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. EINLEITUNG

l. EINLEITUNG

Was war zuerst da: Die Henne oder das Ei? Dieses Rétsel konnte bis heute nicht
sicher gel6st werden. Fest steht jedoch, dass der Vorfahre unserer Haushiihner
das aus Asien stammende Bankivahuhn ist. Hihner wurden bereits vor 4000 bis
5000 Jahren domestiziert und gehéren somit zu den &ltesten Nutztieren der
Menschen. In der heutigen Zeit zhlen sie zu den am intensivsten genutzten
Haustieren. Durch moderne Zuchtmethoden entstanden hochleistungsfahige
Mast- und Legehybriden, um der steigenden Nachfrage nach Eiern und
HUhnerfleisch gerecht zu werden. Die wirtschaftliche Bedeutung von Hihnern
beruht jedoch nicht ausschlieBlich auf der Produktion von Eiern und Fleisch, auch
in der Forschung sind Hihner als Modellorganismus von Bedeutung.

Da die Leistungsfahigkeit eines Bestandes stark von der Gesundheit der Tiere
abhéngt, ist die Krankheitsdiagnostik und Prophylaxe von Infektionen von groBer
Bedeutung. Auf Grund der Tatsache, dass Voégel bis spat in den
Krankheitsprozess meist keine oder nur unspezifische Symptome zeigen, kann
die Blutuntersuchung nltzliche Einblicke in den Gesundheitsstatus der Tiere
geben und gilt als wichtiges, wenig invasives diagnostisches Hilfsmittel. Um
jedoch Abweichungen und damit eventuell zusammenhangende Erkrankungen
erkennen zu kdénnen, ist das Wissen Uber die normale Hamatologie gesunder
HUhner von Bedeutung. Im Jahre 1961 verfassten Lucas und Jamroz die erste
vergleichende Beschreibung der verschiedenen Huhnerblutzellen. Seitdem
untersuchten verschiedene Autoren zahlreiche Aspekte der Blutzellen des
Huhnes. Eine umfassende ultrastrukturelle und histochemische Untersuchung
der HUhnerblutzellen liegt bis heute jedoch nicht vor.

Das Ziel der vorliegenden Arbeit ist die ultrastrukturelle, glykohistochemische und
immunhistochemische Charakterisierung der Blutzellen des Huhnes und die
Gewinnung weiterer Erkenntnisse Uber deren genauen Aufbau. Zunachst gibt
eine Literaturibersicht einen Uberblick tber den aktuellen Forschungsstand und
bietet sogleich die Grundlage fir eine kritische Bewertung der eigenen Befunde.
AnschlieBend werden die Morphologie und die Ultrastruktur der Blutzellen
anhand lichtmikroskopischer und elekironenmikroskopischer  Methoden
dargestellt und analysiert. Mit Hilfe von markierten Pflanzenlektinen werden die
verschiedenen Zuckerstrukturen auf den Huahnerblutzellen ermittelt. Der
Nachweis spezifischer Antigene der Blutzellen sowie der zytoskelettalen
Elemente erfolgt mittels immunhistochemischer Methoden.



. EINLEITUNG

Die vorliegende Arbeit bietet einen Gesamtlberblick Uber die ultrastrukturellen
und histochemischen Eigenschaften der Huhnerblutzellen und steht somit im
Dienste weiterfihrender Forschung.
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II. LITERATURUBERSICHT

1. LITERATURUBERSICHT

1. Allgemeines zum Blut des Huhnes

Das Blut der Voégel unterscheidet sich vom Saugerblut hauptsachlich durch die
kernhaltigen Erythrozyten und Thrombozyten sowie durch die heterophilen
Granulozyten als Aquivalent zu den neutrophilen Granulozyten der Saugetiere.

Das Blut hat zahlreiche Aufgaben. Es fihrt Elektrolyte, Nahrstoffe, Atemgase
Wasser und Hormone zu den Koérperzellen und dient dem Abtransport der
Stoffwechselendprodukte zu den Ausscheidungsorganen (Jain, 1993). AuBBerdem
spielt es eine wichtige Rolle bei der Immunabwehr des Korpers, bei der
Gerinnung sowie bei der Aufrechterhaltung des Saure-Basen-Gleichgewichts und
der Kérpertemperatur (Sinowatz und Hees, 2006).

Das Blutvolumen der Vbégel betragt in etwa 6%-12% des Koérpergewichts
(Campbell und Ellis, 2007). Die Werte variieren je nach Spezies (Sturkie, 1976)
und Geschlecht. Dabei sind das Blutvolumen (6,3 £ 0,4 ml/100g KGW) und das
Plasmavolumen (4,4 + 0,3 ml/100g KGW) von den weiblichen Tieren der Rasse
Lohmann Selected Leghorn héher als das Blutvolumen (5,6 + 0,5 ml/100g KGW)
und das Plasmavolumen (3,1 £ 0,4 ml/100g KGW) der Hahne (Bond und Gilbert,
1958).

Huhner koénnen aufgrund einer schnellen Mobilisation von extrazellularer
FlUssigkeit einen groBen Blutverlust besser tolerieren als Saugetiere (Ploucha et
al., 1981). Die Menge der mobilisierten Flissigkeit betragt wéhrend den ersten 90
Minuten nach dem Blutverlust bei Hihnern 13-17% des Ausgangsblutvolumens
und ist damit doppelt so hoch wie beim Hund (Hebert et al., 1989).

Das Blut setzt sich aus einem zellularen Anteil, den Blutzellen und einem
flissigen Anteil, dem Blutplasma, zusammen (Sinowatz und Hees, 2006). Der
zellulare Anteil des Blutes besteht aus den Erythrozyten, den Thrombozyten
(Spindelzellen) und den Leukozyten. Die Leukozyten werden unterteilt in die
Lymphozyten, Monozyten und heterophilen, eosinophilen und basophilen
Granulozyten. Das Blutplasma besteht im Wesentlichen aus Wasser und
Proteinen (Sinowatz und Hees, 2006), wobei der aviare Plasmaproteingehalt weit
unter dem Wert des Menschen liegt (Prinzinger und Misovic, 1994). Das
Plasmaprotein setzt sich in erster Linie aus verschiedenen Gerinnungsfaktoren

und Immunglobulinen zusammen (Jain, 1993). AuBerdem sind im Plasma
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II. LITERATURUBERSICHT

zahlreiche weitere Stoffe wie Kohlenhydrate, stickstoffhaltige Nichtproteine,
Lipide, Fettsduren, Hormone, Enzyme, anorganische Bestandteile und Elektrolyte
in Lésung (Prinzinger und Misovic, 1994). Végel weisen aufgrund ihres hohen
Energieumsatzes einen ungeféahr doppelt so hohen Blutglukosewert wie
Séaugetiere auf (Prinzinger und Misovic, 1994).

Voégel haben einen mittleren Hamatokritwert von 45 £ 7,1%. Die Werte reichen
von 25% bei einem jungen weiblichen Haushuhn bis zu 62% bei der Taube
(Prinzinger und Misovic, 1994). Dabei ist der Hamatokritwert mannlicher
Haushihner (40,8%) hdher als der der weiblichen Tiere (25,5%) (Prinzinger und
Misovic, 1994). AuBerdem haben kleine Vogelarten mit einem hohen
Stoffwechsel einen héheren Hamatokritwert als groBe Arten. Somit verhalt sich
der Hamatokritwert proportional zum Stoffwechsel (Prinzinger und Misovic,
1994).

Die verschiedenen Blutwerte werden nicht nur von Faktoren wie Geschlecht,
Stoffwechsel und Spezies beeinflusst. Auch der Einfluss von Alter, Jahreszeit,
Tageszeit, Erndhrung, Fortpflanzung, Krankheit und Erregungszustand spielen
eine Rolle (Jain, 1993). So sind zum Beispiel jahreszeitliche Veranderungen des
Blutbildes, wie z.B. der Erythrozytenzahl, des Hamatokritwerts, der
Lymphozytenzahl und der Heterophilenzahl (DobsSinsky und DobSinska, 1976)
und tageszeitliche Schwankungen der Lymphozyten, Monozyten und
heterophilen Granulozyten bekannt (Maxwell, 1981). Bei Hihnern sind dartber
hinaus die Erythrozytenzahl und der Hamatokritwert in der Dunkelheit héher als
in der Helligkeit (Zhou et al., 1998). Auffallend sind auch die Altersunterschiede
der Referenzwerte. Die  Erythrozytenzahl, der Hamoglobinwert und der
Hamatokritwert sind in der Regel bei jungen Vdgeln niedriger als bei adulten
(Jain, 1993; Howlett et al., 2002). AuBerdem haben untererndhrte Greifvdgel
niedrigere Hamatokrit- und Plasmaproteinwerte als gut genahrte Vigel (Ferrer et
al., 1987). Generell sind Blutvolumen, Plasmavolumen, Erythrozytenvolumen und
Hamoglobinkonzentration bei Wasservégeln in Relation zum Kérpergewicht
héher als bei Nichtwasservégeln (Bond und Gilbert, 1958).

12
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2. Beschreibung der einzelnen Blutzellen

2.1, Erythrozyten

2.1.1. Allgemeines

Die Anzahl der kernhaltigen Erythrozyten im Blut der Végel betragt im
Durchschnitt 3,30 + 1,12 x 10%ul (Prinzinger und Misovic, 1994). Bei Hiihnern
betragt die Erythrozytenzahl beim weiblichen Tier 2,7-3 x 10%ul und beim
méannlichen Tier 3,2-3,8 x 10%ul (Hodges, 1977). Testosteron bewirkt einen
Anstieg der Erythrozytenzahl im Vogelblut, wihrend Ostrogen ein Absinken
bewirkt. Letzterer Effekt liegt vermutlich an einer Anderung der
Knochenmarksaktivitdt (Taber und Davis, 1943; Hebert et al., 1989). Die
mannlichen Tiere der Rasse Lohmann Selected Leghorn haben zudem ein
héheres Erythrozytenvolumen und eine héhere Hamoglobinkonzentration als die
Hennen (Bond und Gilbert, 1958). Auch das Alter beeinflusst die
Erythrozytenzahl und den Hamoglobinwert. Bei jungen Végeln sind letztere in der
Regel niedriger als bei den adulten (Jain, 1993; Howlett et al., 2002). AuBerdem
nimmt die Erythrozytenzahl mit zunehmender KoérpergréBe ab, wahrend das
Volumen der Erythrozyten zunimmt (Prinzinger und Misovic, 1994). Das
Erythrozytenvolumen korreliert mit dem Sauerstoffbedarf der Vogel: Kleinere
Erythrozyten kénnen effektiver Sauerstoff transportieren als groBe Erythrozyten
(Prinzinger und Misovic, 1994). Darlber hinaus ist die Erythrozytenzahl bei
steigendem Energiebedarf, wie z.B. bei Zugvbgeln oder bei Kalte erhdht
(Prinzinger und Misovic, 1994).

Die Lebensdauer der Erythrozyten des Haushuhnes betragt 28-35 Tage (Sturkie,
1986) und liegt damit weit unter der Lebensdauer der Erythrozyten der
Saugetiere. Dies ist auf einen doppelt so hohen Stoffwechsel der kernhaltigen
Zellen und auch auf den héheren Stoffwechsel und die héhere Kérpertemperatur
der Vogel zurlckzuflhren (Prinzinger und Misovic, 1994). Aviare Erythrozyten
verbrauchen bei Raumtemperatur das Sieben- bis Zehnfache an Sauerstoff als
die Saugererythrozyten (Lumeij, 1987). Darlber hinaus besitzt der aviare
Erythrozyt eine geringere Deformierbarkeit und eine héhere Konzentration an
freiem zytoplasmatischem H&moglobin als die Erythrozyten der S&ugetiere
(Smith et al., 2000).
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2.1.2. Morphologie

Die Erythrozyten der Hihner sind abgeflachte, ovale Zellen mit einem zentralen,
elliptischen Zellkern. Die GrdBe der Vogelerythrozyten betragt je nach Spezies
10-18 x 5-7 x 2,4-3,8 um. Die MaBe des Zellkerns variieren mit Werten von 5-7 x
2,5 x 1,5-2,5 ym (Prinzinger und Misovic, 1994). Somit sind die Erythrozyten der
Végel, verglichen mit denen der Reptilien und Amphibien, die kleinsten
kernhaltigen Erythrozyten (Prinzinger und Misovic, 1994).

Mit einem Anteil von bis zu 5% der Gesamterythrozytenpopulation finden sich
unreife Erythrozyten im zirkulierenden Blut (Campbell und Ellis, 2007). Sie farben
sich eher basophil an und besitzen einen runderen Zellkern mit weniger stark
kondensiertem Chromatin (Campbell und Dein, 1984; Campbell, 1988; Campbell
2004). Sehr selten sind im Vogelblut auch zellkernlose Erythrozyten
(Erythroplastid) zu finden (Canfield, 1998).

Lichtmikroskopisch stellen sich im Zytoplasma der Erythrozyten in Zellkernnahe
meist ein paar rétlich-braune Kérperchen dar (Forkner, 1929). AuBerdem férben
sich mit Janusgrin fast immer einige blaulich-grine stabchenférmige
Mitochondrien an (Forkner, 1929).

Elektronenmikroskopisch ist in den Erythrozyten ein gleichmaBiger Zellkern mit
einem weiten perinukledren Raum zu erkennen (Schumacher, 1965). In einem
sehr geringen Anteil der Zellkerne der Hihnererythrozyten finden sich unter dem
Elektronenmikroskop granulare Komplexe. Hierbei handelt es sich um einen
amorphen Bereich, in dem sich etliche groBe Granula (ca. 30 nm) befinden. Die
Aufgabe dieser granularen Geflige ist vermutlich die Speicherung von Stoffen,
die in inaktiven Erythrozytenzellkernen nicht mehr gebraucht werden (Pearson
und Davies, 1982). Im Zytoplasma der Erythrozyten stellen sich
elektronenmikroskopisch Mitochondrien, Komponenten des Zytoskeletts und bei
juvenilen Erythrozyten auch vereinzelt Ribosomen dar (Schumacher, 1965;
Harris und Brown, 1971; Barrett und Dawson, 1974; Hodges, 1977).
Hauptbestandteil der Erythrozyten ist mit 60-90% der Trockensubstanz das
Hamoglobin. Im Kern liegt weniger als 1% des Gesamthamoglobins vor (Davies,
1961; Prinzinger und Misovic, 1994).

2.1.3. Aufgaben

Die Hauptfunktion der Erythrozyten ist der Transport von Sauerstoff (Passantino
et al, 2007). Dabei besitzt das aviare Hamoglobin ein geringeres
Sauerstoffbindungsvermégen als das der Saugetiere (Hebert et al., 1989). Durch
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die niedrigere Affinitdt zum Sauerstoff kann dieser schneller an das Gewebe
abgegeben werden (Coates, 1975). Die Sauerstoffbindungsaffinitat ist beim
Vogel durch den pH-Wert des Blutes reguliert (Isaacks et al., 1980). Die
Erythrozyten sind aber nicht nur fir den Transport von Sauerstoff verantwortlich,
bei Hiihnern kénnen sie auch durch die Freisetzung von Zytokinen bei manchen
Immunantworten unterstitzend mitwirken (Passantino et al., 2007). Da die
aviaren Erythrozyten einen Zellkern besitzen, sind sie nicht wie die kernlosen
Saugererythrozyten auf die anaerobe Glykolyse angewiesen, sondern kénnen
Fette und Proteine aerob verstoffwechseln (Hazelwood, 1986).

2.2. Thrombozyten

2.2.1. Allgemeines

Die kernhaltigen aviaren Thrombozyten, auch als Spindelzellen bezeichnet, sind
nach den Erythrozyten die zweithaufigsten Blutzellen im Vogelblut (Campbell und
Ellis, 2007). Sie entsprechen funktionell den Blutplattchen der Saugetiere (Lucas
und Jamroz, 1961). Im Blutausstrich liegen die Thrombozyten einzeln oder
gelegentlich auch in Gruppen von mehreren aggregierten Zellen vor (Forkner,
1929; Jain, 1993). Die Lebensdauer eines Huhnerthrombozyten ist sehr kurz, sie
betragt in vitro nur ein paar Stunden (Lam, 1997).

Die Thrombozytenzahl der Végel betréagt zwischen 20.000 und 30.000 pro pl Blut
(Fox und Solomon, 1981; Campbell, 1995). Andere Autoren geben
Thrombozytenzahlen bis zu 40.000 pro ul Blut an (Jain, 1993; Prinzinger und
Misovic, 1994). Bei der Wachtel betragt der Wert bis zu 130.000 pro pl Blut
(Prinzinger und Misovic, 1994). Die genaue Thrombozytenzahl ist jedoch
schwierig zu ermitteln, da die Thrombozyten zur Aggregation neigen (Lucas und
Jamroz, 1961; Campbell, 1984; Zinkl, 1986). Bei der Zahl der Thrombozyten sind
beim Huhn keine Altersunterschiede zu erkennen (Janzarik, 1981; Prinzinger und
Misovic, 1994). Jedoch haben weibliche Hihner im Schnitt eine hdhere
Thrombozytenzahl als die mannlichen Tiere (Janzarik, 1981).

2.2.2. Morphologie

Die Thrombozyten der Vdgel sind kleine, runde bis ovale Zellen. lhre GroéBe
betragt 6-10 x 4-7 ym (Prinzinger und Misovic, 1994), bzw. 3-5 x 2-4,5 ym (Wirth,
1950). Die aviaren Thrombozyten besitzen einen rundlichen bis ovalen Zellkern
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mit dicht gepacktem Chromatin (Lucas und Jamroz, 1961; Campbell, 1984). Die
MaBe des Nukleus werden mit 3,4 x 2 ym angegeben (Schumacher, 1965).

Das Zytoplasma der Thrombozyten stellt sich lichtmikroskopisch farblos bis
hellgrau dar. Im Gegensatz dazu haben die kleinen Lymphozyten ein
basophileres und weniger umfangreiches Zytoplasma und kénnen so von den
Thrombozyten differenziert werden (Maxwell, 1974; Campbell und Ellis, 2007). Im
Zytoplasma der Spindelzellen befinden sich  zahlreiche  Vakuolen
unterschiedlicher Gr6Be und Formen, aufgrund derer letzteres netzartig, bzw.
blasig erscheinen kann (Grecchi et al., 1980). Die Vakuolen kommen vor allem
bei aktivierten oder phagozytierenden Thrombozyten vor (Fox und Solomon,
1981). Haufig enthalt das Zytoplasma an den Zellpolen auBerdem kleine
spezifische, eosinophile Granula (Campbell und Ellis, 2007).

Die Thrombozyten der Végel reagieren mit der Grimelius-Farbemethode und bei
der Periodic acid Schiff (PAS)-Reaktion positiv (Swayne et al., 1986). Sie
enthalten demnach Serotonin und komplexe Kohlenhydrate, wie z.B. Glykogen.
Bei einer Aktivierung der Thrombozyten neigen diese zur Aggregation und zeigen
eine unregelméaBige Zelloberflaiche mit Pseudopodien, eine Degranulation ihrer
spezifischen Granula oder einen pyknotischen Zellkern (Lucas und Jamroz,
1961; Carlson et al., 1968; Janzarik, 1981; Canfield, 1998; Latimer und Bienzle,
2000; Campbell und Ellis, 2007). Im Falle eines erhdhten
Thrombozytenverbrauches kdénnen im zirkulierenden Blut zudem unreife
Zellformen zu finden sein. Sie sind gréBer und haben ein basophileres
Zytoplasma (Canfield, 1998).

Die Zellorganellen der Spindelzellen befinden sich meist in der Néhe der
Zellkernmembran (Maxwell, 1974). Elektronenmikroskopisch sind im Zytoplasma
der Hihnerthrombozyten Vakuolen, endoplasmatisches Retikulum, kleine
Mitochondrien, ein deutlich ausgebildeter Golgi-Apparat, Lysosomen, zahlreiche
Vesikel, ein paar freie Ribosomen und einzelne elektronendichte glykogenhaltige
Granula zu erkennen (Schumacher, 1965; Sweeny und Carlson, 1968; Carlson et
al., 1968; Maxwell, 1974). Die Vakuolen werden von einem osmiophilen,
unregelmaBig verteilten Material begrenzt (Schumacher, 1965). Manche gréBere
Vakuolen beinhalten elektronendichtes Material (Maxwell, 1974). AuBerdem sind
gelegentlich Glykogenrosetten und sehr selten kleine fettdhnliche Tropfen im
Zytoplasma vorhanden (Maxwell, 1974). Ein charakteristisches Merkmal der
Thrombozyten ist weiterhin ein Bindel von Mikrotubuli unterhalb der
Zellmembran (Maxwell, 1974; Grecchi et al.,, 1980). Darlber hinaus sind
ultrastrukturell zytoplasmatische Einschlisse zu erkennen. Sie stellen sich als
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vielschichtige Myelin-dhnliche Gebilde und elektronendichte blaschenférmige
Kérperchen dar (Sweeny und Carlson, 1968; Carlson et al., 1968; Grecchi et al.,
1980). Bei den elektronendichten bldschenférmigen Kérperchen handelt es sich
vermutlich um die spezifischen, eosinophilen Granula, die unter dem
Lichtmikroskop erkennbar sind (Sweeny und Carlson, 1968). Sie erscheinen
elektronenmikroskopisch nicht homogen, sondern zunachst als Ansammlung von
mehreren kleinen Granula (Campell und Ellis, 2007). Nach ihrer Degranulation
hinterlassen sie die blaschenférmigen Gebilde im Zytoplasma (Sweeny und
Carlson, 1968; Kuruma et al., 1970). Die spezifischen Granula beinhalten in
erster Linie Serotonin (5-Hydroxytryptamin) (Hodges, 1977) und entsprechen den
sdense bodies" der Sauger (Kuruma et al., 1970).

Der Zellkern der Thrombozyten weist unter dem Elektronenmikroskop eine
ungleichmaBige Verteilung des Kernchromatins auf. Dabei ist das
Heterochromatin umfangreicher vertreten als das Euchromatin. In den
Verdichtungszonen des Chromatins befinden sich runde bis ovale Aufhellungen
(Schumacher, 1965; Maxwell, 1974). AuBerdem ist die auBere Kernmembran
deutlich gewellt (Schumacher, 1965).

2.2.3. Aufgaben

Die aviaren Thrombozyten bilden durch Aggregation und Adhasion einen
primaren Thrombus und nehmen dabei dieselbe Funktion ein wie die
Blutplattchen der Saugetiere (Lucas und Jamroz, 1961; Edmonds, 1968;
Bounous und Stedman, 2000). Dabei verlauft die Hamostase beim Vogel
wesentlich schneller als beim Sauger (Stopforth, 1970; Prinzinger und Misovic,
1994). Bereits zehn Sekunden nach der GeféaBlasion erfolgt in vivo die Bildung
von Fibrin (Belleville et al., 1982).

Die Spindelzellen spielen aber nicht nur eine bedeutende Rolle bei der
Blutgerinnung, sondern sind auch bei der unspezifischen Immunabwehr beteiligt,
da sie zur Phagozytose fahig sind (Sweeny und Carlson, 1968; Wigley et al.,
1999). Dabei scheint die Phagozytose die Thrombenbildung nicht stérend zu
beeinflussen  (Edmonds, 1970). Licht- und elektronenmikroskopische
Untersuchungen haben gezeigt, dass die HUhnerthrombozyten gram-positive
Bakterien und andere Bakterienstamme (Carlson et al., 1968; Wigley et al.,
1999), Newcastle disease Viren (Lam, 1997) und Fremdmaterialien, wie
kolloidalen Kohlenstoff, Latexpartikel und Farbstoffe phagozytieren kdnnen
(Carlson et al., 1968; Grecchi et al., 1980; Lam, 1997; Wigley et al., 1999). Dabei
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zeigen die Thrombozyten der HUhner eine geringere Phagozytoseleistung als die
heterophilen Granulozyten (Wigley et al, 1999). In phagozytierenden
Thrombozyten kommt es zu einem Anstieg der Sauerstoffradikalproduktion
(oxidativer Burst) (Wigley et al., 1999). Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen
wurde bei Huahnerthrombozyten auch nach der Bindung des monoklonalen
Antikdrpers 11C3 an das avidre Aquivalent des Thrombozyten-Integrins GPllb-
[lla entdeckt (Corbel et al., 1995). Ein Beleg fur die Phagozytoseleistung der
Thrombozyten sind auBerdem die saure-Phosphatase-positiven Lysosomen im
Zytoplasma der Zellen (Sweeny und Carlson, 1968; Taffarel und Oliveira, 1993).
Die Hihnerthrombozyten besitzen auBerdem einen C3b-Rezeptor (Bounous und
Stedman, 2000).

