cells. Myosin IIA, that interacts with actin filaments, was detected in all cells except
erythrocytes. Immuno-cytochemical demonstration of the vimentin network was archieved in all
leukocytes and the orientation of filaments was clearly visible. Neither tubulin nor cytokeratin

could be detected immuno-histochemically in ovine blood cells.

For glyco-histochemical studies, FITC-linked plant-lectins ConA, LCA, PSA, PNA, RCA, WGA,
WGAs, GSL-I, DBA, SBA, SJA, UEA-I, PHA-L and PHA-E as well as biotinylated plant-lectins
MAA-I, SNA und VAA were used. A distinct pattern of lectin binding sites was observed in the
different blood cells: Neutrophilic and eosinophilic granulocytes displayed positive staining
reactions with many different lectins. In fact ConA, LCA, WGA, WGAs and GSL-I invariably
showed positive staining reactions indicating a regular occurence of mannose, glucose, N-acetyl-
glucosamine, N-acetyl-neuraminic acid und N-acetyl-galactosamine conjugates in ovine blood
cells. After pretreatment with neuraminidase it could be clearly demonstrated that particular
binding sites of PNA of all blood cells and some binding sites of RCA of leukocytes were masked

by sialic acids.
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VIII Verzeichnis der Gebrauchslosungen

1. Lichtmikroskopie
1.1 Ubersichtsfirbungen

Giemsa-Firbelosung

Giemsa-Stammlosung' 1 ml

Aqua dest. 20 ml

Sirius Red-Firbung

Saures Himalaun nach Mayer

Himatoxylin' lg
Aqua dest. 1000 ml
Natriumiodat' 200 mg
Aluminiumkaliumsulfat-Dodecahydrat, Kalialaun' 50g
Chloralhydrat' 50g
Zitronensiure kristallin ' lg

Nach Losen von Hamatoxylin in Aqua dest. erfolgt unter Schiitteln die Losung von Natriumiodat
und Kalialaun. Das blau-violette Gemisch schldgt nach Zugabe von Chloralhydrat und
Zitronensdure zu einer rot-violetten Farbe um. Die Férbelosung ist iiber lange Zeit stabil und
sollte vor Gebrauch filtriert werden.

1 %ige NaOH-Losung

Natriumhydroxid (NaOH)' lg
Aqua dest. 100 ml
20 %ige NaCl-Losung

Natriumchlorid (NaCl)! lg
Aqua dest. 100 ml
Sirius Red-Firbelosung

Sirius Red® 500 mg
Aqua bidest. 45 ml
Ethanol absolut' 50 ml
1 %ige NaOH-Losung I ml
20 % ige NaCl-Losung 4 ml
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Toluidinblau-Firbung
PBS-Puffer pH 7,4- 7,6

Natriumchlorid (NaCl)' 425g
Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na,HPO42H,0)' 6,35 g
Natrium-Dihydrogenphosophat-Monohydrat (NaH,PO,H,0)’ 195¢g
Aqua demin. ad 51

Die genaue Einstellung des pH-Wertes erfolgt mit 1 N NaOH’ und 0,1 N HCI’.
Toluidinblau-Firbelosung

Toluidinblau’ lg
Methanol' 100 ml

1.2 Substrathistochemische Firbungen

Periodic-Acid-Schiff-Reaktion

0,5 %ige wissrige Perjodsiure-Losung (immer frisch ansetzen)

Perjodsiure’ lg
Aqua dest. 200 ml
10 %ige Natriumdisulfit-Losung (immer frisch ansetzen)

Natriumdisulfit' 3g
Aqua dest. 30 ml
Sulfit-Wasser (SO,-Wasser) (immer frisch ansetzen)

1 N HCI’ 30 ml
10 %ige Natriumdisulfit-Losung 30 ml
Aqua demin. 600 ml

Alcianblau-Féirbung

3 %ige Essigsiure-Losung

Essigsdure 100 %' 15 ml
Aqua dest. 485 ml
Alcianblau-Lésung pH 2,5

Alcianblau 8 GX Certistain®' 5¢g

3 %ige Essigsdure-Losung 500 ml
Alcianblau-Lésung pH 1,0

Alcianblau 8 GX Certistain®' S5¢g

0,1 N HCI’ 500 ml
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Kernechtrot-Fiarbelosung

Kernechtrot Certistain®' 0,1g
Aluminiumsulfat' S5g
Aqua dest. 100 ml

Nach Losen des Aluminiumsulfats in Aqua dest. erfolgt eine Erhitzung der Losung und die
Zugabe von Kernechtrot. AnschlieBend Losung erkalten lassen und filtrieren.