Des Weiteren sind die Hihnerthrombozyten in der Lage, Proteine =zu
synthetisieren. Darunter sind auch die Glykoproteine Ilb und llla, die wie bei den
humanen Blutplattchen auf der Zelloberflache der Thrombozyten sitzen (Kunicki
und Newman, 1985). Die kernhaltigen Zellen enthalten also hdchstwahrscheinlich
MRNA, die fir diese Proteine codiert (Kunicki und Newman, 1985).

2.3. Leukozyten

Die Leukozyten werden unterteilt in Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten.
Bei letzteren wird zwischen heterophilen, eosinophilen und basophilen
Granulozyten unterschieden.

Die Gesamtleukozytenzahl der Végel betragt 9-32 x 10%ul (Cray, 2000; Pollack
et al., 2005). Dabei ist die Leukozytenzahl abhangig von Geschlecht und Alter:
Bei weiblichen Végeln sind die Leukozytenzahlen héher als bei den méannlichen
Tieren (Prinzinger und Misovic, 1994) und juvenile Vogel weisen hdhere
Leukozytenzahlen auf als die adulten (Howlett et al., 2002). Aber auch Faktoren
wie zum Beispiel Stress, Handling, Mauser, Krankheit, Umweltbedingungen,
Fltterung, Haltung und Jahreszeit fuhren zu groBen Variationen der
Leukozytenzahlen innerhalb einer Spezies (Campbell, 1994).

2.3.1. Heterophile Granulozyten

2.3.1.1. Aligemeines

Im Blut der Végel kommen die heterophilen Granulozyten von den drei
Granulozytenarten am haufigsten vor. Beim Huhn machen sie 15-50% der
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Gesamtleukozyten aus (Cray, 2000; Pollack et al., 2005). Dabei schwankt die
Anzahl der heterophilen Granulozyten der Hiihner je nach Tageszeit (Maxwell,
1981; Cahyaningsih et al., 1990a), aber auch bei Stress oder Anstrengung kann
ihre Menge vorlbergehend erhdht sein (Latimer und Bienzle, 2000; Campbell,
2004).

Die heterophilen Granulozyten stellen das funktionelle Aquivalent zu den
neutrophilen Granulozyten der Saugetiere dar (Lucas und Jamroz, 1961). Die
Bezeichnung ,heterophil® resultiert aus der andersartigen Anfarbbarkeit der
Granula im Gegensatz zu denen der neutrophilen Granulozyten der Saugetiere
(Latimer und Bienzle, 2000).

2.3.1.2. Morphologie

Die heterophilen Granulozyten sind runde Zellen mit einem mittleren
Durchmesser von 10-15 uym (Prinzinger und Misovic, 1994). Gelegentlich kénnen
sie eine unregelméaBige Form und Pseudo- bzw. Lobopodien aufweisen (Maxwell,
1973).

Der Zellkern der heterophilen Granulozyten ist zwei- oder dreifach gelappt. Das
Chromatin erscheint grobkérnig. Oft wird der Nukleus zum Teil von den
zytoplasmatischen Granula Uberlagert (Campbell und Ellis, 2007).

Das Zytoplasma erscheint farblos und enthalt zahlreiche Granula, die sich mit
Romanowsky-Farbungen eosinophil zeigen. Bei der Periodic acid Schiff-Reaktion
reagieren die Granula negativ (Andreasen und Latimer, 1990). In der Regel sind
die zytoplasmatischen Granula stdbchenférmig, sie kénnen aber auch oval oder
rund sein (Campbell und Ellis, 2007). Die Granula kénnen, bedingt durch den
Farbevorgang oder bei akuten Entziindungsprozessen, gelegentlich auch
atypisch erscheinen und wenig angefarbt, teilweise herausgeldst oder
verschmolzen sein. Bei einer partiellen oder vollstandigen Degranulation wird der
Inhalt der Granula herausgeldst, so dass die runden zentralen Koérper der
primaren Granula zum Vorschein kommen. In solch einem Fall &hneln sie den
runden Granula der eosinophilen Granulozyten und kénnen mit diesen

verwechselt werden (Kelenyi und Nemeth, 1969; Latimer et al., 1988).

Selten kommen im Blutausstrich von gesunden Végeln auch unreife heterophile
Granulozyten vor. Sie haben ein basophileres Zytoplasma, einen
unsegmentierten Zellkern und unreife zytoplasmatische Granula (Campbell und
Ellis, 2007). Bei einer Immunantwort weisen die heterophilen Granulozyten
toxische Veranderungen auf. Morphologisch zeigen sich diese durch eine
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vermehrte  Basophilie des Zytoplasmas, zytoplasmatische Vakuolen,
degranulierte bzw. abnormale Granula, oder durch eine Degeneration des
Zellkerns (Campbell und Ellis, 2007).

Elektronenmikroskopische Untersuchungen zeigen priméare, sekundare und
tertidre Granula in den aviaren heterophilen Granulozyten (Daimon und Caxton-
Martins, 1977; Dieterien-Lievre, 1988). Sie unterscheiden sich in ihrer Form,
GroBe und Osmiophilie (Maxwell, 1973). Die spindelférmigen, primaren Granula
kommen mit einem Anteil von 48,3% am haufigsten vor. Sie erscheinen
elektronendicht und haben eine GréBe von 1,5 x 0,6 ym (Daimon und Caxton-
Martins, 1977). In der Mitte der priméren Granula ist regelm&Big ein runder,
elektronendichter Kérper zu erkennen (Maxwell, 1973; Campbell und Ellis, 2007).
Die ovalen sekundaren Granula treten mit 24,7% weniger zahlreich auf und sind
mit einem Durchmesser von 0,5 ym kleiner als die primaren Granula (Daimon
und Caxton-Martins, 1977). Sie sind weniger elekironendicht und enthalten
exzentrisch gelegenes filamentdses Material (Campbell und Ellis, 2007). Die
tertiaren Granula machen 27% der gesamten Granula aus. Sie sind mit einem
Durchmesser von 0,1 um die kleinste Granulaart. Sie haben einen
elektronendichten Kern, der von einem elektronendurchldssigen Bereich
umgeben wird (Daimon und Caxton-Martins, 1977). Im Zytoplasma der
heterophilen Granulozyten der Hihner sind auBerdem ein gut ausgepragter
Golgi-Apparat, Mitochondrien, Glykogengranula und Vesikel zu erkennen
(Kriesten und Enbergs, 1969; Maxwell, 1973).

2.3.1.3. Aufgaben

Die heterophilen Granulozyten entsprechen funktionell ihrem Aquivalent im
Séugerblut. Wie die neutrophilen Granulozyten sind auch die heterophilen
Granulozyten der VAgel maBgeblich an der Phagozytose und Beseitigung von
Bakterien, Zelltrammern und Fremdpartikeln aus dem zirkulierenden Blut und
Gewebe Dbeteiligt (Topp und Carlson, 1972). Sie wandern bei
Entzindungsprozessen aktiv in das Gewebe aus (Harmon, 1998) und migrieren
dort entlang eines chemischen Gradienten an den Ort der Entziindung, um die
Erreger abzutéten (Claver und Quaglia, 2009). Die heterophilen Granulozyten der
Vogel wirken auBerdem bei der Immunabwehr von viralen und parasitaren
Infektionen mit (Rose et al., 1979; Lam et al., 1996) und sind zudem in der Lage,
Hefen zu phagozytieren und abzutéten (Brune et al., 1972). Dabei zeigen die
heterophilen Granulozyten eine geringere Phagozytoseleistung als die
neutrophilen Granulozyten der Menschen und Hunde (Brooks et al., 1996), sind
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aber bei der Phagozytose und Zerstérung von Bakterien leistungsféahiger als die
aviaren Monozyten (Stabler et al., 1994). In der Lunge und in den Luftsacken der
Végel gewahrleisten die heterophilen Granulozyten die priméare zellulare Abwehr
gegen eindringende Krankheitserreger, da dort keine Makrophagen angesiedelt
sind (Harmon, 1998).

Die heterophilen Granulozyten zerstéren Mikroorganismen anhand von
bakteriziden oxidativen und nichtoxidativen Mechanismen (Campbell und Ellis,
2007). Da die heterophilen Granulozyten der Hihner keine alkalische
Phosphatase, Katalase und Myeloperoxidase fir die sauerstoffabhangige
Abtétung von Erregern enthalten (Brune und Spitznagel, 1973; Dri et al., 1978;
Andreasen und Latimer, 1990), beruht ihre antimikrobielle Aktivitat jedoch in
erster Linie auf nichtoxidativen Mechanismen (Andreasen und Latimer, 1990;
Stabler et al., 1994). Dennoch verbrauchen sie Sauerstoff und produzieren freie
Sauerstoffradikale und Wasserstoffperoxid (Campbell, 2004), wenn auch in
einem geringeren Umfang als die neutrophilen Granulozyten der Saugetiere (Dri
et al,, 1978; Brooks et al., 1996). Die sauerstoffunabhangige Abtétung der
Mikroorganismen erfolgt mittels Lysozymen, kationischen antimikrobiellen
Peptiden und sauren Hydrolasen, wie zum Beispiel Kathepsin, saure
Phosphatase und Arylsulfatase (Osculati, 1970; Brune und Spitznagel, 1973;
Ericsson und Nair, 1973; Daimon und Caxton-Martins, 1977; Evans et al., 1994;
Harmon, 1998; Maxwell und Robertson, 1998).

2.3.2. Eosinophile Granulozyten

2.3.2.1. Aligemeines

Beim Huhn machen die eosinophilen Granulozyten 0-16% der Gesamtleukozyten
aus (Cray, 2000; Pollack et al., 2005). Im Gegensatz zu den Lymphozyten,
Monozyten und heterophilen Granulozyten unterliegt die Anzahl der eosinophilen
Granulozyten beim Huhn keinen tageszeitlichen Schwankungen (Maxwell, 1981).

2.3.2.2. Morphologie

Die aviaren eosinophilen Granulozyten sind runde bis unregelméaBig geformte
Zellen mit einem Durchmesser von 10-15 ym (Prinzinger und Misovic, 1994). Sie
besitzen einen meist zweigelappten Zellkern, der sich dunkler anfarbt als der
Zellkern der heterophilen Granulozyten. Das Zytoplasma zeigt sich im Gegensatz
zu dem farblosen Zytoplasma der heterophilen Granulozyten blaulich. Die
zytoplasmatischen Granula sind Ublicherweise rund, bei manchen Spezies, wie
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zum Beispiel Greifvogeln, aber auch oval oder langlich. Sie farben sich in der
Regel intensiv eosinophil, kbnnen mit Romanowsky-Farbungen aber auch farblos
bis blassblau erscheinen oder groB und geschwollen sein (Campbell und Ellis,
2007). Bei der Periodic acid Schiff-Reaktion und der Sirius-Red-Farbung
reagieren die eosinophilen Granulozyten positiv. Sie enthalten demnach
Glykogen und basische Polyaminoséuren (Santos et al., 2003).

Anders als die heterophilen und basophilen Granulozyten besitzen die
eosinophilen  Granulozyten  der  Huhner nur  einen  Granulatyp.
Elektronenmikroskopisch erscheinen die Granula in der Regel rund bis oval, mit
einem Durchmesser von 0,25-1,0 ym und einem elektronendichten, homogenen
Inhalt (Daimon und Caxton-Martins, 1977; Maxwell, 1978). Sie kénnen auch tief
eingekerbt, halbomondférmig oder vakuolisiert sein (Maxwell und Siller, 1972;
Maxwell, 1978). Im Gegensatz zu den Gansevogeln besitzen die eosinophilen
Granula der HUhner keinen kristallinen Kern (Maxwell, 1978; Maxwell, 1986;
Dieterien-Lievre, 1988). Ein zentraler runder Kérper, wie er bei den heterophilen
Granula elektronenmikroskopisch zu finden ist, fehlt bei den eosinophilen
Granulozyten ebenfalls (Bounous und Stedman, 2000). Andere Autoren
beschreiben ultrastrukturell zwei Arten von Granula: Die groBen, kugelférmigen
primaren Granula als Vorstufen der kleineren, stabchenférmigen spezifischen
Granula (Campbell und Ellis, 2007). Ultrastrukturelle Untersuchungen der
eosinophilen Granulozyten zeigen auBerdem einen deutlichen Golgi-Apparat,
raues endoplasmatisches Retikulum, Mitochondrien, freie Ribosomen und
Vesikel im Zytoplasma (Hodges, 1977; Santos et al., 2003).

2.3.2.3. Aufgaben

Zu den Aufgaben der avidren eosinophilen Granulozyten gehéren die
Phagozytose von Bakterien und Fremdpartikeln, die Regulierung von
allergischen Reaktionen und die Abtétung von Parasiten. Zudem zeigen sie eine
proinflammatorische Aktivitat (Maxwell, 1984; Maxwell und Burns, 1986; Latimer
und Bienzle, 2000). Die Abtétung der Endoparasiten erfolgt mittels Exozytose
von zytotoxischen Stoffen, wie dem Major Basic Protein (MBP), Peroxidasen,
Sauerstoffmetaboliten und H202-Halogenen (Jain, 1993).

Die eosinophilen Granulozyten zerstéren Mikroorganismen anhand von
oxidativen und nichtoxidativen Mechanismen. Im Gegensatz zu den
Myeloperoxidase-freien heterophilen Granulozyten enthalten die eosinophilen
Granulozyten Peroxidase flir die sauerstoffabhangige Abtdétung der Erreger
(Andreasen und Latimer, 1990). AuBerdem beinhalten die spezifischen Granula
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hohe Konzentrationen an argininreichen basischen Proteinen, wie dem Major
Basic Protein (MBP) sowie an Enzymen wie saurer Phosphatase und
Arylsulfatase (Dieterien-Lievre, 1988; Andreasen und Latimer, 1990). Bei den
Granula der eosinophilen Granulozyten handelt es sich demnach um Lysosomen
(Daimon und Caxton-Martins, 1977).

2.3.3. Basophile Granulozyten

2.3.3.1. Aligemeines

Die basophilen Granulozyten sind im Blut der Végel haufiger zu finden als bei
den Saugetieren (Campbell und Ellis, 2007). Sie machen im Hihnerblut einen
Anteil von 0-8% der Gesamtleukozyten aus (Cray, 2000; Pollack et al., 2005). Im
Gegensatz zu der Lymphozyten-, Monozyten- und heterophilen Granulozytenzahl
unterliegt die Anzahl der basophilen Granulozyten beim Huhn keinen
tageszeitlichen Schwankungen (Maxwell, 1981).

2.3.3.2. Morphologie

Die basophilen Granulozyten der Voégel sind runde Zellen mit einem
Durchmesser von 10-15 ym (Prinzinger und Misovic, 1994). Sie enthalten
rundliche, tief basophile oder metachromatische Granula, die den Zellkern haufig
Uberlagern. Die basophilen Granula kénnen bedingt durch den Farbevorgang
ganz oder teilweise ausgewaschen sein und als Vakuolen im Zytoplasma
erscheinen (Campbell und Ellis, 2007). Der Zellkern der avidren basophilen
Granulozyten ist ungelappt und rund bis oval (Latimer und Bienzle, 2000). Oft
liegt er exzentrisch in der Zelle (Maxwell, 1973).

Elektronenmikroskopisch sind im Zytoplasma der basophilen Granulozyten
zahlreiche Granula, ein Golgi-Apparat, Zentriolen, Mitochondrien, raues
endoplasmatisches Retikulum, Lipidtropfen und Glykogengranula zu erkennen
(Maxwell, 1973). Die zytoplasmatischen Granula haben einen Durchmesser von
0,1-0,8 pym und einen feingranuléaren Inhalt. In der Regel haben sie eine runde
Form, kdnnen aber auch Einkerbungen aufweisen. Im Allgemeinen kdnnen bei
Végeln drei verschiedene Arten von Granula unterschieden werden. Die
haufigste Granulaart ist elektronendicht und weist einen sehr kompakten Inhalt
auf. Die zweite Art hat einen weniger kompakten Inhalt und der Inhalt der dritten
Granulaart erscheint honigwabenartig (Maxwell, 1973). Beim Huhn gibt es
dagegen nur zwei verschiedene Granulatypen. Die Mehrzahl machen die Typ |-
Granula aus. Sie sind rund und haben einen Durchmesser von etwa 0,6 pym. |hr
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Inhalt ist je nach Reifegrad der Zelle von variabler Elektronendichte. Die runden
Typ ll-Granula sind seltener anzutreffen als erstere und nur 0,1 ym groB. Sie
weisen einen sehr elektronendichten, homogenen Inhalt auf. Diese kleinen
Granula stehen haufig in Kontakt mit den Typ I-Granula (Daimon und Caxton-
Martins, 1977).

2.3.3.3. Aufgaben

Die Aufgabe der basophilen Granulozyten der Végel ist bisher nicht vollstandig
bekannt. Da ihre zytoplasmatischen Granula jedoch Histamin enthalten,
entspricht ihre Funktion vermutlich der der basophilen Granulozyten der
Séugetiere und der Mastzellen (Dieterien-Lievre, 1988). Die aviaren basophilen
Granulozyten sind bei akuten Entzindungsreaktionen und
Hypersensibilitdtsreaktionen vom Soforttyp beteiligt (Carlson und Allen, 1969;
Fox und Solomon, 1981; Maxwell und Robertson, 1995) und spielen eine Rolle
bei der Abwehr gegen Ekto- und Endoparasiten (Ferris und Bacha, 1986;
Dusbabek et al., 1988). AuBerdem kdnnen die basophilen Granulozyten der
HUhner, im Gegensatz zu denjenigen der Saugetiere, Fremdmaterialien wie
kolloidalen Kohlenstoff phagozytieren (Dhodapkar et al., 1982). Basophile
Infiltrate in versuchsweise herbeigeflhrten Sarkomen zeigen zudem eine
Basophilen-assoziierte Tumortoxizitat (Burton und Higginbotham, 1966). Neben
Histamin enthalten die Granula Heparin, zinkhaltige Proteine und in einem
kleinen Anteil saure Phosphatase. Peroxidase und alkalische Phosphtase sind
nicht vorhanden (Daimon und Caxton-Martins, 1977; Sinowatz und Hees, 2006).

2.3.4. Lymphozyten

2.3.4.1. Aligemeines

Die Lymphozyten sind beim Huhn die am haufigsten vorkommenden Leukozyten
im zirkulierenden Blut. Sie machen 29-84% der Gesamtleukozyten aus (Cray,
2000; Pollack et al., 2005). Davon sind die T-Lymphozyten mit einem Anteil von
72% und die B-Lymphozyten mit einem Anteil von 14% vertreten (Nowak et al.,
1982). Im Blut befinden sich allerdings nur etwa 1% der Gesamtlymphozyten
(Lésch et al., 2000). Die Lymphozytenzahl unterliegt beim Huhn einem
Tagesrhythmus (Maxwell, 1981; Cahyaningsih et al., 1990b). AuBerdem haben
juvenile Végel mehr Lymphozyten als adulte (Howlett et al., 2002) und die
Lymphozytenzahl kann bei Végeln stressbedingt voribergehend erhéht sein
(Latimer und Bienzle, 2000; Campbell, 2004).
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2.3.4.2. Morphologie

Die avidren Lymphozyten sind Ublicherweise runde Zellen, kénnen aber auch
eine unregelmaBige Form aufweisen. Sie haben einen runden Zellkern, der
zentral oder exzentrisch in der Zelle liegt. Er besitzt stark kondensiertes
Chromatin und ist gelegentlich an einer Stelle leicht eingekerbt (Campbell und
Ellis, 2007). Die Lymphozyten haben ein hohes Zellkern-Zytoplasma-Verhaltnis.
Der schmale Zytoplasmasaum zeigt sich schwach basophil und ohne Vakuolen.
Ab und zu kann das Zytoplasma der avidren Lymphozyten deutliche azurophile
Granula (Campbell und Ellis, 2007) oder Pseudopodien aufweisen (Maxwell,
1974). Die Lymphozyten reagieren bei der Periodic acid Schiff-Reaktion positiv
(Raskin und Valenciano, 2000).

Im Blut der HUhner sind kleine, mittelgroBe und groBe Lymphozyten zu finden
(Bounous und Stedman, 2000). Die kleinen Lymphozyten sind runde Zellen mit
einem Durchmesser von 4-10 ym (Prinzinger und Misovic, 1994). lhr Zellkern
kann rund, oval, unregelmaBig oder eingekerbt sein (Maxwell, 1974). Er wird
umgeben von einem schmalen, basophilen Zytoplasmasaum (Bounous und
Stedman, 2000). Die mittelgroBen Lymphozyten sind rund bis oval (Maxwell,
1974) und haben ein umfangreicheres und manchmal schwéacher basophiles
Zytoplasma (Bounous und Stedman, 2000). Charakteristisch fir die mittelgroBen
Lymphozyten sind die elektronenmikroskopisch erkennbaren, ausgepragten
perinuklearen Zisternen und die, im Vergleich mit den anderen Leukozyten,
relativ geringe Menge an Zellorganellen (Maxwell, 1974). Selten sind im
Blutausstrich der Végel groBe Lymphozyten mit einem Durchmesser von 11-15
pum zu finden (Prinzinger und Misovic, 1994). Sie haben viel Zytoplasma und ihr
vergleichsweise blasser Zellkern variiert in der Form von rund Uber oval bis
abgewinkelt. Ihr Nukleus kann auch an einer Seite abgeflacht sein (Bounous und
Stedman, 2000). Die mittelgroBen und groBen Lymphozyten kénnen leicht mit
den Monozyten verwechselt werden (Campbell und Ellis, 2007). Die im
Zytoplasma der groBen Lymphozyten gelegentlich vorkommenden azurophilen
Granula sind jedoch grdoBer und farben sich intensiver an als die feinen,
eosinophilen Granula der Monozyten. AuBBerdem besitzen die Monozyten etwas
mehr Zytoplasma und einen blasseren Zellkern (Bounous und Stedman, 2000).

Reaktive Lymphozyten haben ein stark basophiles Zytoplasma und stark
kondensiertes Kernchromatin. Diese treten bei einer Antigenstimulation auf,
kénnen aber vereinzelt auch im normalen Vogelblut zu finden sein (Campbell und
Ellis, 2007). Selten sind Plasmazellen vertreten. Hierbei handelt es sich um

groBe B-Lymphozyten mit reichlich stark basophilem Zytoplasma, einem
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ausgepragten Golgi-Apparat und einem exzentrischen Zellkern (Campbell und
Ellis, 2007).

Elektronenmikroskopisch enthélt das Zytoplasma der aviaren Lymphozyten
Mitochondrien, raues endoplasmatisches Retikulum, Ribosomen, einen Golgi-
Apparat, Zentriolen, Mikrotubuli, pinozytotische Vesikel, Vakuolen mit einem
Durchmesser bis zu 0,1 um und elekironendichte Granula mit einem
Durchmesser von 0,1-1,0 ym. Selten sind auch Lipidtropfen zu erkennen
(Maxwell, 1974). Der Golgi-Apparat, die Zentriolen und die Mikrotubuli sind meist
gegeniber der Einkerbung des Zellkernes lokalisiert (Maxwell, 1974). Der
Zellkern besitzt ultrastrukturell viel Euchromatin, welches bei den mittelgroBBen
Lymphozyten haufig von einem schmalen Saum Heterochromatin umgeben wird.
Die kleinen Lymphozyten weisen eine gleichméaBige Verteilung des Chromatins
auf (Maxwell, 1974).

2.3.4.3. Aufgaben

Die Lymphozyten dienen in erster Linie der spezifischen Immunabwehr. Dabei
entsprechen die avidren Lymphozyten funktionell den S&ugerlymphozyten. Es
wird zwischen T-Lymphozyten, B-Lymphozyten und Natirlichen Killerzellen
unterschieden (Claver und Quaglia, 2009).

Die B-Lymphozyten besitzen auf ihrer Zelloberflache zahlreiche spezifische
zellmembransténdige Antikdrpermolekule, die B-Zell-Rezeptoren (B cell receptor
= BCR), gegen ein bestimmtes Antigen. Fremde, immunogene Strukturen
kénnen so gebunden und erkannt werden (Lésch et al., 2000). Nach der Bindung
an das Antigen werden die B-Lymphozyten zu Plasmazellen aktiviert und
produzieren spezifische humorale Antikérpermolekile gegen die fremden
Strukturen (Prinzinger und Misovic, 1994; Ldsch et al., 2000). Die T-Lymphozyten
sind fir die zellvermittelte Immunitat verantwortlich (Claver und Quaglia, 2009).
Es wird zwischen den CD4-positiven T-Helferzellen und den CD8-positiven
zytotoxischen T-Zellen unterschieden. Zu den Hauptaufgaben der T-Helferzellen
gehdrt die Hilfe flr antikbrperproduzierende B-Zellen sowie die Aktivierung von
Makrophagen. Diese Immunreaktionen werden durch die Produktion und
Freisetzung von verschiedenen Zytokinen induziert. Die wichtigste Funktion der
zytotoxischen T-Lymphozyten ist die Tétung von virusinfizierten Zellen (Lésch et
al., 2000). Gleichzeitig werden T- und B-Gedé&chtniszellen gebildet, die die
spezifische Immunreaktion speichern und bei einer erneuten Infektion mit
demselben Antigen eine beschleunigte und effektive Immunreaktion auslésen

(L6sch et al., 2000). Die natirlichen Killerzellen sind ein Teil des unspezifischen
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Abwehrsystems. Sie kénnen sowohl virusinfizierte Zellen als auch Tumorzellen
mittels zytotoxischen Faktoren abtéten (Lésch et al., 2000).

2.3.5. Monozyten

2.3.5.1. Aligemeines

Die Monozyten sind die grdoBten Leukozyten im Blutausstrich der Végel
(Campbell und Ellis, 2007). Sie machen beim Huhn 0-7% der Gesamtleukozyten
aus (Cray, 2000; Pollack et al., 2005). Dabei haben juvenile Végel hdhere
Monozytenzahlen als adulte (Howlett et al., 2002) und die Werte unterliegen
tageszeitlichen Schwankungen (Maxwell, 1981; Kondo et al., 1992).

2.3.5.2. Morphologie

Die Monozyten sind mit einem mittleren Durchmesser von etwa 14 pm
Ublicherweise die gréBten Leukozyten im zirkulierenden Blut der Végel
(Prinzinger und Misovic, 1994). Sie sind in ihrer Form sehr variabel. Es handelt
sich um runde bis amoéboide Zellen mit viel Zytoplasma und einem pleomorphen
Zellkern. Dieser kann rund, oval, bohnenférmig oder eingekerbt sein (Maxwell,
1974; Campbell und Ellis, 2007) sowie manchmal auch eine gelappte Form
aufweisen (Forkner, 1929; Canfield, 1998). Des Weiteren ist er eher blass und
besitzt locker kondensiertes Chromatin. Das blaugraue Zytoplasma erscheint
aufgrund der zahlreichen Vakuolen oft schaumig. Gelegentlich sind feine
zytoplasmatische eosinophile Granula oder Pseudopodien zu erkennen. Im
Zytoplasma der Monozyten sind haufig zwei Zonen zu unterscheiden — eine
hellere Zone um den Zellkern und eine dunklere periphere Zone (Campbell und
Ellis, 2007; Clark et al., 2009).

Das Zytoplasma der Monozyten und Makrophagen enthdlt zahlreiche
Zellorganellen, die sich haufig in der Nahe der Zellkerneinkerbung befinden
(Maxwell, 1974). Elektronenmikroskopisch zeigen sich ein ausgepragter Golgi-
Apparat, Zentriolen, Mikrotubuli, Mitochondrien, raues endoplasmatisches
Retikulum, zahlreiche Ribosomen und unterschiedlich viele Vesikel, Lipidtropfen
und Lysosomen (Maxwell, 1974; Dieterien-Lievre, 1988). AuBerdem sind kleine
elektronendichte Granula mit einem Durchmesser von 0,1-0,5 ym im Zytoplasma
verteilt (Maxwell, 1974). Des Weiteren sind Blndel von feinen, wellenférmigen
Filamenten zu erkennen, die sich parallel zu der Zellkernmembran erstrecken
(Maxwell, 1974). Die Zellmembran setzt sich aus Blaschen oder Filamenten
zusammen (Dieterien-Lievre, 1988). Im Zellkern ist das Euchromatin zentral und
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das Heterochromatin in der Peripherie lokalisiert (Maxwell, 1974).

2.3.5.3. Aufgaben

Die im Blut zirkulierenden Monozyten gehdéren zu dem sogenannten Monozyten-
Makrophagen-System. Zu den Aufgaben des Monozyten-Makrophagen-Systems
zahlen die Abwehr von Bakterien, Pilzen, Viren und Protozoen, sowie die
Phagozytose und Beseitigung von geschadigten, alten, virusinfizierten und
tumordsen Zellen (Latimer und Bienzle, 2000). Die Monozyten wandern nach
kurzer Zirkulation aus der Blutbahn in das umliegende Gewebe aus und
differenzieren sich dort zu Makrophagen (Harmon, 1990).

Die aviaren Monozyten erfullen eine Vielfalt von Funktionen. Zu ihren
Hauptaufgaben gehéren die Phagozytose und die Zerstérung von
eingedrungenen Krankheitserregern, Fremdpartikeln sowie Tumorzellen im
Rahmen der unspezifischen, zellularen Immunabwehr (Qureshi et al., 1986;
Qureshi und Miller, 1991; Prinzinger und Misovic, 1994; Stabler et al., 1994).
Dabei sind sie stark amoéboid beweglich (Prinzinger und Misovic, 1994).
Monozyten, die im zirkulierenden Blut phagozytiertes Material enthalten, werden
ebenfalls als Makrophagen bezeichnet. Diese Zellen sind in der Regel gréBer als
die normalen Monozyten (Canfield, 1998). Das phagozytierte Material wird in den
Makrophagen der Huhner mit hydrolytischen Enzymen wie Lysozymen und
saurer Phosphatase verdaut (Fox und Solomon, 1981). AuBerdem kdnnen sie
reaktive Sauerstoff- und Stickstoffverbindungen bilden (Sung et al., 1991;
Desmidt et al., 1996; Bounous und Stedman, 2000). Zu den Funktionen der
Monozyten zdhlen auBerdem die Sekretion von Prostaglandinen und Zytokinen,
die die Aktivitat von Lymphozyten und anderen Makrophagen regulieren (Bonney
und Davies, 1984; Kimball, 1990). Eine der wichtigsten Aufgaben der Monozyten
ist zudem ihre Rolle in der erworbenen Immunabwehr (Auger and Ross, 1992).
Sie spalten die phagozytierten Antigene und prasentieren die dabei
entstehenden Fragmente den T-Lymphozyten (Dieterien-Lievre, 1988; Losch et
al., 2000).
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3. Glykohistochemie

3.1. Allgemeines

Die Glykohistochemie ist ein Verfahren zum Nachweis von kohlenhydrathaltigen
Makromolekulen. Im Gegensatz zu den Ublichen histochemischen Farbungen far
Kohlenhydrate, wie zum Beispiel die Alcianblau-Farbung oder die PAS-Reaktion,
verfigen Lektine Uber eine ausgezeichnete Spezifitdt und kénnen Kohlenhydrate
selektiv darstellen (Sinowatz und Hees, 2006; Roth, 2011).

3.1.1. Definition und Herkunft der Lektine

Lektine sind kohlenhydratbindende Proteine. Sie weisen keine enzymatische
Aktivitdt an ihrem Liganden auf und unterscheiden sich von Antikérpern und
Sensor- bzw. Transportproteinen fur freie Mono- und Oligosaccharide (Gabius et
al., 2011).

Der Begriff ,Lektin“ wurde im Jahre 1954 von Boyd und Shapleigh eingefthrt. Er
ist von dem lateinischen Wort ,legere* fir ,auswahlen abgeleitet (Boyd und
Shapleigh, 1954; RuUdiger, 1978; Franz, 1990), da Lektine bestimmte
Kohlenhydrate spezifisch binden kénnen (McCoy, 1987). Besitzen sie die
Fahigkeit Zellen zu agglutinieren, werden sie auch als Agglutinine bzw.
Hamagglutinine, wenn es sich dabei um Erythrozyten handelt, bezeichnet.
Proteine aus Pflanzen, die Erythrozyten agglutinieren kdnnen, werden auch
Phytohdmagglutinine genannt (Gabius et al., 2011).

Lektine sind ubiquitare, natirlich vorkommende Proteine. Meistens handelt es
sich um Glykoproteine mit einem Kohlenhydratanteil von 2-50%. Lediglich ConA
und WGA enthalten keine Zucker, wahrend STA (Solanum tuberosum Agglutinin)
etwa zur Halfte aus Kohlenhydraten besteht (Ridiger, 1978; Ridiger, 1982).
Lektine kommen in Pflanzen, Mikroorganismen, Pilzen, Tieren und Menschen vor
(Lis und Sharon, 1973; Rudiger, 1978; Ridiger, 1982; Roth, 2011). Mehr als die
Halfte aller bekannten Pflanzenlektine stammt aus den Leguminosen
(Hulsenfrichte), gefolgt von den Araceae (Aronstabgewdachse), Cucurbitaceae
(Klrbisgewéachse) und Liliaceae (Liliengewéachse) (Rudiger und Gabius, 2009). In
den Pflanzen sind die Lektine in erster Linie in den Samen und anderen
Speicherorganen, wie Rinde, Wurzel, Knolle und Zwiebel enthalten. Daneben
kommen sie auch in geringerer Konzentration in den restlichen Pflanzenteilen vor
(Rudiger, 1978; Rudiger, 1982; Rudiger und Gabius, 2009). Intrazelluléar befinden
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sich die Pflanzenlektine in membranumhullten Proteinspeicherorganellen, den
sogenannten ,protein bodies”. Dort liegen sie gemeinsam mit Speicherproteinen,
Enzymen und Phytinsaure vor (Ridiger und Gabius, 2009).

3.1.2. Einteilung und Bindungseigenschaften der Lektine

So verschieden wie die Quellen der Lektine, so unterschiedlich ist auch ihre

individuelle Zuckerspezifitdt und somit ihr Reaktionsvermdégen mit den
verschiedenen Glykanen von zellularen Glykoproteinen und Glykolipiden
(McCoy, 1987; Roth, 2011). Die Bindung eines Lektins beruht jedoch nicht
ausschlieBlich auf der Interaktion mit einem Glykan, sie geht zusatzlich mit
hydrophoben und elektrostatischen Wechselwirkungen einher (Roth, 2011). Auch
die Art der Bindung und die folgenden Zuckerreste in einem Oligosaccharid sind
von Bedeutung (Wu et al., 2009). So sind viele Lektine scheinbar spezifisch fiir
ein Monosaccharid, reagieren aber mit verschiedenen Oligosaccharidketten, die

mit diesem Zucker enden, mit unterschiedlicher Affinitat (Wu et al., 2009).

Die Lektine kdnnen entsprechend ihrer so genannten nominalen Zuckerspezifitat
in Gruppen eingeordnet werden. Diese Klassifikation basiert auf Ergebnissen aus
Agglutinationsversuchen mit Hemmzuckern und ist folglich stark vereinfacht
(Roth, 2011).

Tabelle 1: Einteilung ausgewahlter Pflanzenlektine. Modifiziert nach Goldstein,
Poretz, Ridiger und Gabius (Goldstein und Poretz, 1986; Ridiger und Gabius,
2001; Rudiger und Gabius, 2009; Gabius et al., 2011)

Name des Lektins Herkunft Abk. Zuckerspezifitat
Concanavalin Canavalia ensiformis ConA
Agglutinin (Schwertbohne)
Lens culinaris Lens culinaris LCA D-Mannose und D-
Agglutinin (Speiselinse) Glukose
Pisum sativum Pisum sativum PSA
Agglutinin (Erbse)
- Arachis hypogaea i
Peanut Agglutinin (Erdnuss) PNA D-Galaktose
Ricinus communis Ricinus communis RCA

Agglutinin

(Rizinusbohne)
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Viscum album

Agglutinin (Mistel) R
e . ... . QGriffonia simplicifolia
Gr'ff‘i\”'alﬁ'{i’r‘ﬁ’r']'cl'fo“a (Afrikanische GSLI
99 Schwarzbohne)
Sophora japonica SIS O
e (Chinesischer SJA
AUl Schnurbaum)
N-Acetyl-D-
: . Galaktosamin
. . Dolichos biflorus
D°";\3h°lsu tti)rlfilr?rus (Afrikanische DBA
99 Pferdebohne)
Soybean Agglutinin Glycine max SBA
(Sojabohne)
Sambucus nigra ST D-Galaktose und N-
Agglutinin (e SN Acetyl-D-Galaktosamin
Holunder)
N-Acetyl-D-
Wheat germ Triticum vulgare WGA Glukosamin und N-
Agglutinin (Weizen) Acetyl-D-
Neuraminsaure
Ulex europaeus Ulex europaeus UEA | L-Fukose
Agglutinin | (Stechginster)
Phaseolus vulgaris  Phaseolus vulgaris PHA-E
Erythroagglutinin (Gartenbohne)
Phaseolus vulgaris  Phaseolus vulgaris i : :
Leukoagglutinin (Gartenbohne) Al Ollgeezeehil
Maackia amurensis  Maackia amurensis
Agglutinin | - (Asiatisches MAA |
Leukoagglutinin Gelbholz)

3.1.3.

Viscum album

Funktion und Anwendung der Lektine

Die biologische Bedeutung von Pflanzenlektinen kann in externe und interne
Funktionen eingeteilt werden (Ridiger und Gabius, 2001). Externe Funktionen
sind unter anderem der Schutz der Pflanzen vor Insekten, Pilzen und herbivoren
Tieren, sowie die Beteiligung bei der Symbiose zwischen den Pflanzen und
Bakterien (Rudiger und Gabius, 2009). Interne Aufgaben der Pflanzenlektine sind
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die Beteiligung an Keimungs- und Wachstumsprozessen, die Regulierung von
enzymatischen Aktivitaten, die Anordnung von Speicherproteinen und Enzymen
in den ,protein bodies” und Vermittlung des Kontakies zwischen den
Speicherproteinen und der Membran der ,protein bodies” (Rudiger und Gabius,
2009).

In ihren Anwendungsmdglichkeiten sind die Lektine sehr vielfaltig und werden als
nutzliche Instrumente in der Biochemie, Zellbiologie, Medizin und jungst auch in
der Chip-Technologie eingesetzt (Rladiger und Gabius, 2009). Ein
entscheidender Punkt flr die Verwendung der Pflanzenlektine ist ihre Stabilitat.
So kénnen sie in der Regel problemlos konjugiert werden, ohne dass ihre
Bindungseigenschaften beeinflusst werden (McCoy, 1987; Rudiger und Gabius,
2009). Um die Wechselwirkung der Lektine mit ihren Bindungsstellen der Zellen
mikroskopisch ~ sichtbar zu machen, koénnen sie an verschiedene
Markersubstanzen gekoppelt werden. So kdénnen sie direkt mit verschiedenen
Fluorochromen, Enzymen oder kolloidalen Goldpartikeln markiert werden oder fr
den indirekten Nachweis an beispielsweise Biotin gekoppelt werden, welches
anschlieBend anhand von markiertem Streptavidin sichtbar gemacht wird (Roth,
2011). Aufgrund ihrer Fahigkeit Kohlenhydratstrukturen selektiv zu binden, sind
sie ein bewahrtes Hilfsmittel fir den histochemischen Nachweis von Glykanen
und fir die Erstellung von Kohlenhydratprofilen von Zellen und Geweben (Lis und
Sharon, 1973; McCoy, 1987; Ridiger und Gabius, 2001; Roth, 2011). Auf diese
Weise kénnen krankheitsbedingte Veranderungen der
Kohlenhydratzusammensetzung der Zellen ohne weiteres festgestellt werden
(Radiger und Gabius, 2009). In der Immunologie ist ein weiterer
Anwendungsbereich einzelner Lektine die Stimulation der Mitose in
Lymphozyten, wobei hiervon in erster Linie T-Lymphozyten betroffen sind (Lis
und Sharon, 1973; Rudiger, 1981; Rldiger und Gabius, 2009). Diese mitogene
Eigenschaft, wie auch die lektinvermittelte Freisetzung von Mediatoren, weisen
auf ein therapeutisches Potential der Pflanzenlektine hin (Rudiger und Gabius,
2009). Auch in der Tumorforschung ist der Einsatz von Lektinen weit verbreitet
(Aub et al., 1963; Franz, 1990; Sharon und Lis, 2004).

3.2 Zuckerstrukturen und Lektinbindungsstellen auf den Blutzellen
des Huhnes

Oligosaccharide vermitteln, wie auch Proteine und Nukleinsauren, die
Speicherung und Weiterleitung von biologischer Information. Allerdings besitzen
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Oligosaccharide eine viel hdhere strukturelle Variabilitat (André et al., 2006). Die
Strukturvielfalt ist bedingt durch das Potential der Variabilitdt der
VerknUpfungspunkte der Zucker, der anomerischen Position und der RinggréBe
sowie durch die Ausbildung von Kettenverzweigungen (Gabius, 2008). Aus
dieser Kombinationsvielfalt ergibt sich die hohe Informationsspeicherkapazitat
der Kohlenhydrate (André et al., 2006). Sie bergen mit ihrer komplexen
raumlichen Gestalt spezifische Strukturinformationen (Lindhorst, 2000). Die
Lektine lesen und (bersetzen diese Information der Oligosaccharide in
biologische Informationen (André et al., 2006).

In Zellen und auf Zelloberflachen befinden sich zahlreiche Glykokonjugate, wie
Glykoproteine, Glykolipide und Proteoglykane (McCoy, 1987; Andrée et al., 2006).
Auf der Zelloberflache von eukaryotischen Zellen und Bakterien bilden die
Zuckeranteile der in der Zellmembran eingelagerten Glykoproteine und
Glykolipide eine Schicht aus Kohlenhydraten, die Glykokalyx (Bennett, 1963;
Silbernagl und Despopoulos, 2001; Jérns et al., 2003; Gabius et al., 2011).
Dieser Kohlenhydratanteil der Zellmembranen wird vorwiegend aus Galaktose,
Mannose, Fukose, Galaktosamin, Glukosamin, Glukose und Sialinsaure
zusammengesetzt (Djilali et al., 1987). Die Glykokonjugate der Zellen sind an
vielen biologischen Prozessen beteiligt (André et al., 2006). So spielt die
Glykokalyx eine wichtige Rolle bei der Vermittlung von Zell-Zell- und Zell-Matrix-
Wechselwirkungen, zum Beispiel bei verschiedenen Vorgangen der
Immunantwort (Sasmal et al., 2002; J6rns et al., 2003). Die terminalen
Kohlenhydratreste der Glykokalyx kdnnen anhand von Lektinen ermittelt werden
(Jérns et al., 2003).

Die Erythrozytenmembran der Hihner enthalt Glykophorine, die O- und N-
Glykane aufweisen. Ein typisches Merkmal dieser Sialoglykoproteine der
HUhnererythrozyten ist der hohe Gehalt an Mannose und der verhaltnismaBig
geringe Gehalt an N-Acetyl-Galaktosamin. Dies weist auf ein relativ hohes
Verhaltnis von N-Glykanen zu O-Glykanen, verglichen mit dem humanen
Glykophorin A, hin. Bei den Glykophorinen der Saugetiere handelt es sich um
reichlich O-glykosylierte Membran-Sialoglykoproteine, die einen sehr geringen
Gehalt an N-Glykanen aufweisen (Duk, 2000). Des Weiteren besitzen die
Plasmamembran und die Kernhdlle der Hihnererythrozyten eine starke Affinitat
zu ConA, was auf glukose- und mannosereiche Glykoproteine hinweist (Vidal,
1997; Moraes und Mello, 2006). Die Starke der Markierung mit ConA ist jedoch
pH-Wert abhangig. Bei einem pH-Wert von 6,5 farbt sich die Kernhlle intensiver
an, wahrend die ConA-Affinitat der Glykokalyx bei einem pH-Wert von 7,2 starker
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ist. Betragt der pH-Wert nur 5.0, ist generell mit einer schwacheren Bindung des
Lektins zu rechnen (Moraes und Mello, 2006). Vibrio cholerae (Serogruppe O1)
besitzt ein N-Acetyl-Glukosamin spezifisches Hamagglutinin, welches an diesen
Zucker in der Erythrozytenmembran der Hihner bindet. So konnte in Versuchen
durch eine Vorbehandlung des N-Acetyl-Glukosamin mit dem spezifischen Lektin
die Bindung von Vibrio cholerae an das Glykoprotein der Hihnererythrozyten
vollstandig gehemmt werden (Sasmal et al., 2002).

Rund 70% der Lymphozyten im peripheren Blut der Hihner sind PNA-positiv. Die
hohe Affinitdt von PNA beruht auf einer geringen Sialylierung der Glykokonjugate
auf den Lymphozyten, da nach der Abspaltung endsténdiger Sialinsdure auch die
zuvor PNA-negativen Zellen agglutinieren (Schauenstein et al., 1983). Auch die
Lektine ConA, WGA, RCA I, PHA-P (Phytohdmagglutinin) binden mit starker
Affinitét an die Lymphozyten der Hihner. UEA und GSL | binden hingegen nicht
an die peripheren Blutlymphozyten (Flower und Wilcox, 1981).

Im Thymus der HUhner binden Mannose und N-Acetyl-Glukosamin spezifische
Lektine an Makrophagen und an Lymphozyten in der Thymusrinde. ConA, LCA
und WGA binden schwach bis maBig an die T-Lymphozyten der T-Zell-Region.
Das N-Acetyl-Glukosamin spezifische Lektin DSA (Datura stramonium Agglutinin)
bindet stark an die Makrophagen in Thymusrinde und -mark (Jérns et al., 2003).
In der Bursa Fabricii binden LCA und WGA an Makrophagen. Ferner werden in
den Follikeln der Bursa Fabricii die B-Lymphozyten von ConA markiert (Jorns et
al., 2003). In der Milz der HUhner binden ConA, LCA, PNA und WGA an die B-
Lymphozyten und T-Lymphozyten (Jérns et al., 2003). Im Knochenmark der
Hihner bindet das Galaktose-spezifische Lektin PNA an heterophile
Granulozyten, Monozyten, basophile Granulozyten und kleine Lymphozyten.
Erythroide Zellen und sich entwickelnde Thrombozyten im Knochenmark zeigen
hingegen keine Affinitat zu PNA (Sorrell, 1988). Wéhrend der Kultivierung von
HUhnerthrombozyten zeigen diese eine zunehmende Exprimierung von Fukose-
und Galaktoseresten auf ihrer Zelloberflache, was sich durch eine steigende
Affinitat der Lektine UEA | und PNA darstellt (DaMatta et al., 1998).
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4, Immunhistochemie

4.1. Allgemeines

Die Immunhistochemie dient dem Nachweis von bestimmten antigenen
Makromolekilen in Zellen und Geweben (Sinowatz und Hees, 2006). Hierflr
werden antigenspezifische, an Markersubstanzen gekoppelte Antikérper
eingesetzt. Dabei wird zwischen der direkten und indirekten Immunmarkierung
unterschieden (Romeis, 2010). Bei der direkten Methode bindet ein markierter
Antikdrper direkt an das spezifische Antigen, wahrend bei der indirekten Methode
ein  markierter  Sekundarantikbrper an den zuvor aufgebrachten
antigenspezifischen Primérantikérper bindet (Sinowatz und Hees, 2006, Romeis,
2010). Die Markierung der Antikoérper erfolgt durch Koppelung an z.B.
Fluoreszenzfarbstoffe (Fluoreszeinisothiocyanat = FITC, etc.). Die Lokalisation
der gesuchten antigenen Strukturen wird so unter dem Fluoreszenzmikroskop
sichtbar (Sinowatz und Hees, 2006; Romeis, 2010).

4.2. Spezifische Antigene der T-Lymphozyten

Auf den Leukozyten der Végel kénnen durch immunzytochemische Methoden
insgesamt in etwa 30-40 verschiedene Antigene bestimmt werden (Ratcliffe et
al., 1993). In diesem Kapitel soll jedoch nur auf die Antigenstruktur der T-
Lymphozyten sowie deren Untergruppen naher eingegangen werden.