1.3 Enzymhistochemische Farbungen

PBS-Puffer pH 7,4- 7,6 (siche Toluidinblau-Féarbung)

Saures Himalaun nach Mayer (siche Sirius-Red-Farbung)

Saure Phosphatase-Fiirbelosung (Set!)

Naphthol AS-OL Phosphorsiure’ 2 ml
Natriumazetat' 0,8 ¢g
Aqua dest. 60 ml
Pararosanilin-HCI-Lésung (2N)! 5 Tropfen
Nitrit-Lsung' 5 Tropfen
Alkalische Phosphatase-Firbung (Set')

Losung A

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan' I,1g
Aqua dest. 100 ml
Losung B

1-Naphthylphosphat-Natriumsalz' 15 ml
Losung A 15 ml
Losung C

Variamin®-Blausalz B' 68 mg
Losung A 45 ml
Die Farbelosung entsteht, indem Lésung C in Losung B filtriert wird.
Peroxidase-Firbelosung (Set')

4-Chlor-1-naphthol’ 15 ml
Ethanol' 15 ml
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Aqua dest. 45 ml
Tris(hydroxymethyl-aminomethan)-HCl-Puffer' 10 Tropfen
Wasserstoffperoxid-Losung' 2 Tropfen

B-Glucuronidase Fiarbung

0,2 M Natriumazetat-L.osung
Natriumazetat, wasserfrei! 1,312 g
Aqua dest. 80 ml

Hexazonium-p-Rosanilin-Lésung

Losung A
Pararosanilin Chlorid Certistain®' 200 mg
Aqua dest. 4 ml
Salzsiure 37 %’ I ml

Die Salzsdure wird erst nach Losen des Pararosanilins in Aqua dest. hinzu gegeben.
Losung B (4 %ige Natriumnitrit-Losung)

Natriumnitrit' 400 mg

Aqua dest. 10 ml
Losung C (Gebrauchslosung)

Losung A 2 ml

Losung B 2 ml

Die Vermischung von Losung A und B sollte unmittelbar vor der Verwendung stattfinden. Es
stellt sich rasch eine gelbe Farbung der Gebrauchslosung ein.

Farbelosung

0,2 M Natriumazetat-Losung 19 ml
Losung C I ml
Naphthol AS-BI B-Glucuronid* 4 mg
N,N-Dimethylformamid' 0,5 ml

Nach Vermischung der 0,2 M Natriumazetat-Losung mit Losung C erfolgt mit 1 N NaOH’ und
0,1 N HCI’ eine Einstellung auf einen pH-Wert von 5,0. Nach Losen von Naphthol AS-BI -
Glucuronid in N,N-Dimethylformamid wird diese Losung der Inkubationsldsung beigefiigt.

0,1 M Phosphatpuffer (pH 7.0)

Losung A
Na,HPO,2H,0' 89¢g
Aqua dest. 500 ml
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Losung B
NaH,PO,H,0'
Aqua dest.

Es folgt eine Titration beider Losungen bis ein pH-Wert von 7,0 erreicht ist.

a-Naphthyl-Azetat-Esterase-Firbelosung
2-Naphthyl-Azetat*

Aceton'
0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0)
Fast Blue BB Salt hemi (2 mg/ml)*

Naphthol-AS-Azetat-Esterase-Firbelosung
Naphthol-AS-Azetat’

Aceton'
0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0)
Fast Blue BB Salt hemi (2 mg/ml)*

Naphthol-AS-D-Chlorazetat-Esterase-Farbung

10 % iges Methanol-Formol
Methanol'

Formaldehyd 37 %’

Farbelosung
Naphthol-AS-D-Chlorazetat®
N,N-Dimethylformamid'

0,1 M Phosphatpuffer (pH 7,0)
Fast Blue BB Salt hemi (2 mg/ml)*

2. Elektronenmikroskopie

Natriumcacodylat-Puffer

Losung A
Natriumcacodylat®

Aqua dest.

6,9¢g
500 ml

20 mg
0,4 ml
80 ml
100 mg

8 mg

1 ml
80 ml
100 mg

90 ml
10 ml

24 mg
4 ml
80 ml
100 mg

8,56 g
ad 200 ml
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Losung B

0,2 M Natriumcacodylat-Puffer pH 7,2

Losung A

Losung B

Aqua dest.