Die T-Lymphozyten tragen als charakteristisches Oberflachenmolekil den T-Zell-
Rezeptor (T cell receptor = TCR) zur Antigenerkennung, wobei zwischen dem
aB-TCR und dem y3-TCR unterschieden wird (Liebich, 2010). Uber die Funktion
der yd-T-Lymphozyten ist bisher wenig bekannt (Erf et al., 1998; Lésch et al.,
2000). Beim Huhn, wie auch beim Schaf, Rind und Schwein, sind die y&-T-
Lymphozyten (=TCR1-Lymphozyten) haufig vertreten, wahrend sie beim
Menschen und bei der Maus nur selten vorkommen (Sowder et al., 1988). Des
Weiteren gibt es beim Huhn zwei Typen von ap-T-Zell-Rezeptoren, den TCR2
und TCR3 (Erf et al., 1998). Die peripheren af-T-Zellen des Huhnes sind
entweder CD4- oder CD8-positiv, wahrend die yd-T-Zellen CD4- und CD8-
negativ sind (Sowder et al., 1988; Luhtala et al., 1993).

Die T-Lymphozten der Hihner tragen auBerdem verschiedene spezifische CD-
Moleklle (CD = cluster of differentation) (Sinowatz und Hees, 2006), wie CD3
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(Chen et al., 1986), CD4, CD8 (Chan et al., 1988) und CD 28 (Vainio et al., 1991;
Young et al., 1994) auf ihrer Zelloberflache. Das CD4-Molekil wird auf ca. 45%
der Lymphozyten und CD8 auf ca. 15% der Blutlymphozyten der Hihner
exprimiert (Chan et al., 1988). Das avidre CD8-Molekil liegt entweder als aof-
Heterodimer oder als aa-Homodimer vor (Chan et al., 1988; Raicliffe et al.,
1993). Dabei befindet sich das ap-Heterodimer auf der Mehrzahl der CD8-
Lymphozyten, wahrend das aa-Homodimer nur auf einem kleinen Teil der CD8-
Lymphozyten vorkommt (Ratcliffe et al., 1993). Das CD3-Molekil der Végel ist
stets mit dem T-Zell-Rezeptor assoziiert (Lésch et al., 2000). Sie bilden
zusammen den so genannten T3/TCR-Komplex (Chen et al., 1986).

Charakteristische Oberflachenantigene der T-Lymphozyten sind des Weiteren
chT1, chTw5, chT6, chT7, chTw9, chTw10 und chT11 (Chen et al., 1984;
Schauenstein et al., 1988; Lee und Tempelis, 1992; Haury et al., 1993; Ratcliffe
et al., 1993).

4.3. Zytoskelett der Vogelblutzellen

4.3.1. Allgemeines

Das Zytoskelett ist ein aus feinen Proteinfilamenten und -réhrchen bestehendes
Netzwerk im Zytoplasma der Zelle (Schréder und Diener, 2000). Es wird im
Wesentlichen aus drei verschiedenen Arten von Proteinstrukturen aufgebaut: den
Aktinfilamenten, den Mikrotubuli und den Intermediarfilamenten. AuBerdem sind
zahlreiche Proteine vorhanden, die diese Zytoskelettelemente untereinander
verflechten (Liebich, 2010).

Aktinfilamente haben einen Durchmesser von 6-8 nm und machen in etwa 20%
des Gesamtproteins in einer Zelle aus (Liebich, 2010). Sie setzen sich aus G-
Aktin (globularem Aktin) und F-Aktin (filamentésem Aktin) zusammen (Holmes et
al., 1990; Richelme et al., 1996). Die Mikrotubuli sind Proteinzylinder mit einem
Durchmesser von 25 nm und einer Léange von bis zu mehreren Mikrometern. Sie
bestehen aus dem Polypeptid Tubulin, welches sich wiederum aus den
Untereinheiten a- und B-Tubulin zusammensetzt. Mikrotubuli sind sehr labil und
kénnen schnell und dynamisch auf- und abgebaut werden (Liebich, 2010). Die
Intermediéarfilamente sind stabile Polypeptidketten mit einem Durchmesser von 8-
10 nm, die im Zytoplasma entlang von Zug- und Drucklinien meist parallel
zueinander verlaufen. Sie werden in die Keratinfilamente, Desminfilamente,
Vimentinfilamente, Neurofilamente und Gliafilamente unterteilt (Lazarides, 1980)
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und besitzen je eine unterschiedliche Gewebespezifitat. Vimentin etwa, kommt in
mesenchymalen Zellen und Zellen mit mesenchymaler Herkunft vor (Lazarides,
1980).

Das Zytoskelett erflllt zahlreiche Aufgaben. Es dient der mechanischen
Stabilisierung der Zelle und der Aufrechterhaltung der Zellform, intrazellularen
zytoplasmatischen Transportvorgdngen und Bewegungen einzelner Organellen.
Darlber hinaus sorgt das Zytoskelett fir Bewegungsvorgange bzw. Mobilitat der
gesamten Zelle (z.B. migrierende Zellen) und fir die Ausbildung von
Zellfortsatzen (Schréder und Diener, 2000; Liebich, 2010). Zudem ist das
Zytoskelett verantwortlich far die Umformung der unreifen Erythrozyten von einer
spharischen in eine ellipsoide Form und gewahrleistet die Reversibilitdt von
traumatischen Deformationen der Zellen (Claver und Quaglia, 2009).

4.3.2. Zytoskelettale Elemente der einzelnen Blutzellen

4.3.2.1. Erythrozyten

Die reifen aviaren Erythrozyten sind bikonvexe, elliptische Scheiben (Granger et
al., 1982). Im Gegensatz zu den Saugererythrozyten besitzen sie einen Zellkern
und ein paar Mitochondrien. Auch das Zytoskelett der Vogelerythrozyten weist
einige charakteristische Besonderheiten auf. In den Erythrozyten der Végel sind
die drei wesentlichen Zytoskelettelemente, die Aktinfilamente,
Intermediarfilamente und Mikrotubuli, vertreten (Granger und Lazarides, 1982).
Diese befinden sich in drei deutlich erkennbaren, miteinander verbundenen
zytoskelettalen Bereichen, wie dem Spektrin-basierten Membranskelett, dem
transzytoplasmatischen System aus Intermediarfilamenten und dem marginalen

Band aus Mikrotubuli.

Wie auch die Erythrozyten der Menschen enthalten die avidren Erythrozyten ein
submembrandses Netzwerk aus Spektrin- und Aktinfilamenten (Branton et al.,
1981), welches beim Vogel in erster Linie aus a- und B-Spektrinen
zusammengesetzt ist (Granger et al., 1982). Dieses Membranskelett enthélt
auBerdem Proteine, wie Protein 4.1, Tropomyosin und Ankyrin. Letzteres ist beim
Vogel als Goblin bekannt (Granger et al., 1982; Granger und Lazarides, 1984;
Moon und Lazarides, 1984). Das Membranskelett tragt zur Gestal,
Widerstandsfahigkeit und Elastizitat der Zelle bei.

Neben dem Spektrin-basierten Membranskelett besitzen die aviaren Erythrozyten
direkt unterhalb der Zellmembran ein marginales Band aus Mikrotubuli (Behnke,
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1970; Joseph-Silverstein und Cohen, 1984). Dieses, auch als Randstreifen
bezeichnete, marginale Band ist auch bei den kernhaltigen Erythrozyten der
Fische, Amphibien und Reptilien zu beobachten (Meves, 1911; Fawcett und
Wittebsky, 1964; Maser und Philpott, 1964). Es handelt sich dabei um lange,
direkt unterhalb der Zellmembran parallel verlaufende Biindel aus Mikrotubuli
(Maser und Philpott, 1964). Die Anzahl der Mikrotubuli sinkt mit fortschreitendem
Zellalter der Erythrozyten (Barrett und Dawson, 1974). Die Entwicklung der
jungen Erythrozyten geht mit der Transformation von einer spharischen zu einer
flachen Form einher (Barrett und Dawson, 1974). Wahrend dieser
Formveranderung spielen die Mikrotubuli eine entscheidende Rolle. Fir die
Aufrechterhaltung der flachen, ellipsoiden Form der reifen Erythrozyten sind sie
dagegen nicht ausschlaggebend (Barrett und Dawson, 1974). Sie dienen jedoch
als flexibler Rahmen, der die Zelle von innen vor einer Deformation schitzt.
AuBerdem gewahrleistet dieser Rahmen die Reversibilitdt von Verformungen der
Zelle (Joseph-Silverstein und Cohen, 1984).

Die Intermediarfilamente der HUhnererythrozyten bilden ein dreidimensionales,
zytoplasmatisches Netzwerk, welches den Zellkern mit dem Membranskelett
verbindet (Granger und Lazarides, 1982). Die Intermediarfilamente sind aus zwei
Polypeptiden zusammengesetzt: Vimentin kommt in vielen verschiedenen
Zellarten vor (Lazarides, 1980) und Synemin, ein Protein mit hohem
Molekulargewicht, wurde urspriinglich in der glatten Muskulatur der Végel isoliert
(Granger, 1980; Granger et al., 1982). Dabei bildet Vimentin bei den Erythrozyten
der HUhner die Hauptkomponente, wahrend Synemin in periodischen Abstanden
an den Vimentin-Hauptstrang bindet und diesen quervernetzt (Granger et al.,
1982; Moon und Lazarides, 1983). Desmin, der vorherrschende Bestandteil der
Intermediarfilamente im Muskel, konnte in den Erythrozyten nicht nachgewiesen
werden (Granger et al., 1982). Synemin und Vimentin erstrecken sich als ein
schlingenférmiges, ineinander verflochtenes zytoplasmatisches Netzwerk von
Filamenten vom Zellkern zur Zellmembran (Granger et al., 1982). Sie erhalten so
die Zellform und sichern die Position des Nukleus in der Zelle (Virtanen et al.,
1979).

4.3.2.2. Thrombozyten

Das Zytoskelett der Thrombozyten der Saugetiere ist aus Aktinfilamenten, einem
submembranésen Blindel aus Mikrotubuli und Intermediérfilamenten
zusammengesetzt. Dabei machen die Aktinflamente den Hauptanteil der
Zytoskelettproteine aus, wahrend Vimentin in einem nur geringen Anteil
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vorkommt (Spangenberg, 1990; Tablin, 2000; Fox, 2001). Die Aktinfilamente
bilden ein Netzwerk im Zytoplasma der Zellen, sowie das submembrandse
Membranskelett. Letzteres ist aus kurzen Aktinfilamenten aufgebaut, welche Uber
das Protein Spektrin vernetzt werden (Fox, 2001). Vimentin bildet in unaktivierten
Blutplattchen einen Ring nahe der Zellmembran. Bei einer Aktivierung hingegen
erstreckt sich Vimentin als ein Netzwerk Uber die gesamte Zelle, bis in die
Pseudopodien hinein (Muszbek, 1987; Tablin, 2000).

Die kernhaltigen Thrombozyten der Végel, Fische, Amphibien und Reptilien
unterscheiden sich morphologisch von den Blutplatichen der Saugetiere: Die
Blutplattchen sind stark abgeflachte, winzige zellkernlose Scheiben, wéahrend die
kernhaltigen Thrombozyten gréBere und dickere kernhaltige Zellen sind (Lee et
al., 2004). Ungeachtet dieser Unterschiede in der GréBe und Form der Zellen,
haben die kernhaltigen Thrombozyten zwei charakteristische strukturelle
Merkmale mit den Blutplattchen gemeinsam: Ein kanalikulares Membransystem
direkt unterhalb der Zellmembran (Daimon und Uchida, 1978; White und
Clawson, 1980) und ein submembranéses Blindel aus Mikrotubuli (Fawcett und
Wittebsky, 1964; Behnke, 1970). In den kernhaltigen Thrombozyten der Hiihner
bilden 20-35 Mikrotubuli ein ringférmiges Blndel direkt unter der Zellmembran,
welches elektronenmikroskopisch vor allem an den Zellpolen zu erkennen ist
(Fawcett und Wittebsky, 1964; Behnke, 1970; Maxwell, 1974; Grecchi et al.,
1980). Im Gegensatz dazu bilden beim Fisch mehr als hundert Mikrotubuli dieses
Bundel und es befindet sich nicht direkt unterhalb der Zellmembran, sondern
nahe des Zellkernes (Fawcett und Wittebsky, 1964). Anders als bei den
Erythrozyten sind die Mikrotubuli bei den Thrombozyten der Hihner maBgeblich
fir die Erhaltung der Zellform verantwortlich (Fawcett und Wittebsky, 1964;
Behnke, 1970).

Das marginale Band aus Mikrotubuli wird in den nicht aktivierten kernhaltigen
Thrombozyten von einem Kkortikalen Netzwerk aus F-Aktin umgeben, welches
gelegentlich verdichtete Stellen aufweist. Dieses Membranskelett unterstitzt die
Mikrotubulifunktion und dient als flexibler Rahmen, der die Zellform der
Thrombozyten gewahrleistet (Lee et al., 2004). Des Weiteren befindet sich im
Zytoplasma in unmittelbarer Nahe zu dem breiteren, marginalen Band aus
Mikrotubuli ein schmaleres Band aus F-Aktin (Lee et al., 2004).

Bei einer Aktivierung der Thrombozyten kommt es zur Aggregation und Adhasion
der Zellen sowie zu morphologischen Veranderungen, wie Pseudopodienbildung
und Abrundung der Zellen. Auch der Zellkern verandert seine Form zu einem
gelappten, bis hin zu einem fragmentierten Zustand. Die zytoskelettalen
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Veranderungen in den aktivierten kernhaltigen Thrombozyten der Végel
entsprechen den Vorgangen in den Blutplattchen der Saugetiere. Die Mikrotubuli
in den kernhaltigen Thrombozyten geben ihre urspriingliche Organisation auf und
nehmen eine gekrimmte bis wellige Form an. Blndel von Mikrotubuli sind dann
im zentralen Bereich der Zelle angeordnet und liegen in unmittelbarer Néhe des
gelappten bis fragmentierten Zellkernes der aktivierten Thrombozyten. F-Aktin
dahingegen breitet sich im gesamten Zytoplasma bis in die Pseudopodien hinein
aus. Letzteres spielt dabei eine vorherrschende Rolle bei der Formveranderung
der Thrombozyten (Lee et al., 2004).

4.3.2.3. Leukozyten

Das Zytoskelett der Leukozyten der Saugetiere ist ein zellulares Netzwerk aus
Proteinen, welches aus Mikrotubuli, Aktinfilamenten und Intermediarfilamenten
aufgebaut ist (Strukov et al., 1983; Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid,
2004). Es ist maBgeblich an den wichtigsten Funktionen der Leukozyten, wie
Motilitét, Leukozytenmigration, Antigenerkennung, Bindung und Phagozytose von
verschiedenen Strukturen sowie Degranulation und Fusion der Granula mit dem
Phagosom beteiligt (Strukov et al., 1983; Vicente-Manzanares et al., 2002;
Vicente-Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004). Die Funktionsfahigkeit des
Zytoskeletts basiert dabei auf einer hohen Wandlungsfahigkeit durch den
reversiblen Auf- und Abbau der Zytoskelettproteine (Strukov et al., 1983).
AuBerdem ist es &auBerst beweglich und flexibel und ermdglicht somit den
Leukozyten, durch enge Spaltraume zu ihrem Ziel im Gewebe zu migrieren

(Vicente-Manzanares et al., 2002).

Die Aktinfilamente steuern in erster Linie Zellbewegungen und gewéhrleisten die
Verformbarkeit der Membran. Dies wird durch die schnelle Polymerisation und
Depolymerisation der Filamente, aber auch durch Zellkontraktionen mit Hilfe von
Motorproteinen, wie dem Aktin-bindenden Myosin, bewerkstelligt (Vicente-
Manzanares und Sanchez-Madrid, 2004). Die Mikrotubuli der Leukozyten spielen
eine Rolle bei der Degranulation bzw. Phagozytose. Sie stehen in engem Kontakt
mit lysosomalen Granula, Vesikeln und Phagosomen. Dabei sind die
lysosomalen Granula und Vesikel entlang der Mikrotubuli aneinandergereiht und
gruppieren sich um die Phagosomen. Das deutet darauf hin, dass die Mikrotubuli
eine Leitschiene darstellen, Uber die die Lysosomen zu der phagozytischen
Vakuole gelangen (Ryder et al., 1982). Die meisten Intermediarfilamente der
Leukozyten sind aus Vimentin aufgebaut. Sie gewahrleisten die Stabilitat und das
Widerstandsvermégen der Zellen wahrend der Diapedese (Vicente-Manzanares

40



II. LITERATURUBERSICHT

und Sanchez-Madrid, 2004).

Bei den neutrophilen Granulozyten der S&ugetiere gehdrt Aktin zu den
Hauptkomponenten des Zytoskeletts (Bengtsson et al., 2006). Vimentin ist in den
nichtaktivierten neutrophilen Granulozyten der Menschen eher perinuklear zu
finden, wahrend sich die Vimentinfilamente in den aktivierten Zellen im hinteren
Zellpol anordnen (Olins et al., 2000). Der Inhalt der Granula der eosinophilen
Granulozyten von Krahenscharbe, Tolpel, Kormoran, Seidenreiher und
WeiBstorch ist aus dichten Bundeln von Mikrofilamenten in unterschiedlichen
Anordnungen aufgebaut. Einzig in den Granula vom Kuhreiher sind neben den
Mikrofilamenten auch Mikrotubuli zu erkennen. Bei Hihnern ist dieser faserartige
Inhalt nicht bekannt (Maxwell, 1978). Tubulin und Aktin spielen in den humanen
basophilen Granulozyten eine bedeutende Rolle bei der Histaminfreisetzung. Die
Aktinfilamente sind bei den Mastzellen netzférmig um die Granula angeordnet
(Nielsen et al., 2004). Bei den basophilen Granulozyten der Végel sind die aus
Mikrotubuli bestehenden Zentriolen Ublicherweise am Rand der Zelle gelegen,
wahrend sie bei den aviaren heterophilen Granulozyten eine zentrale Position im
Zytoplasma einnehmen (Maxwell, 1973). Das Zytoskelett der Lymphozyten der
Saugetiere  ist  ebenfalls aus  Aktinfilamenten, Mikrotubuli und
Intermediarfilamenten zusammengesetzt (Brown et al., 2001; Nieminen et al.,
2006; Billadeau et al., 2007). Dabei besitzen die humanen B-Lymphozyten viele
Aktinfilamente, wahrend die T-Lymphozyten und Plasmazellen ein ausgepragtes
Netzwerk an Intermediarflamenten aufweisen (Zauli et al., 1988). Die
Aktinfilamente sind in den Lymphozyten der Menschen in der submembrandsen
Region lokalisiert, die Mikrotubuli verlaufen strahlenférmig vom Zentrosom
ausgehend in die Peripherie und Vimentin bildet ein Geflecht im Zytoplasma
(Brown et al., 2001). Bei den aviaren Lymphozyten sind die Zentriolen und
Mikrotubuli fir gewdhnlich gegenlber der Einkerbung des Zellkernes lokalisiert
(Maxwell, 1974). Uber das Zytoplasma der Monozyten der S&ugetiere erstreckt
sich ein Netzwerk aus Aktinfilamenten, welches sich bis in die Pseudopodien
hinein verlangert (Meloni, 2011). Auch Vimentin bildet ein zytoplasmatisches
Netzwerk in den Monozyten und Makrophagen (Nieminen et al., 2006). Die
Mikrotubuli weisen demgegenuber einen vom perinuklearen Bereich
ausgehenden strahlenférmigen Verlauf auf (Meloni, 2011). Auch bei den aviaren
Monozyten sind die Zentriolen und Mikrotubuli in der Regel gegeniber der
Einkerbung des Zellkernes lokalisiert (Maxwell, 1974). Des Weiteren sind in den
Monozyten der Voégel Bindel von feinen, wellenférmigen Filamenten zu

erkennen, die sich parallel zu der Zellkernmembran erstrecken (Maxwell, 1974).
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1. MATERIAL UND METHODEN

1. Untersuchungsmaterial

Die Blutproben flr die vorliegende Arbeit stammen von insgesamt 30 Hihnern.
Dabei handelt es sich um 15 Tiere der Rasse Lohmann Brown (=LB, braune
Legehybriden) und 15 Tiere der Rasse Lohmann Selected Leghorn (=LSL, weiBe
Legehybriden). Darunter sind 28 weibliche und zwei mannliche Tiere, jeweils im
Alter von 12-24 Monaten.

Die Tiere wurden von der Klinik fir Vogel, Reptilien, Amphibien und Zierfische
sowie von dem Lehrstuhl fir Tierschutz, Verhaltenskunde, Tierhygiene und
Tierhaltung der Ludwig-Maximilians-Universitdt Minchen fir die Blutentnahme
zur Verflgung gestellt. Das Blut wurde aus der rechten Vena jugularis in Lithium-
Heparin-Rdhrchen Ubertragen.

Von dem Blut jedes Tieres wurden Blutausstriche auf unbeschichtete Super
Frost®-Objekttrager (ROTH, Karlsruhe) angefertigt und nach dem Lufttrocknen
unter Lichtausschluss und bei Raumtemperatur aufbewahrt. Ein Teil der
Blutausstriche wurde direkt nach dem Ausstreichen fir 10 Minuten in Methanol
(ROTH, Karlsruhe) fixiert. AuBerdem wurde von jedem Huhn im Labor
(Synlab.vet, Augsburg) ein kleines Blutbild erstellt.

Tabelle 2: Ubersicht (iber die untersuchten Hiihner und die
Untersuchungsmethoden

(EM=Elektronenmikroskopie, LM=Lichtmikroskopie, GHC=Glykohistochemie,
IHC=Immunhistochemie, LSL=Lohmann Selected Leghorn, LB=Lohmann Brown)

Huhn Nr. Rasse Alter w/m EM LM GHC IHC
1 LSL 12 Mo m X X
2 LB 24 Mo m X X
3 LB 12 Mo w X X
4 LSL 12 Mo w X X
5 LB 12 Mo w X X
6 LB 12 Mo w X X
7 LSL 12 Mo w X X
8 LB 12 Mo w X X
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2. Lichtmikroskopische Farbungen

Far die folgenden Farbungen dienten Blutausstriche von je 12 Tieren. Es wurden
finf  Ubersichtsfarbungen  (Diff-Quick, H.E., May-Griinwald, Giemsa,
Pappenheim) und vier substrathistochemische Farbungen (Sirius-Red,
Toluidinblau, PAS, Alcianblau) durchgefihrt. Zum Schutz der gefarbten
Ausstriche wurden diese nach dem Lufttrocknen mit einer diinnen Schicht Eukitt®
quick-hardening mounting medium (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim) und
einem Deckglas (ROTH, Karlsruhe) bedeckt und dunkel aufbewahrt.

Die gefarbten Préaparate wurden an einem Lichtmikroskop (Aristoplan, LEITZ,
Wetzlar) ausgewertet. Fir die Fotodokumentation diente die an das
Lichtmikroskop angeschlossene Kamera Lumenera USB Camera Release 3.8
(LUMENERA CORPORATION, Ottawa, Canada). Die Bezugsquellen der
Materialen sind im Anhang (Kapitel IX.1.1.) aufgelistet.

2.1. Haema-Schnellfarbung (Diff-Quick)

Bei dieser Schnellfarbemethode farben sich die Zellkerne dunkelblau-violett. Die
Granula der neutrophilen Granulozyten zeigen sich rosa, die der eosinophilen
Granulozyten orange-rot und die der basophilen Granulozyten dunkelviolett-
schwarz. Das Zytoplasma der Lymphozyten farbt sich hellviolett und das der
Monozyten hellblau. Die Erythrozyten erscheinen rétlich und die Thrombozyten
violett.

Durchfihrung der Féarbung:

1. Eintauchen der OT in Fixierlésung 5 x 1 Sekunde
2. Eintauchen in Féarbelésung | (rot) 5 x 1 Sekunde
3. Eintauchen in Farbelésung Il (blau) 5 x 1 Sekunde

4. Spulen mit Aqua dest.

2.2, Hamatoxylin-Eosin (H.E.)-Farbung

Die H.E.-Farbung stellt eine Ubersichtsfarbung dar, bei der sich die Zellkerne
blau und das Zytoplasma rot anfarben (Mulisch und Welsch, 2010).
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Durchfiihrung der Farbung:

1. Fixieren der Ausstriche in Methanol 10 Minuten
2. Einstellen in saures Hamalaun nach Mayer 20 Minuten
3. Spulen mit Aqua dest.

4. ,Blauen® in flieBendem Leitungswasser 20 Minuten
5. Einstellen in Eosinlésung 10 Minuten

6. Spulen mit Aqua dest.

2.3. May-Griinwald-Farbung

Bei der May-Grinwald-Farbung handelt es sich um eine einfache
Differentialfarbung. Dabei stellen sich die Zellkerne blau-violett dar. Die
eosinophilen Granula farben sich ziegelrot und die neutrophilen Granula
hellviolett bis rétlich, wahrend die basophilen Granula kraftig blau-violett sind.
Das Zytoplasma der Erythrozyten zeigt sich rétlich, das der Lymphozyten blau
und das der Monozyten taubenblau. Die Thrombozyten erscheinen violett
(Mulisch und Welsch, 2010).

Durchfiihrung der Farbung:

1. Fixieren der Blutausstriche in Methanol 10 Minuten
2. Bedecken der OT mit May-Grinwald-Lésung 4 Minuten
3. Auftropfen der gleichen Menge Aqua dest. 10 Minuten

4. Spllen mit Aqua dest.

24. Giemsa-Farbung

Die Giemsa-Farbung ist ebenfalls eine einfache Differentialfarbung, bei der sich
das Zellkernchromatin der Blutzellen rétlich-violett bis blau anférbt. Das
Zytoplasma der Erythrozyten ist rétlich und das der Lymphozyten blau. Das
Monozytenzytoplasma nimmt einen grau-blauen Farbton an, wobei manchmal
feine purpurrote Azurkérnchen enthalten sein kénnen. Die neutrophilen Granula
zeigen sich hell-violett bzw. rétlich, die eosinophilen Granula sind rot bis rotbraun

45



[1l. MATERIAL UND METHODEN

und die basophilen Granula kraftig dunkelviolett geférbt. Die Thrombozyten
erscheinen blau mit violettem Innenkérper (Mulisch und Welsch, 2010).

Durchfihrung der Féarbung:

1. Fixieren der Ausstriche in Methanol 10 Minuten
2. Bedecken der OT mit 1:20 verdinnter Giemsa-Lésung 45 Minuten

3. Spullen mit Aqua dest.

2.5. Panoptische Farbung nach Pappenheim

Bei dieser Farbemethode handelt es sich um eine Kombination aus der May-
Grunwald-Farbung und der Giemsa-Farbung. Hier zeigen sich die Zellkerne
rétlich-violett bis blau. Die Granula der eosinophilen Granulozyten sind orange
bis ziegelrot, die der neutrophilen Granulozyten hellviolett und die der basophilen
Granulozyten dunkelviolett gefarbt. Das Zytoplasma der Erythrozyten erscheint
rosa und das der Lymphozyten hellblau. Das Zytoplasma der Monozyten farbt
sich graublau, teilweise zeigen sich hier die feinen Azurkérnchen purpurrot
(Mulisch und Welsch, 2010).

Durchfihrung der Féarbung:

1. Fixieren der Ausstriche in Methanol 10 Minuten
2. Bedecken der OT mit May-Grunwald-Farbelésung 3 Minuten
3. Auftropfen der gleichen Menge Aqua dest. 1 Minute

4. AbgieBen der Farbelésung
5. Bedecken der OT mit 1:20 verdinnter Giemsa-Ldsung 20 Minuten

6. Spulen mit Aqua dest.

2.6. Sirius-Red-Farbung

Die Sirius-Red-Farbung ermdglicht die gezielte Anférbung von eosinophilen
Granulozyten im Blutausstrich. Deren Granula zeigen sich intensiv rot (Wehrend
et al., 2004).
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Durchfiihrung der Farbung:

1. Fixieren der Praparate in Methanol 10 Minuten
2. Einstellen in saures Hamalaun nach Mayer 10 Minuten
3. ,Blauen® in flieBendem Leitungswasser 15 Minuten
4. Einstellen in Sirius-Red-Farbelésung 90 Minuten

5. Spulen mit Aqua dest.

2.7. Toluidinblau-Farbung

Diese Féarbung stellt basophile Strukturen blau dar, daneben sind aber auch
violette, rot-violette oder rote (metachromatische) Strukturen als basophil
einzustufen (Mulisch und Welsch, 2010). Auf diese Weise kénnen unter anderem
die basophilen Granulozyten gut dargestellt werden.

Durchfiihrung der Farbung:

1. Bedecken der OT mit Toluidinblau-Farbelésung 5 Minuten

2. Spulen mit Aqua dest.

2.8. Periodic acid Schiff-Reaktion (PAS-Reaktion)

Die PAS-Reaktion dient dem Nachweis von komplexen Kohlenhydraten. Dabei
stellen sich PAS-positive Substanzen leuchtend rot, magenta, pink oder hell-
violett dar, wahrend die Zellkerne blau gefarbt sind (Mulisch und Welsch, 2010).

Zur gezielten Darstellung von Glykogen wurde ein Teil der Blutausstriche mit
Amylase vorbehandelt. Das Enzym baut eventuell vorhandenes Glykogen ab, so
dass die anschlieBende PAS-Reaktion schwéacher ausfallt.

Durchfihrung der Féarbung:

Amylase-Vorbehandlung:

0,5% a-Amylase auf OT auftropfen, 37°C 10 Minuten

1. Fixieren der Ausstriche in Formoldampf 5 Minuten

2. Spulen mit Leitungswasser
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3. 0,5% wassrige Perjodsaurel6sung unter Lichtabschluss 5 Minuten

4. Spllen mit Aqua dest.

5. Einstellen in Schiffs Reagenz unter Lichtabschluss 15 Minuten
6. Spulen in SO,-Wasser 2 x 2 Minuten
7. Spulen mit flieBendem Leitungswasser 3 Minuten

8. Einstellen in saures Hamalaun nach Mayer 5 Minuten

9. ,Blauen® in flieBendem Leitungswasser 8 Minuten
2.9. Alcianblau-Farbung

Die Farbung mit Alcianblau 8GX bei einem pH-Wert von 2,5 dient dem Nachweis
von sauren Glykoproteinen, wobei hier sowohl Sulfat- als auch Carboxylgruppen
positiv reagieren. Bei einem pH-Wert von 1,0 farben sich dagegen nur die stark
sulfatierten Glykoproteine. Positiv reagierende Substanzen sind tirkis-blau
geféarbt. Die Zellkerne stellen sich hellrot dar und der Hintergrund erscheint
zartrosa (Mulisch und Welsch, 2010).

Durchflhrung der Féarbung:

1. Fixieren der Ausstriche in Methanol 10 Minuten
2. Einstellen in Alcianblaulésung pH 1,0/pH 2,5 10 Minuten
3. Spulen mit flieBendem Leitungswasser 3 Minuten

4. Spulen mit Aqua dest.
5. Einstellen in Kernechtrotlésung 10 Minuten
6. Spulen mit flieBendem Leitungswasser 3 Minuten

7. Spulen mit Aqua dest.
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3. Elektronenmikroskopie

Fir die Transmissionselektronenmikroskopie wurden die Blutproben in
Zentrifugenréhrchen ohne Gerinnungshemmer verbracht und unmittelbar nach
der Entnahme bei 2000 rpm fir 20 Minuten zentrifugiert. Das zentrifugierte Blut
wurde mindestens eine Stunde bei 4°C aufbewahrt. Von den entstehenden drei
Schichten im Zentrifugenréhrchen wurde nur die mittlere, weiBe Schicht zur
Weiterverarbeitung verwendet. Es wurden die folgenden Arbeitsschritte
durchgeflihrt (Bezugsquellen der Materialen siehe Anhang):

1. Fixieren der Probe in Karnovsky-Gebrauchslésung eine Stunde bei 4°C
2. Wechseln der Probe in Karnovsky-Gebrauchsldsung tber Nacht bei 4°C

3. Waschen in 0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) dreimal je eine Stunde bei
4°C

4. Vorkontrastieren mit 1,5% Kaliumferrocyanid + 1% Osmiumtetroxid in 0,1M
Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) fiir 2 Stunden bei 4°C

5. Wechseln in 0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) dreimal je 20 Minuten bei
4°C

6. Dehydrieren in aufsteigender Alkoholreihe auf dem Schittler bei RT: Je 20
Minuten in Ethanol 30% und 50%, dann je 30 Minuten in Ethanol 70% und 90%,
dann Ethanol absolut dreimal je 30 Minuten

7. Propylenoxid zweimal je 15 Minuten auf dem Schuttler bei RT

8. Schrittweise Einbetten in Epon auf dem Schiittler bei RT: Epon-Propylenoxid-
Gemisch (Verhaltnis 1:2) fir eine Stunde, dann Epon-Propylenoxid-Gemisch
(Verhaltnis 1:1) Gber Nacht, dann reines Epon fiir eine Stunde

9. Proben in Einbettformen aus Silikon (PLANO, Wetzlar) gieBen

10. Polymerisation ca. 48 Stunden bei 60°C

11. Anfertigen von Semidiinnschnitten (Dicke: 1um) mit einem Ultramikrotom
(Ultracut E, REICHERT-JUNG, Wien)

12. Farbung der Semidlinnschnitte mit Farbelésung nach Richardson und
Auswahl geeigneter Bereiche unter dem Lichtmikroskop (Aristoplan, LEITZ,
Wetzlar)
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13. Anfertigen von Ultradinnschnitten (Dicke: 60nm) mit dem Ultramikrotom
(Ultracut E, REICHERT-JUNG, Wien)

14. Schnitte auf Kupfernetze (Grids hexagonal Copper 150 Mesh,
POLYSCIENCES, Warrington, USA) auffangen

15. Nachkontrastieren mit 80-100ul Uranylacetat je Grid 20 Minuten, dann
dreimal Waschen in Aqua dest., anschlieBend 80-100ul Bleicitrat nach
Reynolds auf die Grids tropfen und 3-5 Minuten kontrastieren, dann wieder
dreimal Waschen in Aqua dest. und Trocknen der Grids

16. Elektronenmikroskopie und fotografische Dokumentation der Proben am
Elektronenmikroskop Zeiss EM 902 (ZEISS, Oberkochen)
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4. Glykohistochemie

Die glykohistochemischen Untersuchungen wurden anhand von vierzehn direkt
an Fluoreszeinisothiocyanat (FITC) gekoppelten Lektinen und drei biotinylierten
Lektinen durchgeflhrt. Pro Lektin wurden zehn Blutausstriche vom Huhn auf die
Lektinbindung an die verschiedenen Blutzellen untersucht. Zuséatzlich wurden je
drei Ausstriche ohne vorherige Fixierung mit Methanol und eine Negativkontrolle
mitgefarbt. Als Positivkontrolle dienten Blutausstriche von StrauB3 oder Rind. Die
fertig gefarbten Ausstriche wurden bis zur Auswertung im Kuihlschrank unter
Lichtabschluss aufbewahrt.

Die Auswertung erfolgte am Fluoreszenzmikroskop (Dialux 20, LEITZ, Wetzlar).
Die Fotoaufnahmen wurden mit der Progress®CF cool Kamera (JENOPTIK,
Jena) und dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop (CLSM 510 Meta, ZEISS,
Oberkochen) angefertigt. Die Bezugsquellen der Materialen sind im Anhang
(Kapitel IX.1.3.) aufgelistet.

4.1. FITC markierte Lektine

Die in dieser Arbeit eingesetzten FITC markierten Lektine sind mit ihrer jeweiligen
Zuckerspezifitat in der folgenden Tabelle aufgeflhrt.

Tabelle 3: Ubersicht tiber die verwendeten FITC markierten Lektine.

Modifiziert nach Gabius, Habermann, Monsigny und Ridiger (Monsigny et al.,
1980; Ridiger und Gabius, 2001; Radiger und Gabius, 2009; Gabius et al., 2011;
Habermann et al., 2011).

Lektin Abkirzung Spezifitat fiur Monosaccharide
Concanavalin Agglutinin ConA Man/Glc
Lens culinaris Agglutinin LCA Man/Glc
Pisum sativum Agglutinin PSA Man/Glc
Peanut Agglutinin PNA Gal
Ricirxjsgﬁmmunis RCA Gal
Griffonia simplicifolia GSL | GalNAc

Agglutinin |
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SOPRSS’I‘ Jaseried SUA GalNAc
DO'L‘\’SSISU prorus DBA GalNAc
Soybean Agglutinin SBA GalNAc
Wheat germ Agglutinin WGA GlcNAc/Neu5Ac
Wheatsggcrmyﬁgﬂlutinin WGAs GlcNAG *
europaeuléleA)g(;glutinin I 2R e
Phaseolus vulgaris PHA-E * %
Erythroagglutinin
Phaseolus vulgaris PHA-L *k

Leukoagglutinin

Man: D-Mannose, Glc: D-Glukose, Gal: D-Galaktose, GIcNAc: N-Acetyl-D-
Glukosamin, Neu5Ac: N-Acetyl-D-Neuraminsaure, GalNAc: N-Acetyl-D-
Galaktosamin, Fuc: L-Fukose

*  WGAEs ist bei physiologischem pH-Wert negativ geladen, im Gegensatz zu
dem positiv geladenen WGA. WGAs bindet nicht an Glykokonjugate, die N-
Acetyl-D-Neuraminsaure enthalten, bindet aber an N-Acetyl-D-Glukosamin
enthaltende Glykokonjugate. Somit kann der N-Acetyl-D-Neuraminsauregehalt
ermittelt werden (Monsigny et al., 1980).

** Keine Monosaccharide als Liganden bekannt

Die Blutausstriche wurden nach folgendem Protokoll geféarbt:
1. Fixieren in Methanol und lufttrocknen lassen 10 Minuten
2. Waschen mit PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Minuten

3. 100 pl des mit PBS-Puffer verdinnten Lektins (10ug/ml)

auftragen
4. Inkubieren in Feuchtkammer unter Lichtabschluss 60 Minuten
5. Waschen mit PBS-Puffer (pH 7,4), dunkel 3 x 5 Minuten

6. Kernfarbung: Eindecken der Objekttrager mit
VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with
DAPI und VerschlieBen des Deckglases mit klarem
Nagellack, dunkel
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Als Negativkontrolle wurde auf je einen Blutausstrich vom Huhn anstatt des
Lektins 100pl PBS-Puffer aufgetragen.

4.2. Biotinylierte Lektine

Die in nachfolgender Tabelle aufgelisteten biotinylierten Lektine wurden mittels
der Streptavidin-Biotin-Methode auf ihre Bindungsféhigkeit an den
HUhnerblutzellen untersucht.

Tabelle 4: Ubersicht (iber die verwendeten biotinylierten Lektine.

Modifiziert nach Gabius, Habermann und Rudiger (Rudiger und Gabius, 2001;
Radiger und Gabius, 2009; Gabius et al., 2011; Habermann et al., 2011).

Lektin Abkiirzung Spezifitat flir Monosaccharide
Viscum album Agglutinin VAA Gal
Sambucus nigra Agglutinin SNA Gal/GalNAc

Maackia amurensis Agglutinin |
- Leukoagglutinin

Man: D-Mannose, Glc: D-Glukose, Gal: D-Galaktose, GIcNAc: N-Acetyl-D-
Glukosamin, Neu5Ac: N-Acetyl-D-Neuraminsaure, GalNAc: N-Acetyl-D-
Galaktosamin, Fuc: L-Fukose

** Keine Monosaccharide als Liganden bekannt

MAA | **

Es wurden folgende Arbeitsschritte durchgefihrt:

1. Fixieren der Blutausstriche in Methanol 10 Minuten
2. Waschen mit PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Minuten
3. Protein Block Serum-Free auftropfen

4. Inkubieren in Feuchtkammer 10 Minuten
5. AbgieBen des Protein Block Serum-Free

6. 100 pl des mit PBS-Puffer verdinnten Lektins (10ug/ml)

auftragen
7. Inkubieren in Feuchtkammer 60 Minuten
8. Waschen mit PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Minuten
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9. 200ul des mit PBS-Puffer verdinnten Streptavidin-FITC
(Konzentration 1:500) auftragen

10. Inkubieren in Feuchtkammer unter Lichtabschluss 30 Minuten

11. Waschen mit PBS-Puffer (pH 7,4), dunkel 3 x 5 Minuten

12. Kernfarbung: Eindecken der Objekttrager mit
VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with
DAPI und VerschlieBen des Deckglases mit klarem
Nagellack, dunkel

Als Negativkontrolle wurden Ausstriche verwendet, auf die anstatt des Lektins
100ul PBS-Puffer aufgetragen wurde. Die anderen Arbeitsschritte entsprechen
dem oben genannten Protokoll.

4.3. Vorbehandlung mit Hemmzuckern

Die Vorbehandlung mit Hemmzuckern dient der Uberpriifung der Spezifitit der
stark positiv reagierenden Lektine ConA, PSA, LCA, WGA und WGAs. Hierflr
wurden die Lektine mit ihrem jeweils spezifischen Kohlenhydrat jeweils 30
Minuten (fir WGA und WGAs) bzw. 60 Minuten (fir ConA, PSA und LCA)
vorinkubiert. Die jeweiligen Konzentrationen der in der Lektinverdinnung (10
pug/ml PBS) gelésten Hemmzucker sind in der Tabelle unten aufgefihrt.
AnschlieBend wurden 100ul des Lektin-Hemmzucker-Gemischs auf je zwei
Objektitrager aufgetragen. Die weiteren Schritte entsprechen dem in Kapitel 4.1.
genannten Protokoll fir FITC markierte Lektine. Die Positivkontrolle stellte je ein
Ausstrich vom StrauB dar. Als Negativkontrolle wurde auf je einen Ausstrich das
Lektin ohne Hemmzucker aufgetragen.

Tabelle 5: Hemmzucker fur die Lektinhistochemie

Lektin Hemmzucker Konzentration
Con A Methyl-a-Mannopyranosid 84,8mg/ml
PSA Methyl-a-Mannopyranosid 84,8mg/ml
LCA Methyl-a-Mannopyranosid 84,8mg/ml
WGA Chitin Hydrolysat 1:4
WGAs Chitin Hydrolysat 1:4
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4.4. Vorbehandlung mit Neuraminidase

Bei den negativ bzw. sehr schwach reagierenden Lektinen VAA, SBA, DBA, SJA
und GSL | wurde eine Vorbehandlung mit Neuraminidase durchgefiihrt. Diese

spaltet eventuell vorhandene endsténdige Sialinsdure ab, so dass die Lektine

dann an die vorher maskierten Zuckerstrukturen der Blutzellen binden kénnen.

Flr jedes Lektin wurden drei Blutausstriche vom Huhn folgendem Protokoll

unterzogen:

1. Fixieren in Methanol

2. Waschen in Natrium-Acetatpuffer (pH 5,5)

3. 200ul Neuraminidase-Gebrauchslésung auftragen
4. Inkubieren in Feuchtkammer, 37°C

5. Waschen mit PBS-Puffer (pH 7,4)

6. 100ul der Lektinverdliinnung (10pg/ml PBS) auftragen

7. Inkubieren in Feuchtkammer, dunkel
8. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4)

9. Kernfarbung: Eindecken der Objekttrager mit
VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with
DAPI und VerschlieBen des Deckglases mit klarem
Nagellack, dunkel

10 Minuten

3 x 5 Minuten

60 Minuten

3 x 5 Minuten

60 Minuten

3 x 5 Minuten
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5. Immunhistochemie

Folgende Untersuchungen wurden zur Differenzierung der CD4- und CD8-
Lymphozyten sowie zur Darstellung der eosinophilen Granulozyten und der
verschiedenen Zytoskelettbestandteile durchgefihrt.

Die Praparate wurden am Fluoreszenzmikroskop (Dialux 20, LEITZ, Wetzlar)
ausgewertet. Die fotografische Dokumentation erfolgte mit der Progress®CF cool
Kamera (JENOPTIK, Jena) und dem konfokalen Laser-Scanning-Mikroskop
(CLSM 510 Meta, ZEISS, Oberkochen). Die Bezugsquellen der Materialen sind
im Anhang (Kapitel IX.1.4.) aufgelistet.

5.1. Immunhistochemische Untersuchungen spezifischer Antigene der
T-Lymphozyten

Flr die immunhistochemische Identifizierung der CD4- und CD8-Lymphozyten
wurden frische, maximal zwei Tage alte Blutausstriche von je zehn Hihnern
verwendet. Die Halfte der Blutausstriche wurde nach dem Ausstreichen in
Methanol fixiert, die andere Halfte blieb unfixiert. Die mit Fluoreszeinisothiocyanat
(FITC) gekoppelten spezifischen Lymphozytenantikdrper wurden mit Antibody-
Diluent auf die in der Tabelle angegebene Konzentration verdiinnt.

Tabelle 6: Antikdrper zum Nachweis von CD4- und CD8-Lymphozyten

Zielzelle Antikorper Wirt Reaktivitat Konz.
CD4- CD4-Antikérper _

Lymphozyten (FITC) Maus  Huhn, Vogel 1:50
CD8- CD8a-Antikérper _

Lymphozyten (FlTC) Maus Huhn, Pute 1:200

Die immunhistochemische Differenzierung der Lymphozyten wurde nach
folgendem Protokoll durchgefihrt:

1. Die Halfte der Blutausstriche 10 Minuten in Methanol
fixieren, die andere Halfte nur lufttrocknen lassen

2. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Minuten

3. Protein Block Serum-Free auftropfen
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4. Inkubieren in Feuchtkammer 10 Minuten

5. AbgieBen des Protein Block Serum-Free

6. 100ul Antikérperlésung pro Objekttrager auftragen

7. Inkubieren in Feuchtkammer bei Raumtemperatur, 60 Minuten
dunkel
8. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Minuten

9. Kernfarbung: Eindecken der Objekttrager mit
VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with
DAPI und VerschlieBen des Deckglases mit klarem
Nagellack, dunkel

Die Positivkontrolle stellte je ein Putenblutausstrich dar. Auf die Negativkontrolle
wurde anstatt der Antikdrperldsung nur 100pl Antibody-Diluent aufgetragen. Die
geféarbten Praparate wurden bis zur Auswertung im Kuihlschrank unter
Lichtabschluss aufbewahrt.

5.2. Immunhistochemische Identifizierung der eosinophilen
Granulozyten

Far die folgende Untersuchung wurden zehn frische Blutausstriche vom Huhn
verwendet. Die Konzentrationen der in Antibody-Diluent gelésten Primér- und
Sekundarantikérper sind in folgender Tabelle aufgeflhrt.

Tabelle 7: Antikdrper zum Nachweis des Major Basic Protein der eosinophilen
Granulozyten

Zielzelle Primarantikorper Konz.  Sekundarantikorper  Konz.

Mouse anti-human

Eosinophile Eosinophil Major 1:100 Rabbit anti-mouse- 1:20
Granulozyten Basic Protein : IgG- FITC '
(EMBP)
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FOr die immunhistochemische Darstellung des Major

Basic Protein der

eosinophilen Granulozyten wurde folgendes Protokoll durchgefihrt:

1. Die Halfte der Blutausstriche 10 Minuten in Methanol
fixieren, die andere Halfte nur lufttrocknen lassen

2. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4)
3. Protein Block Serum-Free auftropfen
4. Inkubieren in Feuchtkammer

5. AbgieBen des Protein Block Serum-Free

6. 100pl der Prim@rantikérperldsung auftragen

7. Inkubieren in Feuchtkammer bei 5°C

8. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4)

9. 200pl der Sekundarantikérperlésung auftragen

10. Inkubieren in Feuchtkammer, Raumtemperatur, dunkel
11. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4), dunkel

12. Kernférbung: Eindecken der Objekttrager mit
VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with
DAPI und VerschlieBen des Deckglases mit klarem
Nagellack, dunkel

3 x 5 Minuten

10 Minuten

Uber Nacht

3 x 5 Minuten

30 Minuten

3 x 5 Minuten

Die Ausstriche wurden bis zur Auswertung unter Lichtabschluss im Kuhlschrank

aufbewahrt.
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5.3. Untersuchungen des Zytoskeletts

5.3.1. Histochemischer Nachweis von Aktin mit Phalloidin-TRITC

Far die Darstellung von F-Aktin der HUhnerblutzellen wurden zehn frische,
maximal drei Tage alte Blutausstriche untersucht. Der Nachweis erfolgte mithilfe
des an TRITC (Tetramethylrhodaminisothiocyanat) gekoppelten Toxins
Phalloidin.