Die Losung B wird hinzu gegeben bis ein pH von 7,2 erreicht ist.
0,1 M Natriumcacodylat -Puffer pH 7,2

0,2 M Natriumcacodylat-Puffer

Aqua dest.

Fixierungslosung nach Karnovsky
10 %ige Paraformaldehyd-Losung
Paraformaldehyd’

Aqua dest.

0,1 M NaOH’

0,2 M HCI'

50 ml
ca. 4,2 ml

ad 100 ml

50 ml
50 ml

10g
ad 100 ml

max. 6 Tropfen

Nach der Losung des Paraformaldehyds bei 60 - 70°C auf dem Magnetriihrer erfolgt die Zugabe

von 0,1 M NaOH. Die Losung ist bei 4°C ungefahr 1 - 2 Monate haltbar.

Karnovsky-Stammlosung

10 %ige Paraformaldehyd-Losung
0,2 M Natriumcacodylat-Puffer
Kalziumchlorid, wasserfrei®
Karnovsky-Gebrauchslosung
Karnovsky-Stammlosung

2,5 %iges Glutaraldehyd’

Kontrastierungslosung

2 %ige Osmiumtetroxid-Stammlosung

4 %iges Osmiumtetroxid?

0,1 M Natriumcacodylat-Puffer

3 %ige Kaliumferrocyanid-Stammlosung
Kaliumferrocyanid®

0,1 M Natriumcacodylat-Puffer

Die Losung ist nach Herstellung erst am néchsten Tag brauchbar.

20 ml
50 ml
0,05¢g

10 ml
1037 ml

2 ml
2 ml

03g
10 ml



IX. Verzeichnis der Gebrauchslosungen 229

1 %iges Osmiumtetroxid und 1,5 %iges Kaliumferrocyanid in 0,1 M Natriumcacodylat-
Puffer

2 %ige Osmiumtetroxid-Stammldsung 4 ml

3 %ige Kaliumferrocyanid-Stammldsung 4 ml
Polyembed

Poly/bed 8122 16 ml
DDSA’ 10 ml
NMA® 9 ml
DMP-30° 0,3-0,5ml

Farbung nach Richardson

1 %iges Methylenblau

Methylenblau' lg
Aqua dest. 100 ml
1 %iges Borax

Dinatriumtetraborat-decahydrat ® lg
Aqua dest. 100 ml

1 %iges Methylenblau und 1 %iges Borax werden 1:1 gemischt und dieses Gemisch daraufhin 1:1
mit 1 %igem Azur II' vermischt.

Bleizitrat-Losung nach Reynolds

Natriumzitrat Stock

Natriumzitrat® 357 ¢
Aqua dest. ad 100 ml
Bleinitrat Stock

Bleinitrat® 33,1¢g
Aqua dest. ad 100 ml

Bleizitrat-Losung

Aqua dest. 16 ml

Natriumzitrat Stock
Bleinitrat Stock

1 M NaOH’

Aqua dest.

Die Losung ist bei 4°C ungefdhr 3 Monate haltbar.

3 ml
2 ml
4 ml
ad 100 ml
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3. Fluoreszenzmikroskopie
3.1 Immunhistochemie

PBS-Puffer pH 7,4 - 7,6 (siche Toluidinblau-Féarbung)

3.2  Glykohistochemie

PBS-Puffer pH 7.4 - 7,6 (siche Toluidinblau-Féarbung)

Vorbehandlung mit Neuraminidase

Puffer 1: Natriumazetat-Puffer pH 5,5

Natriumazetat, wasserfrei' 13,6 g
Aqua demin. 11
Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt mit 10 %iger Essigséure’.

Puffer 2: Natriumazetat-Kalziumchlorid-Puffer pH 5,0

Natriumazetat, wasserfrei! 82¢g
Aqua demin. 11
Kalziumchlorid' 0,294 g

Die Einstellung des pH-Wertes erfolgt mit 1 M HCI bei 37 °C auf der Wérmeplatte.
Gebrauchsfertige Neuraminidase-Losung

Neuraminidase-Losung von Vibrio cholerae* 3ul
Puffer 2 1 ml

Die Temperatur muss immer iiber 37°C betragen, darf 40°C jedoch nicht {iberschreiten.

' Merck, Darmstadt

2 Polysciences Inc, Warrington, USA
3 Sigma-Aldrich, Deisenhofen

* Sigma-Aldrich, Steinheim

> Applichem, Darmstadt

% Reactifs Ral, Martillac

"Roth, Karlsruhe

¥ Serva, Heidelberg
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