Tabelle 8: Nachweis von F-Aktin mit Phalloidin-TRITC

Zytoskelettaler

Bestandteil F- Aktin bindendes Reagenz Konzentration

F-Aktin Phalloidin-TRITC 1:500

Durchfihrung des Nachweises:

1. Die Halfte der Blutausstriche 10 Minuten in Methanol
fixieren, die andere Halfte nur lufttrocknen lassen

2. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Minuten
3. Protein Block Serum-Free auftropfen

4. Inkubieren in Feuchtkammer 10 Minuten
5. AbgieBen des Protein Block Serum-Free

6. 100ul Phalloidin-TRITC (in Antibody-Diluent, 1: 500)

auftragen
7. Inkubieren in Feuchtkammer, dunkel, Raumtemperatur 45 Minuten
8. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4), dunkel 3 x 5 Minuten

9. Kernfarbung: Eindecken der Objekttrager mit

VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with

DAPI und VerschlieBen des Deckglases mit klarem

Nagellack, dunkel

Die Positivkontrolle stellte ein Blutausstrich vom StrauB dar. Fir die
Negativkontrolle wurde auf einen Ausstrich anstatt des Phalloidin-TRITC 100l
des Antibody-Diluent aufpippetiert. Die Praparate wurden lichtgeschitzt im
Kihlschrank aufbewahrt.
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5.3.2. Immunhistochemischer Nachweis von Vimentin, Tubulin, Myosin
und Zytokeratin

Far die Darstellung der zytoskelettalen Bestandteile Vimentin, Tubulin, Myosin
und Zytokeratin der HUhnerblutzellen dienten zehn maximal drei Tage alte
Blutausstriche. Der immunhistochemische Nachweis wurde indirekt mit FITC
markierten Sekundarantikérpern durchgefihrt. Die Konzentrationen der in
Antibody-Diluent gelésten Priméar- und Sekundéarantikérper sind in folgender
Tabelle aufgelistet.

Tabelle 9: Antikérper zur Untersuchung des Zytoskeletts (Bezugsquellen der
Antikérper siehe Anhang)

A LG Primarantikorper Konz. Sekundarantikorper Konz.

Bestandteil
Vimentin Mouse anti- 4500 Rabblg Jrimouse:  4:20
Tubulin Motllj‘:')iﬁ]nti_ 2pg/ml Rabbligt g”;'l{”g use: 1:20
woun DM gy Mommmee g
Zytokeratin Pancglz‘;era”” 1:100 Rabt}gg?ﬁﬁ"&’“se" 1:20

Der immunhistochemische Nachweis wurde nach folgendem Protokoll
durchgefuhrt:

1. Die Halfte der Blutausstriche 10 Minuten in Methanol
fixieren, die andere Halfte nur lufttrocknen lassen

2. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Minuten
3. Protein Block Serum-Free auftropfen

4. Inkubieren in Feuchtkammer 10 Minuten
5. AbgieBen des Protein Block Serum-Free

6. 100pl der Primar-Antikérperlésung aufpippetieren

7. Inkubieren in Feuchtkammer, 7°C Uber Nacht

8. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4) 3 x 5 Minuten
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9. 100pl der Sekundar-Antikérperlésung auftragen
10. Inkubieren in Feuchtkammer unter Lichtabschluss 30 Minuten
11. Waschen in PBS-Puffer (pH 7,4), dunkel 3 x 5 Minuten

12. Eindecken der Objekttrager mit VECTASHIELD®
Mounting Medium for Fluorescence with DAPI und
VerschlieBen des Deckglases mit klarem Nagellack, dunkel

Die Negativkontrolle stellte je ein Ausstrich vom Huhn dar, auf den der
Priméarantikérper nicht aufgetragen wurde. Als Positivkontrolle wurde ein
Ausstrich vom StrauB3 verwendet. Die Ausstriche wurden unter Lichtabschluss bei
7°C aufbewabhrt.
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V. ERGEBNISSE

1. Blutbilder der untersuchten Hiuhner

Von allen untersuchten Tieren wurde im Labor Synlab.vet (Augsburg) ein kleines

Blutbild erstellt. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle dargestellt.

Tabelle 10: Kleines Blutbild der einzelnen Hiahner

Referenzbereiche: Leukozyten 9,0-32,0 G/I; Erythrozyten 1,3-4,5 T/I; Hamatokrit
23-55% (Quelle: Synlab.vet, Augsburg).

(LEU=Leukozyten, ERY=Erythrozyten, HKT=Hamatokrit, LSL=Lohmann Selected
Leghorn, LB=Lohmann Brown)

Huhn Nr. LEU(G/l) ERY(T/I) HKT (%) Rasse  Alter w/m

1 4,0 4,38 47 LSL 12 Mo m
2 3,0 5,13 48 LB 24 Mo m
3 10,0 2,48 30 LB 12 Mo w
4 3,8 2,85 31 LSL 12 Mo w
5 0,8 2,00 30 LB 12 Mo w
6 1,0 1,25 32 LB 12 Mo w
7 3,8 2,15 33 LSL 12 Mo w
8 5,5 0,93 28 LB 12 Mo w
9 1,5 3,05 30 LSL 12 Mo w
10 3,5 2,70 32 LSL 12 Mo w
11 4,0 1,50 29 LSL 12 Mo w
12 3,5 2,53 30 LB 12 Mo w
13 55 2,38 31 LB 12 Mo w
14 3,5 2,09 31 LB 12 Mo w
15 7,3 2,40 29 LB 12 Mo w
16 6,5 2,06 27 LB 12 Mo w
17 5,3 1,97 27 LB 12 Mo w
18 4,3 1,77 29 LB 12 Mo w
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19 4,3 2,46 30 LB 12 Mo w
20 4,8 1,99 28 LSL 12 Mo w
21 6,8 2,39 30 LSL 12 Mo w
22 1,8 2,79 31 LSL 12 Mo w
23 2,8 2,07 29 LSL 12 Mo w
24 5,0 2,64 31 LSL 12 Mo w
25 4,3 2,37 27 LSL 12 Mo w
26 7,8 2,54 31 LB 18 Mo w
27 15,0 2,57 30 LB 18 Mo w
28 10,0 2,50 31 LSL 18 Mo w
29 7,5 2,48 31 LSL 18 Mo w
30 10,0 2,43 30 LSL 18 Mo w

Bei den Tieren der Rasse Lohmann Selected Leghorn liegen die
Durchschnittswerte der Erythrozyten (2,6 T/l) und des Hamatokrits (31,3%) knapp
Uber den Werten der Tiere der Rasse Lohmann Brown (ERY: 2,3 T/I; HKT:
30,9%). Die mittlere Leukozytenzahl ist bei der Rasse Lohmann Brown
geringfligig héher als bei der Rasse Lohmann Selected Leghorn (LB: 5,6 GIl;
LSL: 4,9 G/l). Dagegen liegen bei den mannlichen Tieren die Mittelwerte der
Erythrozytenzahlen (4,8 T/I) und der Hamatokritwerte (47,5%) deutlich Gber den
Durchschnittswerten der weiblichen Tiere (ERY: 2,3 T/lI; HKT: 29,9%). Die
Leukozytenzahl liegt bei den weiblichen Tieren (5,4 G/I) im Mittel héher als bei
den mannlichen Tieren (3,5 G/I).
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2. Ergebnisse der lichtmikroskopischen Farbungen

Anhand der verschiedenen Ubersichts- und substrathistochemischen Farbungen
wurden die Morphologie und die jeweilige Anfarbung der einzelnen Blutzellen

untersucht.

2.1, Erythrozyten

Die Huhnererythrozyten sind ovale Zellen mit einem zentralen, spindelférmigen
Zellkern und einer glatten Zellmembran. Bei vielen Erythrozyten findet sich
lichtmikroskopisch im sonst gleichméaBigen Zytoplasma ein kleiner granularer
Einschluss, der sich vor allem in der Diff-Quick- und Toluidinblau-Farbung
basophil darstellt. AuBerdem kénnen unreife Erythrozyten nachgewiesen werden.
Sie sind runder als die reifen Erythrozyten und beinhalten einen runderen Kern
mit locker strukturiertem Chromatin. lhr Zytoplasma farbt sich graublau. Sehr
vereinzelt finden sich Dakryozyten (trdnenférmige Erythrozyten) in den
Blutausstrichen. Es sind keine Erythroplastiden zu erkennen. Das Ergebnis der
verschiedenen  Ubersichtsfarbungen ist in  der folgenden Tabelle

zusammengefasst.

Tabelle 11: Ubersichtsfarbungen der Erythrozyten

Zytoplasma Zellkern
Diff-Quick rosa-orange violett
H.E. rosa-rot dunkelblau
May-Griinwald altrosa blau
Giemsa altrosa blau
Pappenheim altrosa blau-violett
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Bild 1: Blut Huhn, Erythrozyten. Diff-Quick-

Farbung.
Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Erythrozyt (1) und Dakryozyt (5). Im
Zytoplasma (2) des Erythrozyten stellt sich
ein kleiner basophiler Einschluss (4) dar.
Der Zellkern (3) ist stark kondensiert. SB =
10 ym.

Bild 3: Blut Huhn, Erythrozyten. May-
Grinwald-Farbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Reifer Erythrozyt (1). Das gleichmé&Bige
Zytoplasma (2) enthélt einen zentralen,
spindelférmigen Zellkern (3). SB = 10 pm.

Bild 2: Blut Huhn, Erythrozyten. H.E.-
Farbung.

Huhn 19, LB, weiblich, 12 Monate.

Erythrozyt (1). Im rosa-roten Zytoplasma
(2) befindet sich zentral der
spindelférmige, blaue Nukleus (3). SB =
10 um.

Bild 4: Blut Huhn, Erythrozyten. Giemsa-
Farbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Reifer Erythrozyt (1) und unreifer
Erythrozyt (Polychromatozyt) (2). Das
basophile Zytoplasma (4) des
Polychromatozyten enthélt einen
rundlichen Zellkern mit locker
kondensiertem Chromatin (3). SB =10
um.
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Bild 5: Blut Huhn, Erythrozyten. Bild 6: Blut Huhn, Erythrozyten.
Pappenheim-Féarbung. Toluidinblau-Féarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate. Huhn 4, LSL, weiblich, 12 Monate.
Erythrozyt (1). Das gleichmaBige Erythrozyten(1) und Monozyten (2). Im
Zytoplasma (2) enthalt zentral einen Zytoplasma (3) der Erythrozyten befindet
basophilen Zellkern (3). SB = 10 ym. sich zellkernnah ein granularer basophiler

Einschluss. Der Zelkern (5) besitzt stark
kondensiertes Chromatin. SB = 10 ym.

2.2. Thrombozyten

Die Thrombozyten erscheinen lichtmikroskopisch als kernhaltige, ovale bis runde
Zellen mit blasigem, vakuolisiertem Zytoplasma. Sie liegen in den Ausstrichen oft
in Aggregaten zusammen, kommen aber auch einzeln gelagert vor. Der Zellkern
ist oval bis rund mit stark kondensiertem Chromatin. Bei einzelnen Thrombozyten
sind zytoplasmatische Auslaufer oder Granula zu erkennen. Unreife
Thrombozyten sind in den Ausstrichen nicht zu erkennen.

Tabelle 12: Ubersichtsfarbungen der Thrombozyten

hellblau violett lila
rosa-rot violett rosa-rot
hellgrau blau blau und rosa
farblos blau blau
hellgrau blau blau und rosa
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Bild 7: Blut Huhn, Thrombozyten. Diff-
Quick-Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Thrombozytenaggregat (1) und
Erythrozyten (2). Das hellblaue
Zytoplasma (3) der Thrombozyten enthalt
kleine lila Granula (4). Die Zellkerne
farben sich violett (5). SB = 10 ym.

Bild 8: Blut Huhn, Thrombozyt. Diff-
Quick-Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyt (1) und Erythrozyt (2). Das
hellblaue Zytoplasma (3) des
Thrombozyten weist Vakuolen (4) und
zytoplasmatische Auslaufer (5) auf. Der
Zellkern besitzt stark kondensiertes
Chromatin (6). SB =10 ym.

Bild 9: Blut Huhn, Thrombozyt. Diff-
Quick-Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyt (1) und Erythrozyten (2). Das
Zytoplasma (8) des Thrombozyten enthalt
Vakuolen (4) und Granula (5). Zellkern
(6). SB =10 ym.

Bild 10: Blut Huhn, Thrombozyt. H.E.-
Farbung.

Huhn 19, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyt (1) und Erythrozyten (2). Im
Zytoplasma des Thrombozyten befinden
sich eosinophile Granula (4) und
zahlreiche Vakuolen (3).
Zytoplasmatischer Auslaufer (5). Der
runde Zellkern ist stark kondensiert (6).
SB =10 ym.
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Bild 11: Blut Huhn, Thrombozyten. May-
Grinwald-Farbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyten (1) und Erythrozyten (2).
Im hellgrauen Zytoplasma (3) der
Thrombozyten befinden sich eosinophile
und basophile Granula (4) sowie
Vakuolen (5). Zellkern (6). SB =10 um.

Bild 13: Blut Huhn, Thrombozyt.
Pappenheim-Farbung.

Huhn 4, LSL, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
Thrombozyt (1) enthalt einen ovalen,
stark kondensierten Zellkern (3) sowie
einige basophile (4) und rosa Granula (5).
SB =10 ym.

Bild 12: Blut Huhn, Thrombozyt. Giemsa-
Farbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyt (1) und Erythrozyten (2). Im
farblosen Zytoplasma des Thrombozyten
liegt der Zellkern (4). Die
zytoplasmatischen Granula farben sich
blau (3). SB = 10 ym.
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Bei der PAS-Reaktion kann bei einzelnen Thrombozyten ein positives Ergebnis in
den Granula beobachtet werden. Nach der Amylase-Vorbehandlung fallt die
PAS-Reaktion negativ aus.

Tabelle 13: Substrathistochemie der Thrombozyten
(schwach positiv = +; deutlich positiv = ++; stark positiv = +++)

Lokalisation Farbe Intensitat
PAS Granula pink ++

Amylase + PAS - - -

Bild 14: Blut Huhn, Thrombozyten. PAS-
Reaktion.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyten (1) und Erythrozyten (2).
Im Zytoplasma (3) der Thrombozyten
befindet sich der Zellkern (5) sowie
deutlich PAS-positive Granula (4). SB =
10 um.

2.3. Heterophile Granulozyten

Die heterophilen Granulozyten sind in jedem Ausstrich die am haufigsten
vorkommenden Granulozyten. Sie stellen sich als rundliche Zellen mit
zahlreichen langlichen, spindelférmigen Granula dar. Der Zellkern ist stark
gelappt und von unregelmaBiger Form. Die Anfarbung von Zytoplasma, Zellkern
und Granula mit den verschiedenen Ubersichtsfarbungen ist in folgender Tabelle

zusammengestellt.
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Tabelle 14: Ubersichtsfarbungen der heterophilen Granulozyten

Zytoplasma
Diff-Quick hellblau
H.E. blassrosa
May-Griinwald rosa
Giemsa hellgrau
Pappenheim farblos

Zellkern Granula
lila rot-rosa
graublau rot
hellblau rot-rosa
blau-grin farblos
blau-grin rosa-rot

Bild 15: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Diff-Quick-Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im Zytoplasma des
heterophilen Granulozyten (1) liegen
zahlreiche spindelférmige Granula (3) und
ein gelappter Zellkern mit grobkérnigem
Chromatin (4). SB = 10 pym.

Bild 16: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. H.E.-Féarbung.

Huhn 19, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das blassrosa
Zytoplasma (3) des heterophilen
Granulozyten (1) enthélt einen maBig
kondensierten Zellkern (4) sowie
stabchenférmige Granula (5). SB = 10
pm.
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Bild 17: Blut Huhn, heterophile
Granulozyten. May-Grinwald-Farbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophile Granulozyten (1) und
Erythrozyten (2). Im Zytoplasma (3) der
heterophilen Granulozyten (1) sind
zahlreiche langliche Granula (4)
enthalten. Die gelappten Zellkerne (5)

sind unregelmaBig geformt. SB = 10 ym.

Bild 18: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Giemsa-Farbung.

Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1), eosinophiler
Granulozyt (2), Monozyt (3) und
Erythrozyten (4). Die spindelférmigen
Granula (5) des heterophilen
Granulozyten (1) sind nicht angefarbt.
Zellkern (6). SB = 10 ym.

Im Folgenden wird deutlich gemacht, wie sich die heterophilen Granulozyten bei

einer partiellen oder vollstandigen Degranulation darstellen. Die runden zentralen

Kérper der primaren Granula I6sen sich schwécher heraus und werden so

sichtbar. In diesem Falle &hneln die sonst stédbchenférmigen heterophilen

Granula den runden Granula der eosinophilen Granulozyten:
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Bild 19: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Pappenheim-Farbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Der heterophile
Granulozyt (1) enthalt unversehrte
stdbchenférmige Granula (3). Zellkern
(4). SB =10 pm.

Bild 21: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Pappenheim-Farbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1), eosinophiler
Granulozyt (2), Monozyt (3) und
Erythrozyten (4). Der Inhalt der
heterophilen Granula ist herausgeldst, es
verbleiben nur die runden zentralen
Kérper (5). Die urspriingliche
Spindelform der Granula ist nicht mehr
zu erkennen. Die jetzt rund
erscheinenden heterophilen Granula
ahneln den Granula des eosinophilen
Granulozyten (6). Zellkern des
heterophilen Granulozyten (7). SB = 10
um.

Bild 20: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Pappenheim-Farbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die heterophilen
Granula (3) sind teilweise degranuliert
bzw. herausgeldst. Durch diesen
Vorgang werden die runden zentralen
Korper der primaren Granula (4) sichtbar.
Die langliche Form der Granula ist jedoch
noch zu erkennen. Zellkern (5). SB = 10
pm.
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Bei der Alcianblau-Farbung (pH 2,5), der Sirius-Red-Farbung und der PAS-
Reaktion zeigt jeweils das Zytoplasma der heterophilen Granulozyten positive
Reaktionsprodukte. Bei der PAS-Reaktion mit Amylase-Vorbehandlung ist die
Reaktion im Zytoplasma der heterophilen Granulozyten abgeschwéacht sichtbar.
Die Alcianblau-Farbung (pH 1,0) fallt negativ aus. Nachfolgend die Ergebnisse
der substrathistochemischen Untersuchungen.

Tabelle 15: Substrathistochemie der heterophilen Granulozyten
(schwach positiv = +; deutlich positiv = ++; stark positiv = +++)

Lokalisation Farbe Intensitat
Alcianblau (pH 2,5) Zytoplasma turkis +
Sirius-Red Zytoplasma altrosa-rot +
PAS Zytoplasma rosa-pink ++
Amylase + PAS Zytoplasma rosa +

P

Bild 22: Blut Huhn, heterophiler Bild 23: Blut Huhn, heterophiler

Granulozyt. Alcianblau-Farbung (pH 2,5). Granulozyt. Sirius-Red-Farbung.
Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate. Huhn 1, LSL, mannlich, 12 Monate.
Heterophiler Granulozyt (1) und Heterophiler Granulozyt (1), Monozyt (2),
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) des eosinophiler Granulozyt (3) und
heterophilen Granulozyten (1) reagiert Erythrozyten (4). Das Zytoplasma (5) des
schwach Alcianblau (pH 2,5)-positiv. Die heterophilen Granulozyten (1) férbt sich
Granula (4) zeigen keine Reaktion. altrosa-rot. Die Granula reagieren negativ
Zellkern (5). SB = 10 ym. (gestrichelter Pfeil). Zellkern (6). SB = 10
pm.
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Bild 24: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. PAS-Reaktion.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) des
heterophilen Granulozyten (1) reagiert
deutlich PAS-positiv. Die spindelférmigen
Granula (4) zeigen keine Reaktion.
Zellkern (5). SB = 10 ym.

2.4. Eosinophile Granulozyten

Bild 25: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. PAS-Reaktion mit Amylase-
Vorbehandlung.

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die PAS-Reaktion im
Zytoplasma (3) des heterophilen
Granulozyten (1) ist abgeschwécht.
Zellkern (4). SB = 10 ym.

Die eosinophilen Granulozyten erscheinen als rundliche Zellen mit runden

Granula, die meist nicht so dicht liegen wie die Granula der heterophilen

Granulozyten und so das Zytoplasma nicht ganz ausfillen. Der Zellkern ist

zweifach gelappt, wobei beide Kernsegmente rund oder langlich sind. Manchmal

ist noch ein drittes, kleineres rundes Zellkernsegment zu erkennen.

Tabelle 16: Ubersichtsfarbungen der eosinophilen Granulozyten

graublau

blassrosa
hellgrau
hellgrau

hellgrau

lila rosarot
graublau orange-rosa
graublau rosarot
blau rosarot
blau rosarot
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Bild 26: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. Diff-Quick-Féarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1), heterophile
Granulozyten (2) und Erythrozyt (3). Die
runden Granula (5) fillen das graublaue
Zytoplasma (4) des eosinophilen
Granulozyten (1) nicht vollstédndig aus.
Der Zellkern (6) besitzt zwei nahezu
gleichgroBe Kernsegmente, sowie ein
kleineres, drittes Kernsegment. SB = 10
um.

Bild 28: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. May-Griinwald-Farbung.

Huhn 1, LSL, mannlich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im hellgrauen
Zytoplasma (3) liegen der gelappte
Zellkern (5) sowie die runden rosaroten
Granula (4). SB =10 ym.

Bild 27: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. H.E.-Féarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3)
enthalt zahlreiche eosinophile Granula
(4). Der Zellkern (5) weist zwei runde
Segmente und maBig kondensiertes
Chromatin auf. SB = 10 pm.

% -"'-_ i v_nf

Bild 29: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. Giemsa-Féarbung.

Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die charakteristischen
Granula (3) des eosinophilen
Granulozyten (1) liegen weniger dicht im
Zytoplasma. Zellkern (4). SB = 10 ym.
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Bild 30: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. Pappenheim-Farbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) wird
von den kraftig eosinophilen Granula (5)
nicht vollstédndig ausgefullt. Der Zellkern
besitzt locker kondensiertes Chromatin
(4). SB =10 pm.

Bei der Sirius-Red-Farbung kann eine deutlich positive Reaktion der eosinophilen
Granula nachgewiesen werden. Bei der PAS-Reaktion zeigt sich das Zytoplasma
schwach positiv. Nach vorangehender Amylasebehandlung kommt es dagegen
zu keiner Farbung des Zytoplasmas.

Tabelle 17: Substrathistochemie der eosinophilen Granulozyten
(schwach positiv = +; deutlich positiv = ++; stark positiv = +++)

Lokalisation Farbe Intensitat
Sirius-Red Granula altrosa-rot +r
PAS Zytoplasma rosa +

Amylase + PAS - - -
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Bild 31: Blut Huhn, eosinophiler Bild 32: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. Sirius-Red-Farbung. Granulozyt. PAS-Reaktion.

Huhn 1, LSL, méannlich, 12 Monate. Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.
Eosinophiler Granulozyt (1), Monozyt (2), Eosinophiler Granulozyt (1) und
heterophiler Granulozyt (3) und Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) des
Erythrozyten (4). Die Granula (5) des eosinophilen Granulozyten (1) reagiert
eosinophilen Granulozyten (1) farben sich schwach PAS-positiv, wahrend die
deutlich altrosa-rot. Das Zytoplasma (6) eosinophilen Granula (4) PAS-negativ
zeigt keine Reaktion. Zellkern (7). SB = sind. Zellkern (5). SB = 10 pm.

10 um.

Bild 33: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. PAS-Reaktion mit Amylase-
Vorbehandlung.

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Granula und das
Zytoplasma (3) des eosinophilen
Granulozyten (1) reagieren PAS-negativ.
Zellkern (4). SB = 10 ym.
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2.5. Basophile Granulozyten

Die basophilen Granulozyten stellen sich lichtmikroskopisch als runde oder auch

als langgestreckte Zellen dar. Der Zellkern ist rund bis oval und liegt in den

meisten Zellen am Rand. Die zahlreichen runden Granula kdnnen den Zellkern

zum Teil Gberlagern. In manchen Farbungen sind die basophilen Granula nicht

angefarbt oder durch den Farbevorgang ausgewaschen und erscheinen so als

klare runde Vakuolen im Zytoplasma. Nachfolgend die Anfarbung der basophilen

Granulozyten mit den unterschiedlichen Ubersichtsmethoden.

Tabelle 18: Ubersichtsfarbungen der basophilen Granulozyten

Zytoplasma
Diff-Quick blasslila
H.E. blassrosa
May-Griinwald farblos
Giemsa graublau
Pappenheim farblos

Zellkern Granula
lila farblos
violett farblos
graublau dunkellila
blau farblos
blau lila

Bild 34: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. Diff-Quick-Farbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1), Monozyt (2)
und Erythrozyten (3). Das blasslila
Zytoplasma (4) des basophilen
Granulozyten (1) enthalt zahlreiche
farblose Granula (5). Der ovale Zellkern
(6) liegt exzentrisch in der Zelle. SB = 10
pm.

Bild 35: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. H.E.-Féarbung.

Huhn 19, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die farblosen Granula
(4) erscheinen als runde Vakuolen im
blassrosa Zytoplasma (3) des basophilen
Granulozyten (1). Der exzentrische
Zellkern (5) besitzt m&Big kondensiertes
Chromatin. SB = 10 ym.
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Bild 36: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. May-Griinwald-Farbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die tief basophilen
Granula (3) liegen zahlreich im
Zytoplasma des basophilen Granulozyten
(1) und Gberlagern (4) zum Teil den
Zellkern (5). SB = 10 ym.

Bild 38: Blut Huhn, basophile
Granulozyten. Pappenheim-Farbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophile Granulozyten (1) und
Erythrozyten (2). Die kréftig angefarbten
runden Granula (3) der basophilen
Granulozyten (1) liegen teilweise Uber
dem Zellkern (4). Die Zellkerne (5) sind
ungelappt und liegen am Rand der
Zellen. SB = 10 ym.

Bild 37: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. Giemsa-Féarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1), eosinophiler
Granulozyt (2) und Erythrozyten (3). Die
zahlreichen Granula (4) des basophilen
Granulozyten (1) sind gréBtenteils
ausgewaschen und erscheinen als
farblose runde Vakuolen im Zytoplasma.
An wenigen Stellen ist noch eine leichte
Farbung der Granula erkennbar (5).
Zellkern (6). SB = 10 uym.
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Bild 39: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. Pappenheim-Farbung.
Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Bis auf wenige lila
Granula (3) sind die Granula (4) des
basophilen Granulozyten (1) gréBtenteils
ausgewaschen. Zellkern (5). SB = 10 ym.
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Bei den substrathistochemischen Farbungen zeigen sich die basophilen Granula
mit Toluidinblau sehr deutlich. In der Alcianblau-Farbung (pH 2,5) stellen sich die
basophilen Granula stark positiv dar. Bei einem pH- Wert von 1,0 ist die Reaktion
der Granula dagegen nur deutlich positiv.

Tabelle 19: Substrathistochemie der basophilen Granulozyten
(schwach positiv = +; deutlich positiv = ++; stark positiv = +++)

Lokalisation
Toluidinblau Granula
Alcianblau (pH 1,0) Granula
Alcianblau (pH 2,5) Granula

Bild 40: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. Toluidinblau-Farbung.

Huhn 4, LSL, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Der basophile
Granulozyt (1) weist eine langgestreckte
Form auf. Er enthélt typisch runde,
basophile Granula (3). Der ovale Zellkern
(4) besitzt maBig kondensiertes
Chromatin und liegt exzentrisch in der
Zelle. SB =10 um.

Farbe Intensitét
dunkellila +++

tarkis ++

turkis +++

Bild 41: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. Alcianblau-Farbung (pH 1,0).

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Granula (3) des
basophilen Granulozyten (1) reagieren
zum Teil deutlich Alcianblau (pH 1,0)-
positiv. Zellkern (4). SB =10 ym.
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—
Bild 42: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. Alcianblau-Farbung (pH 2,5).

Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1), Monozyt (2),
heterophiler Granulozyt (3) und
Erythrozyt (4). Die Granula (5) des
basophilen Granulozyten (1) reagieren
stark Alcianblau (pH 2,5)-positiv.
Zellkern (6). SB = 10 ym.

2.6. Lymphozyten

Die Lymphozyten zeigen sich als runde Zellen mit wenig Zytoplasma. In den
Ausstrichen sind Lymphozyten verschiedener GréBen zu finden. Der exzentrisch
liegende, kompakte Kern ist rund und fullt die Zelle fast ganz aus. Bei manchen
Lymphozyten ist er an einer Stelle leicht eingezogen. Im schmalen
Zytoplasmasaum féarben sich kleine zytoplasmatische Granula an. Teilweise
weisen die Lymphozyten zytoplasmatische Auslaufer auf.

Tabelle 20: Ubersichtsfarbungen der Lymphozyten

blau violett blau oder lila

rosa blau blau
graublau graublau blau

blau blau blau-violett

blau blau dunkelblau/rot
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Bild 43: Blut Huhn, Lymphozyt. Diff-
Quick-Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
Lymphozyt (1) weist eine runde Form
auf. Im schmalen Zytoplasmasaum (3)
sind kleine blaue Granula (4) enthalten.
Der stark kondensierte Zellkern (5) liegt
exzentrisch. SB =10 ym.

Bild 45: Blut Huhn, Lymphozyt. Diff-
Quick-Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Kleiner Lymphozyt (1) und Erythrozyten
(2). Das Zytoplasma (3) des
Lymphozyten (1) weist Pseudopodien (4)
und kleine blaue Granula (5) auf. Zellkern
(6). SB =10 um.

Bild 44: Blut Huhn, Lymphozyt. Diff-
Quick-Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.
Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Das
basophile Zytoplasma (3) des
Lymphozyten (1) enthalt lila Granula (4)

und einen runden Zellkern (5). SB =10
pm.

e

Bild 46: Blut Huhn, Lymphozyt. H.E.-
Farbung.

Huhn 19, LB, weiblich, 12 Monate.

Kleiner Lymphozyt (1) und Erythrozyten
(2). Der schmale Zytoplasmasaum (3)
weist zytoplasmatische Auslaufer (4) auf.
Der runde Zellkern (5) ist randsténdig. SB
=10 ym.
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Bild 47: Blut Huhn, Lymphozyt. May-
Grinwald-Farbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

MittelgroBer Lymphozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im Zytoplasma des
Lymphozyten sind zahlreiche kleine
blaue Granula (3) enthalten. Zellkern (4).
SB =10 um.

Bild 49: Blut Huhn, Lymphozyt.
Pappenheim-Farbung.

Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate.

GroBer Lymphozyt (1) und Erythrozyten
(2). Das basophile Zytoplasma (3) des
groBen Lymphozyten (1) enthalt
zahlreiche rote Granula (4). Der Zellkern
(5) erscheint blass. SB = 10 ym.

Bild 48: Blut Huhn, Lymphozyt. Giemsa-
Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
runde Lymphozyt (1) weist ein basophiles,
granuliertes Zytoplasma (3) sowie einen
blauen Zellkern (4) auf. SB = 10 ym.
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Bei wenigen Lymphozyten reagieren die zytoplasmatischen Granula deutlich
PAS-positiv. Bei der PAS-Reaktion mit Amylase-Vorbehandlung sind keine PAS-
positiven Reaktionsprodukte in den Lymphozyten zu finden.

Tabelle 21: Substrathistochemie der Lymphozyten
(schwach positiv = +; deutlich positiv = ++; stark positiv = +++)

Granula pink ++

Bild 50: Blut Huhn, Lymphozyt. PAS- Bild 51: Blut Huhn, Lymphozyt. PAS-
Reaktion. Reaktion mit Amylase-Vorbehandlung.
Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate. Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.
Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Im Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Das
basophilen Zytoplasma (3) des Zytoplasma (3) weist keine PAS-
Lymphozyten (1) reagieren die Granula positiven Reaktionsprodukte auf. Zellkern
deutlich PAS-positiv (4). Zellkern (5). SB (4). SB =10 pm.

=10 ym.

2.7. Monozyten

Die Monozyten sind groBe, unregelmaBig geformte oder rundliche Zellen mit
einem mittleren Durchmesser von 13 um, die gelegentlich in Gruppen zusammen
liegen. Der Zellkern ist bohnenférmig, rundlich oder oval mit locker
kondensiertem Chromatin. Das umfangreiche Zytoplasma kann durch viele
Vakuolen unterschiedlicher GréBe blasig erscheinen. Teilweise liegen einzelne
Vakuolen auch im Zellkern. Vereinzelt weisen die Monozyten zytoplasmatische
Auslaufer auf. Bei keinem der Monozyten sind Granula im Zytoplasma zu
erkennen.
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Tabelle 22: Ubersichtsfarbungen der Monozyten

Zytoplasma
Diff-Quick blau
H.E. altrosa
May-Griinwald graublau
Giemsa graublau
Pappenheim blau

=

Bild 52: Blut Huhn, Monozyt. Diff-Quick-
Farbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Das
umfangreiche Zytoplasma des Monozyten
(1) enthélt Vakuolen (3). Im
bohnenférmigen Zellkern (4) ist ebenfalls
eine Vakuole zu erkennen (5). SB =10
pm.

Zellkern Granula

lila-violett =
graublau -
blau -

blau -

blau -

Bild 53: Blut Huhn, Monozyt. H.E.-
Farbung.

Huhn 19, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
unregelmaBig geformte Monozyt (1)
besitzt viel Zytoplasma (3) mit Vakuolen
unterschiedlicher GroBe (4). Das
Chromatin des Zellkernes (5) ist wenig
kondensiert. SB = 10 ym.
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Bild 54: Blut Huhn, Monozyt. May-
Grinwald-Farbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1), aktivierte Lymphozyten (2)
und Erythrozyten (3). Das Zytoplasma
des Monozyten (1) weist
zytoplasmatische Auslaufer (4) sowie
Vakuolen (5) auf. Ovaler Zellkern (6).
SB =10 um.

Bild 56: Blut Huhn, Monozyt.
Pappenheim-Farbung.

Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1), Erythrozyten (2) und
eosinophiler Granulozyt (3). Das
Zytoplasma (4) des Monozyten (1)
erscheint aufgrund der zahlreichen
Vakuolen (5) blasig. Zellkern (6).
SB =10 um.

Bild 55: Blut Huhn, Monozyt. Giemsa-
Farbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Das
Zytoplasma (3) des runden Monozyten
(1) enthalt Vakuolen unterschiedlicher
GroBe (4) sowie einen blassen Zellkern
(5). SB =10 ym.
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Bei der PAS-Reaktion zeigt sich das Zytoplasma der Monozyten schwach positiv.

Tabelle 23: Substrathistochemie der Monozyten
(schwach positiv = +; deutlich positiv = ++; stark positiv = +++)

Bild 57: Blut Huhn, Monozyt. PAS-
Reaktion.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten(2). Das
Zytoplasma (3) des Monozyten (1)
enthalt schwach PAS-positive rosa
Reaktionsprodukte (4) und Vakuolen (5).
Zellkern (6). SB = 10 ym.
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3. Ergebnisse der Elektronenmikroskopie

Mittels transmissionselektronenmikroskopischer Untersuchungen wurde die
Ultrastruktur der Blutzellen studiert. Dabei konnten alle Blutzellen, auBer die
basophilen Granulozyten, anhand ihrer Ultrastruktur eindeutig identifiziert
werden.

3.1. Erythrozyten

Die Erythrozyten des Huhnes erscheinen elektronenmikroskopisch als
langgestreckte Zellen mit glatter Oberflache. Sie sind ca. 7 x 1,5-2 ym groB. lhr
zentraler, stark heterochromatischer Zellkern ist oval bis langlich und enthalt in
einzelnen Erythrozyten einen amorphen Bereich. Um den Zellkern herum ist oft
ein deutlicher perinukleérer Spalt zu erkennen. Im homogenen Zytoplasma sind
bis auf vereinzelte Mitochondrien keine Zellorganellen vorhanden. Die
Mitochondrien sind meist in der Nahe des Zellkernes lokalisiert. Mikrotubuli
kdénnen in den Erythrozyten elektronenmikroskopisch nicht dargestellt werden.

88



IV. ERGEBNISSE

Bild 58: Blut Huhn, Erythrozyten. Elektronenmikroskopische Aufnahme.

Die Erythrozyten (1) weisen eine langgestreckte Form auf. Zwischen dem Zellkern (2)
und dem Zytoplasma (4) der Erythrozyten (1) befindet sich oft ein perinuklearer Spalt (3).
In einem der Zellkerne ist ein runder amorpher Bereich zu erkennen (weiBer Pfeil). Das
homogene Zytoplasma (4) enthalt in Zellkernndhe zum Teil Anschnitte von Mitochondrien
(5). Die Zellmembran (6) ist glatt und weist keine Pseudopodien auf. SB = 1 um.

3.2 Thrombozyten

Die Thrombozyten des Huhnes stellen sich elektronenmikroskopisch als
rundliche Zellen mit einem Durchmesser von ca. 5 um dar. In den
Heterochromatin-Bereichen des ovalen Zellkernes sind vereinzelt runde
Aufhellungen zu erkennen. Die Zellorganellen sind tberwiegend im Zentrum der
Thrombozyten lokalisiert. Das Zytoplasma enthalt 0,2-0,4 um groBe Granula mit
elektronendichtem Inhalt, Glykogenpartikel und ca. 0,8-1,3 um groBe
zytoplasmatische Einschliisse. Der homogene, maBig elektronendichte Inhalt der
zytoplasmatischen Einschlisse ist zum Teil von Vakuolen durchsetzt.
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Bild 59: Blut Huhn, Thrombozyten. Elektronenmikroskopische Aufnahme.

Thrombozyten (1). Im Zytoplasma (2) des Thrombozyten (1) sind Granula mit
elektronendichtem Inhalt (3) und Ansammlungen von Glykogenpartikeln (4) zu erkennen.
AuBerdem zeigen sich groBe zytoplasmatische Einschlisse (5). Deren homogener,
maBig elektronendichter Inhalt ist zum Teil vakuolisiert und erscheint blasig. Ovaler
Zellkern mit Euchromatin (6) und viel Heterochromatin (7). In einem der Thrombozyten
(1) ist eine runde Aufhellung im Heterochromatin zu erkennen (weiBer Pfeil). SB = 1 uym.

3.3. Heterophile Granulozyten

Die heterophilen Granulozyten erscheinen elektronenmikroskopisch als
unregelmaBig rundliche bis ovale Zellen mit zytoplasmatischen Ausldufern. Sie
sind in etwa 4-8 um groB. Das Zytoplasma enthalt drei verschiedene Arten von
Granula. Am haufigsten kommen die elektronendichten spindelférmigen Granula
mit einer GréBe von 1-1,3 x 0,5 um vor, die sich im Querschnitt rund darstellen.
Diese weisen charakteristischerweise zentral einen runden elektronendichteren
Bereich auf. Dartber hinaus sind maBig elektronendichte Granula mit
inhomogenem Inhalt und einer GréBe von ca. 0,7 ym sowie 0,1-0,3 ym kleine
elektronendichte Granula zu erkennen. AuBerdem enthalt das Zytoplasma

90



IV. ERGEBNISSE

Mitochondrien, Anschnitte von rauem endoplasmatischen  Retikulum,
Glykogenpartikel und einen gelappten Zellkern.

P

[ 3
Bild 60: Blut Huhn, heterophiler Granulozyt. Elektronenmikroskopische Aufnahme.

Das Zytoplasma (2) des heterophilen Granulozyten (1) enthalt drei verschiedene Arten
von Granula: Elektronendichte spindelférmige Granula (3), die zentral einen runden,
elektronendichteren Bereich aufweisen (4), maBig elektronendichte Granula mit einem
inhomogenen Inhalt (5) und kleine elektronendichte Granula (6). Die spindelférmigen
Granula erscheinen im Querschnitt rund (7). Im Zytoplasma (2) finden sich auBerdem
Mitochondrien (8), Anschnitte von rauem endoplasmatischen Retikulum (9) sowie
Glykogenpartikel (10). Zytoplasmatischer Auslaufer (11). Zellkern (12). SB = 1 pm.

3.4. Eosinophile Granulozyten

Die eosinophilen Granulozyten der Hihner stellen sich ultrastrukturell als runde
Zellen mit einem Durchmesser von ca. 5 ym dar. Sie enthalten elektronendichte,
runde bis ovale Granula mit einer Gr6Be von 0,3-1 um. Diese sind im Gegensatz
zu den Granula der heterophilen Granulozyten homogen und weisen keine
runden zentralen Kérper auf. AuBerdem liegen sie weniger dicht im Zytoplasma.
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Im Zytoplasma sind auBerdem raues endoplasmatisches Retikulum, Ribosomen,
Mitochondrien, Glykogenpartikel und Vesikel zu erkennen. Anschnitte des
Zellkernes zeigen, dass das Euchromatin Uberwiegend zentral und das
elektronendichte Heterochromatin peripher gelegen ist.

7
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Bild 61: Blut Huhn, eosinophiler Granulozyt. Elektronenmikroskopische Aufnahme.

Der eosinophile Granulozyt (1) weist eine runde Form auf. Im Zytoplasma (2) liegen
locker verteilt einige elektronendichte runde bis ovale Granula (3). Das Zytoplasma (2)
enthalt auBerdem Vesikel (4), Mitochondrien (5), raues endoplasmatisches Retikulum (6)
und Glykogengranula (7). Im Anschnitt des Zellkernes sind das zentrale Euchromatin (8)
und das periphere Heterochromatin (9) zu erkennen. SB = 1 ym.

3.5. Lymphozyten

Die Lymphozyten des Huhnes erscheinen unter dem Elektronenmikroskop als
runde Zellen mit relativ wenigen Zellorganellen und einem hohen Zellkern-
Zytoplasma-Verhaltnis. Ihr Durchmesser betragt in etwa 3,5-4 ym. Zum Teil sind
Pseudopodien erkennbar. Der runde Zellkern ist oft an einer Seite abgeflacht
bzw. eingekerbt und liegt zentral oder exzentrisch in der Zelle. Im
Zytoplasmasaum sind raues endoplasmatisches Retikulum, Glykogenpartikel,
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kleine Vakuolen und vereinzelt ca. 0,3 pm groBe Granula mit maBig

elektronendichtem Inhalt zu erkennen.

9

Bild 62: Blut Huhn, Lymphozyt und Erythrozyten. Elektronenmikroskopische Aufnahme.

Lymphozyt (1) und Anschnitte von Erythrozyten (2). Der Lymphozyt (1) weist eine
rundliche Form mit zytoplasmatischen Auslaufern (3) sowie ein hohes Zellkern-
Zytoplasma-Verhéltnis auf. Der exzentrische Zellkern (4) ist an einer Seite abgeflacht.
Das Zytoplasma (5) ist zellorganellenarm. Es enthalt vereinzelt endoplasmatisches
Retikulum (6), Glykogenpartikel (7), kleine Vakuolen (8) und Granula mit maBig
elektronendichtem Inhalt (9). SB =1 ym.

3.6. Monozyten

Die Monozyten des Huhnes zeigen sich elektronenmikroskopisch als
unregelmaBig geformte Zellen mit vielen Zellorganellen, die tUber das gesamte
Zytoplasma verteilt sind. lhre GrdBe betragt in etwa 6 ym, kann jedoch je nach
Schnittebene stark variieren. Das umfangreiche Zytoplasma enthélt Uber das
ganze Zytoplasma verteilt raues endoplasmatisches Retikulum, welches zum Teil
stark dilatiert ist. AuBerdem sind Glykogenpartikel, Ribosomen und 0,1-0,3 ym
groBe Granula mit unterschiedlicher Elektronendichte zu erkennen.
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Bild 63: Blut Huhn, Monozyt und heterophiler Granulozyt. Elektronenmikroskopische
Aufnahme.

Monozyt (1) und heterophiler Granulozyt (2). Im Zellkern (3) des Monozyten (1) zeigt sich
das zentrale Euchromatin (4) und das periphere elektronendichte Heterochromatin (5).
Das umfangreiche Zytoplasma (6) des Monozyten (1) enthalt zahlreiche Zellorganellen.
Es sind einige Anschnitte von rauem endoplasmatischen Retikulum (7) zu erkennen,
welches zum Teil stark dilatiert erscheint (8). AuBerdem stellen sich elektronendichte
Glykogenpartikel (9) und unterschiedlich elektronendichte zytoplasmatische Granula (10)
dar. SB =1 um.
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4. Ergebnisse der Glykohistochemie

Bei der Glykohistochemie zeigt sich die Lektinbindung anhand einer leuchtend
grinen Fluoreszenz der Blutzellen unter dem Fluoreszenzmikroskop. Eine eher
gelbe Farbung ist als Eigenfluoreszenz zu werten. Diese ist auch in den
Negativkontrollen zu sehen und kann vor allem bei den Granula der eosinophilen
Granulozyten regelmaBig festgestellt werden. Auch im Zytoplasma der
Erythrozyten sind bei den meisten positiv reagierenden Lektinen ein bis drei
kleine Granula mit Eigenfluoreszenz zu erkennen, die in der Regel um den
Zellkern lokalisiert sind. FUr die Auswertung wurden nur die fixierten Ausstriche
herangezogen, da sich bei den unfixierten Préparaten die Lektinbindung weniger
deutlich darstellte. Fur jedes Lektin wurde eine Tabelle erstellt, in der die Starke
der Fluoreszenz in eine negative (-), schwach positive (+/-), deutlich positive (+),
stark positive (++) oder sehr stark positive (+++) Reaktion in Membran,
Zytoplasma oder Granula eingeteilt wird. Die Blutzellen kénnen anhand der
Kernfarbung mit VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI

auch ohne Fluoreszenz differenziert werden.

4.1. D-Mannose und D-Glukose spezifische Lektine

4.1.1. Bindung von Concanavalin Agglutinin (ConA)

Bei den meisten untersuchten Blutausstrichen zeigt sich eine deutlich positive
Bindung von ConA an die Erythrozytenmembran. Das Zytoplasma der
Erythrozyten reagiert dagegen negativ. Die Thrombozyten weisen eine schwach
positive Reaktion des Zytoplasmas und eine negative Reaktion der Membran auf.
Die positive Reaktion im Zytoplasma ist in erster Linie um den Zellkern lokalisiert.
Die Granula der Thrombozyten sind bei der Halfte der Praparate schwach positiv.
Die heterophilen Granulozyten zeigen in der Membran und im Zytoplasma eine
stark positive Fluoreszenz, wéhrend die Granula schwach positiv reagieren. Bei
den eosinophilen Granulozyten stellt sich lediglich die Membran in wenigen
Féallen schwach positiv dar. Die Membran der basophilen Granulozyten reagiert
zum Teil stark positiv und zum Teil negativ. Die Granula sind meist stark ConA-
positiv, das Zytoplasma zeigt Uberwiegend keine oder eine schwache
Fluoreszenz. Bei den Lymphozyten sind Zytoplasma und Granula bei den
meisten Tieren deutlich ConA-positiv. Die Membran reagiert Uberwiegend
negativ. Die Granula der Monozyten weisen eine starke Fluoreszenz auf,
wéahrend bei Membran und Zytoplasma meist keine Bindung vorhanden ist.
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Tabelle 24: Ergebnis ConA

Membran 10% 70% 20% 100%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 100%
Granula 50%  50% 50%
Membran 30% 60% 10% 70%
Zytoplasma 10% 80% 10% 100%
Granula 10% 80% 10% 90%

Membran 70%  30% 30%
Zytoplasma 100% 100%
Granula 100% 100%

Membran 44,4% 55,5% 11,1%  66,6%
Zytoplasma 44,4% 22,2% 11,1% 22,2% 55,5%
Granula 22,2% 55,5% 22,2%  77,7%

Membran 90% 10% 10%
Zytoplasma 40% 50% 10% 100%
Granula 10% 80% 10% 100%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 80% 20% 20%
Granula 10% 80% 10% 100%
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Bild 64: Blut Huhn, Erythrozyten. ConA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate.

ConA-FITC bindet die Zellmembran (2)
der Erythrozyten (1) mit deutlicher
Affinitat. Zellkern (3). SB = 10 ym.

Bild 65: Blut Huhn, Thrombozyten.
ConA-FITC.

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyten (1) und Erythrozyten (2).
Die Thrombozyten (1) zeigen eine
schwach positive Reaktion des
Zytoplasmas (3) und der
zytoplasmatischen Granula (4). Die
Fluoreszenz im Zytoplasma ist um den
Zellkern lokalisiert. ConA-FITC bindet
nicht an die Zellmembran (5). Zellkern
(6). SB =10 pm.

Bild 66: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. ConA-FITC, DAPI-
Kernférbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). ConA-FITC bindet das
Zytoplasma (3) des heterophilen
Granulozyten (1) mit starker Affinitat.
Zellkern (4). SB =10 ym.

Bild 67: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. ConA-FITC, DAPI-
Kernférbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythozyten (2). Hier wird deutlich, dass
die Zellmembran (3) des heterophilen
Granulozyten (1) eine stark positive
Reaktion zeigt. Das Zytoplasma (4)
reagiert stark positiv. Zellkern (5). SB =
10 pm.
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Bild 68: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. ConA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). ConA-FITC bindet die
Granula (3) des basophilen Granulozyten
(1) mit sehr starker Affinitat. Das
Zytoplasma (4) reagiert schwach positiv.
Zellkern (5). SB =10 ym.

Bild 69: Blut Huhn, Lymphozyt. ConA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Die
zytoplasmatischen Granula (3) des
Lymphozyten (1) reagieren deutlich
positiv. ConA-FITC bindet das
Zytoplasma (4) mit schwacher Affinitat.
Die Zellmembran (5) reagiert negativ.
Zellkern (6). SB = 10 ym.

Bild 70: Blut Huhn, Monozyt. ConA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Die
Granula (3) des Monozyten (1) weisen
eine starke Fluoreszenz auf. Das
Zytoplasma (4) und die Zellmembran (5)
reagieren negativ. Zellkern (6). SB = 10
pm.

Bild 71: Blut Huhn, Monozyt. ConA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
Monozyt (1) weist zytoplasmatische
Auslaufer (3) auf. ConA-FITC bindet die
Granula (4) mit starker Affinitat. Zellkern
(5). SB =10 ym.
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4.1.2. Bindung von Lens culinaris Agglutinin (LCA)

Bei LCA ist keine Fluoreszenz der Erythrozyten zu sehen. Die Thrombozyten
reagieren im Zytoplasma, vor allem in Zellkernndhe, schwach positiv und in den
Granula deutlich positiv. Die Membran der Thrombozyten stellt sich dagegen
negativ dar. Bei den heterophilen Granulozyten kann man eine negative
Membran, ein deutlich positives Zytoplasma und Uberwiegend deutlich positive
Granula erkennen. Die eosinophilen Granulozyten zeigen nur im Zytoplasma eine
schwach positive Reaktion. Die Granula der basophilen Granulozyten weisen
eine starke Fluoreszenz auf, wogegen das Zytoplasma schwach positiv und die
Membran negativ reagiert. Bei den Lymphozyten erfolgte ausschlieBlich im
Zytoplasma eine schwache Bindung von LCA. Die Monozyten zeigen im
Zytoplasma eine meist schwache und in den Granula eine Uberwiegend deutliche
Fluoreszenz. Die Membran der Monozyten ist LCA-negativ.
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Tabelle 25: Ergebnis LCA

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 100%
Granula 12,5% 75% 12,5% 100%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 100%
Granula 12,5% 12,5% 62,5% 12,5% 87,5%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 12,5% 87,5% 87,5%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 75%  25% 100%
Granula 12,5% 87,5% 100%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 25%  75% 75%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 50% 50% 50%
Granula 50%  50% 100%
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Bild 72: Blut Huhn, heterophiler Bild 73: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. LCA-FITC, DAPI- Granulozyt. LCA-FITC, DAPI-
Kernfarbung. Kernfarbung.

Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate. Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.
Heterophiler Granulozyt (1) und Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Granula (3) des Erythrozyten (2). Die Granula (3) des
heterophilen Granulozyten (1) reagieren basophilen Granulozyten (1) weisen eine
deutlich bis stark positiv. Das Zytoplasma starke Fluoreszenz auf. Das Zytoplasma
(4) zeigt sich deutlich positiv. Zellkern (5). (4) reagiert schwach positiv. Zellkern (5).
SB =10 um. SB =10 um.

Bild 74: Blut Huhn, Monozyt. LCA-FITC,
DAPI-Kernfarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Im
schwach positiven Zytoplasma (3) des
Monozyten (1) sind deutlich positive
Granula (4) zu erkennen. Die Membran
(5) reagiert nicht mit LCA-FITC. Zellkern
(6). SB =10 pm.
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4.1.3. Bindung von Pisum sativum Agglutinin (PSA)

PSA-FITC zeigt keine Affinitdt zu Membran oder Zytoplasma der Erythrozyten in
den Ausstrichen. Auch die Membran und die Granula der Thrombozyten
reagieren negativ, wahrend das Zytoplasma eine schwache Fluoreszenz
aufweist. Die heterophilen Granulozyten zeigen in den Granula eine schwach
positive und im Zytoplasma eine stark positive Reaktion, wahrend die Membran
PSA-negativ ist. Bei den eosinophilen Granulozyten ist ausschlieBlich im
Zytoplasma bei einzelnen Ausstrichen eine schwache Bindung von PSA
vorhanden. Das Zytoplasma der basophilen Granulozyten fluoresziert bei der
Halfte der Ausstriche schwach, wéhrend die andere Halfte keine Fluoreszenz
aufweist. Auch in den basophilen Granula ist eine Fluoreszenz zu erkennen, die
sich Uberwiegend stark positiv darstellt. Lediglich die Zellmembran reagiert auch
in diesen Zellen negativ. Bei den Lymphozyten zeigt sich die Membran negativ,
das Zytoplasma schwach positiv und die Granula deutlich positiv. Bei den
Monozyten ist in der Membran keine und im Zytoplasma eine meist schwache
Fluoreszenz vorhanden. Die Reaktion der Granula variiert von negativ bis sehr
stark positiv.
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Tabelle 26: Ergebnis PSA

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 100%
Granula 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 10% 80% 10% 100%
Granula 10% 80% 10% 90%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 60% 40% 40%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 50% 50% 50%
Granula 10% 20% 70% 90%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 30% 70% 70%
Granula 10% 80% 10% 100%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 30% 70% 70%
Granula 50% 10% 30% 10% 50%

103



IV. ERGEBNISSE

Bild 75: Blut Huhn, Thrombozyten. PSA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 18, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyten (1) und Erythrozyten (2).
PSA-FITC bindet das Zytoplasma (3) der
Thrombozyten (1) mit schwacher
Affinitat. Zellkern (4). SB = 10 ym.

Bild 76: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. PSA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Der heterophile
Granulozyt (1) zeigt im Zytoplasma (3)
eine stark positive und in den Granula (4)
eine schwach positive Reaktion. Zellkern
(5). SB =10 ym.

Bild 77: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. PSA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 4, LSL, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) des
basophilen Granulozyten (1) fluoresziert
schwach positiv und enthélt stark positive
Granula (4). Der Zellkern (5) wird von
einzelnen Granula tberlagert. SB = 10
pm.

Bild 78: Blut Huhn, basophile
Granulozyten. PSA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 5, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophile Granulozyten (1) und
Erythrozyten (2). Die basophilen
Granulozyten (1) enthalten stark positive
Granula (3). Das Zytoplasma (4) zeigt
sich schwach positiv. Randsténdige
Zellkerne (5). SB = 10 ym.
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Bild 79: Blut Huhn, Lymphozyt. PSA- Bild 80: Blut Huhn, Monozyt. PSA-FITC,
FITC, DAPI-Kernférbung. DAPI-Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate. Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.
Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Das Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
Zytoplasma (3) des Lymphozyten (1) Monozyt (1) enthalt deutlich positive feine
enthalt deutlich positive zytoplasmatische zytoplasmatische Granula (3). Zellkern
Granula (3). Zellkern (5). SB = 10 ym. (4). SB =10 ym.

4.2. D-Galaktose spezifische Lektine

4.2.1. Bindung von Peanut Agglutinin (PNA)

Bei PNA ist lediglich eine Bindung an die Granulozyten zu erkennen. Bei den
heterophilen Granulozyten zeigt sich bei einigen Ausstrichen eine schwache bis
deutliche Fluoreszenz der Zellmembran. Die Granula sind in den meisten Fallen
schwach positiv. Die Granula der eosinophilen Granulozyten weisen eine
schwache Bindung des Lektins auf. In nur einem Ausstrich kann eine schwache
Reaktion der Granula der basophilen Granulozyten festgestellt werden.
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Tabelle 27: Ergebnis PNA

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
Membran 40% 40% 20% 60%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 10% 80% 10% 90%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 90% 10% 100%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 90% 10% 10%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
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Bild 81: Blut Huhn, heterophiler Bild 82: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. PNA-FITC, DAPI- Granulozyt. PNA-FITC, DAPI-
Kernfarbung. Kernfarbung.

Huhn 7, LSL, weiblich, 12 Monate. Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.
Heterophiler Granulozyt (1) und Eosinophiler Granulozyt (1), Erythrozyten
Erythrozyten (2). Die heterophilen (2) und Thrombozyt (3). PNA-FITC bindet
Granula (3) reagieren schwach positiv. an die Granula (4) des eosinophilen

Bei diesem heterophilen Granulozyten Granulozyten (1) mit schwacher Affinitat.
(1) bindet PNA-FITC nicht an die Das Zytoplasma (5) reagiert negativ.
Zellmembran (4). Zellkern (5). SB = 10 Zellkern (6). SB = 10 ym.

pm.

4.2.2. Bindung von Ricinus communis Agglutinin (RCA)

In keinem der Blutausstriche ist eine Bindung von RCA an die Erythrozyten,
eosinophilen Granulozyten und Monozyten zu erkennen. Bei den Thrombozyten
zeigt sich nur in einem Prdparat eine schwache Fluoreszenz des Zytoplasmas,
Membran und Granula binden nicht an RCA. Die heterophilen Granulozyten sind
im Zytoplasma Uberwiegend schwach RCA-positiv, wahrend RCA die Granula
nur sehr selten bindet und sich die Membran negativ darstellt. Die Membran und
das Zytoplasma der basophilen Granulozyten reagieren nicht mit RCA-FITC, die
Granula zeigen aber eine (berwiegend deutliche Fluoreszenz. Bei den
Lymphozyten reagiert das Zytoplasma Uberwiegend schwach positiv und in den
Granula zeigen sich sowohl negative als auch deutlich positive Reaktionen. In
der Membran der Lymphozyten ist keine Fluoreszenz zu erkennen. In allen
Praparaten ist eine starke Hintergrundfarbung vorhanden. Auch nach einer
Reduktion der RCA-Konzentration auf 5ug/ml PBS, bzw. 2,5ug/ml PBS ist diese
noch deutlich zu erkennen, wahrend die Blutzellen jetzt nur noch sehr schwach
bzw. nicht mehr an das Lektin binden.
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Tabelle 28: Ergebnis RCA

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 85,7% 14,3% 14,3%
Granula 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 14,3% 71,4% 14,3% 85,7%
Granula 85,7% 14,3% 14,3%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 42,9% 57,1% 100%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 14,3% 71,4% 14,3% 85,7%
Granula 28,6% 71,4% 71,4%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
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Bild 83: Blut Huhn, heterophiler Bild 84: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. RCA-FITC, DAPI- Granulozyt. RCA-FITC, DAPI-
Kernfarbung. Kernfarbung.

Huhn 1, LSL, méannlich, 12 Monate. Huhn 5, LB, weiblich, 12 Monate.
Heterophiler Granulozyt (1) und Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) des Erythrozyten (2). Die Granula (3) des
heterophilen Granulozyten (1) stellt sich basophilen Granulozyten (1) reagieren
schwach positiv dar. Das Lektin bindet deutlich positiv mit RCA-FITC. Zellkern
nicht an die Granula (4) und die (4). SB =10 ym.

Membran (5). Zellkern (6). SB = 10 ym.

Bild 85: Blut Huhn, Lymphozyt. RCA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Im
schwach positiven Zytoplasma (3) des
Lymphozyten (1) befinden sich
zytoplasmatische Granula (4). Zellkern
(5). SB =10 pm.

4.2.3. Bindung von Viscum album Agglutinin (VAA)

Bei VAA ist in einzelnen Ausstrichen sehr selten eine schwache Bindung an
einzelne Granula der heterophilen Granulozyten zu erkennen. Alle anderen

Blutzellen reagieren nicht mit VAA.
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4.3. N-Acetyl-D-Galaktosamin spezifische Lektine

4.3.1. Bindung von Griffonia simplicifolia Agglutinin | (GSL I)

Es kann keine Bindung von GSL | an die Hihnerblutzellen festgestellt werden.

4.3.2. Bindung von Sophora japonica Agglutinin (SJA)

Die Blutzellen zeigen mit dem Lektin SJA keine Reaktion.

4.3.3. Bindung von Soybean Agglutinin (SBA)

In keinem der untersuchten Ausstriche ist eine Fluoreszenz der Hihnerblutzellen
zu erkennen.

4.3.4. Bindung von Dolichos biflorus Agglutinin (DBA)

Die heterophilen Granulozyten weisen teilweise eine schwache Fluoreszenz in
Membran, Zytoplasma und Granula auf. Alle anderen Blutzellen binden kein
DBA.
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Tabelle 29: Ergebnis DBA

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
Membran 75%  25% 25%
Zytoplasma 62,5% 37,5% 37,5%
Granula 62,5% 37,5% 37,5%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
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Bild 86: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. DBA-FITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 1, LSL, méannlich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Membran (3) und
das Zytoplasma (4) des heterophilen
Granulozyten (1) reagieren schwach
positiv. Zellkern (5). SB = 10 ym.

4.4. D-Galaktose und N-Acetyl-D-Galaktosamin spezifische Lektine

4.4.1. Bindung von Sambucus nigra Agglutinin (SNA)

Bei den Erythrozyten ist eine starke Bindung von SNA an die Membran zu
erkennen. Das Zytoplasma ist gréBtenteils schwach positiv. Die Thrombozyten
zeigen eine Uberwiegend negative Reaktion der Membran und der Granula, das
Zytoplasma stellt sich sowohl negativ als auch vor allem in Zellkernnahe schwach
bis deutlich positiv dar. SNA bindet mit schwacher bis starker Affinitdt an den
Randbereich der heterophilen Granula. Das Innere der Granula fluoresziert nicht.
Das Zytoplasma und die Membran der heterophilen Granulozyten zeigen
Uberwiegend keine Bindung von SNA. In wenigen Fallen ist jedoch eine
schwache bis deutliche Reaktion der Membran zu erkennen. Bei den
eosinophilen Granulozyten ist die Membran schwach bis deutlich SNA-positiv,
das Zytoplasma schwach SNA-positiv und die Granula SNA-negativ. Das
Zytoplasma und die Membran der basophilen Granulozyten stellen sich
Uberwiegend negativ dar, nur in wenigen Fallen reagiert die Membran schwach
oder auch stark auf SNA. Das Lektin bindet mit meist starker Affinitdt an die
basophilen Granula. Das Zytoplasma und die Membran von Lymphozyten und
Monozyten stellen sich Uberwiegend schwach positiv dar, die Granula beider

zeigen keine Fluoreszenz.

112



IV. ERGEBNISSE

Tabelle 30: Ergebnis SNA

Membran 40%  60% 100%
Zytoplasma 20% 80% 80%
Membran 70%  30% 30%
Zytoplasma 40% 30% 30% 60%
Granula 100% 0%
Membran 60% 20% 20% 40%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 50% 20% 30% 100%

Membran 20% 40% 40% 60%
Zytoplasma 10%  90% 90%
Granula 100% 0%

Membran 60%  30% 10% 40%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 20% 50%  30% 100%

Membran 20% 60% 20% 80%
Zytoplasma 10%  90% 90%
Granula 100% 0%

Membran 50% 50% 50%
Zytoplasma 40%  60% 60%
Granula 40% 30% 30% 60%
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Bild 87: Blut Huhn, Erythrozyten. SNA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

SNA-FITC bindet mit starker Affinitat an
die Membran (2) der Erythrozyten (1).
Das Zytoplasma (3) reagiert schwach
positiv. Zellkern (4). SB = 10 ym.

Bild 88: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. SNA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). SNA-FITC bindet mit
starker Affinitdt an den Randbereich der
Granula (3) des heterophilen
Granulozyten (1). Das Innere der
Granula fluoresziert nicht. Zellkern (4).
SB =10 um.

Bild 89: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. SNA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 2, LB, méannlich, 24 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Membran (3) des
eosinophilen Granulozyten (1) reagiert
deutlich positiv. Das Zytoplasma (4)
reagiert schwach positiv. Zellkern (5). SB
=10 uym.

Bild 90: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. SNA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). SNA-FITC bindet die
Granula (3) des basophilen Granulozyten
(1) mit starker Affinitat. Randsténdiger
Zellkern (4). SB = 10 ym.
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Bild 91: Blut Huhn, Lymphozyt. SNA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Die
Membran (3) und das Zytoplasma (4) des
Lymphozyten (1) stellen sich schwach
positiv dar. Zytoplasmatischer Ausléufer
(5). Zellkern (6). SB = 10 um.

Bild 92: Blut Huhn, Monozyt. SNA-FITC,
DAPI-Kernfarbung.

Huhn 8, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). SNA-
FITC bindet mit schwacher Affinitat an
die Membran (3) und an das Zytoplasma
(4) des Monozyten (1). Zellkern (5). SB =
10 um.
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4.5. N-Acetyl-D-Glukosamin und N-Acetyl-D-Neuraminsaure
spezifische Lektine

4.5.1. Bindung von Wheat germ Agglutinin (WGA)

WGA bindet mit deutlicher Affinitdt an die Erythrozytenmembran. Das
Zytoplasma der Erythrozyten zeigt keine Fluoreszenz. Die Thrombozyten
reagieren im Zytoplasma meist schwach positiv, wobei sich die Fluoreszenz in
erster Linie um den Zellkern herum darstellt und in der Peripherie weniger stark
zu erkennen ist. Die Membran und die Granula sind WGA-negativ. Bei den
heterophilen Granulozyten ist in der Membran eine starke Fluoreszenz zu
erkennen, das Zytoplasma und die heterophilen Granula reagieren Uberwiegend
deutlich positiv auf WGA. Die Membran der eosinophilen Granulozyten zeigt sich
negativ bis deutlich positiv. Das Zytoplasma und die Granula binden WGA in den
meisten Fallen nicht oder nur schwach. Bei den basophilen Granulozyten stellt
sich die Membran zum Teil negativ dar, zum Teil reagiert sie aber auch schwach
bis stark positiv. Im Zytoplasma der basophilen Granulozyten ist eine gréBtenteils
schwache Fluoreszenz zu erkennen, die Granula reagieren stark bis sehr stark
positiv auf WGA. Die Membran der Lymphozyten zeigt nur sehr selten eine
deutliche Fluoreszenz, in den meisten Féllen reagiert sie negativ. Das
Lymphozytenzytoplasma bindet das Lektin mit deutlicher bis starker Affinitat, die
Granula stellen sich Gberwiegend stark positiv dar. Bei den Monozyten reagiert
die Membran meist schwach positiv, das Zytoplasma zeigt sich negativ bis
schwach positiv und die Granula reagieren Uberwiegend deutlich positiv nach
Inkubation mit WGA-FITC.
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Tabelle 31: Ergebnis WGA

Membran 37,5% 62,5% 100%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 62,5% 37,5% 100%
Granula 100% 0%
Membran 12,5% 75% 12,5% 100%
Zytoplasma 25% 62,5% 12,5% 100%
Granula 37,5% 62,5% 100%

Membran 42.9% 42,9% 14,2% 57,1%
Zytoplasma 71,4% 28,6% 28,6%
Granula 100% 0%

Membran 37,5% 12,5% 25% 25% 62,5%
Zytoplasma 25% 50% 25% 75%
Granula 75%  25% 100%

Membran 87,5% 12,5% 12,5%
Zytoplasma 50%  50% 100%
Granula 125% 75% 12,5% 100%

Membran 25% 50% 25% 75%
Zytoplasma 50% 50% 50%
Granula 12,5% 75% 12,5% 100%
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Bild 93: Blut Huhn, Erythrozyten. WGA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

WGA-FITC bindet mit deutlicher Affinitat
an die Membran (2) der Erythrozyten (1).
Das Zytoplasma (3) reagiert negativ.
Zellkern (4). SB =10 ym.

Bild 94: Blut Huhn, Thrombozyten.
WGA-FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyten (1) und Erythrozyten (2).
Das Zytoplasma (3) der Thrombozyten
(1) stellt sich in Zellkernndhe schwach
positiv dar. Vakuole (4) im Zytoplasma
(3). Zytoplasmatischer Auslaufer (5).
Zellkern (6). SB = 10 ym.

Bild 95: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. WGA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) des
heterophilen Granulozyten (1) reagiert
deutlich bis stark positiv. Die Granula (4)
zeigen sich deutlich positiv. Zellkern (5).
SB =10 um.

Bild 96: Blut Huhn, heterophile
Granulozyten. WGA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophile Granulozyten (1) und
Erythrozyten (2). Hier wird deutlich, dass
WGA-FITC mit starker Affinitat an die
Membran (3) der heterophilen
Granulozyten (1) bindet. Das Zytoplasma
und die Granula (4) reagieren deutlich
positiv. Zellkerne (5). SB = 10 ym.
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Bild 97: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt und Monozyt. WGA-FITC,
DAPI-Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1), Monozyt (2)
und Erythrozyten (3). Das Zytoplasma (4)
des eosinophilen Granulozyten (1)
reagiert schwach positiv. Die Membran
dieser Zelle bindet WGA-FITC nicht.
Zellkern (5). SB =10 ym.

Bild 99: Blut Huhn, Lymphozyt. WGA-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Das
Zytoplasma (3) und die
zytoplasmatischen Granula (4) des
Lymphozyten (1) reagieren stark positiv.
Zellkern (5). SB =10 ym.

Bild 98: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. WGA-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Granula (3) und die
Membran (4) des basophilen
Granulozyten (1) weisen eine starke
Fluoreszenz auf. Zellkern (5). SB = 10
pm.

Bild 100: Blut Huhn, Monozyten und
heterophiler Granulozyt. WGA-FITC,
DAPI-Kernfarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyten (1), heterophiler Granulozyt
(2) und Erythrozyten (3). Das schwach
positive Zytoplasma (4) des Monozyten
(1) enthalt deutlich positive Granula (5).
Zytoplasmatischer Auslaufer (6) des
Monozyten (1). Zellkern (7). SB = 10 ym.
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4.6. N-Acetyl-D-Glukosamin spezifische Lektine

4.6.1. Bindung von Wheat germ Agglutinin succinyliert (WGAs)

Die Zellmembran der Erythrozyten weist in einem GroBteil der Praparate keine
Fluoreszenz auf. Das Zytoplasma reagiert ebenfalls WGAs-negativ. Das Lektin
bindet Uberwiegend schwach an das Zytoplasma der Thrombozyten, wobei die
Fluoreszenz in erster Linie um den Zellkern lokalisiert ist. Die Membran und die
Granula reagieren nicht mit WGAs. Bei den heterophilen Granulozyten zeigt sich
die Membran deutlich bis stark positiv, das Zytoplasma Uberwiegend stark positiv
und die Granula in wenigen Fallen schwach positiv. Das Zytoplasma der
eosinophilen Granulozyten bindet WGAs meist schwach bis deutlich und in der
Zellmembran ist in manchen Ausstrichen eine schwache Fluoreszenz zu
erkennen. Die eosinophilen Granula reagieren negativ. Die basophilen
Granulozyten binden WGAs in der Zellmembran mit deutlicher bis starker
Affinitat, das Zytoplasma zeigt sich Uberwiegend deutlich positiv und die Granula
weisen eine starke bis sehr starke Fluoreszenz auf. Bei den Lymphozyten
reagiert das Zytoplasma bei den meisten Praparaten schwach WGAs-positiv. Die
Granula stellen sich Uberwiegend deutlich WGAs-positiv dar, wéhrend in der
Zellmembran der Lymphozyten keine Reaktion zu erkennen ist. In Membran und
Granula der Monozyten ist eine meist deutliche Fluoreszenz vorhanden. Das
Monozytenzytoplasma reagiert schwach bis deutlich WGAs-positiv.
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Tabelle 32: Ergebnis WGAs

Membran 75%  25% 25%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 87,5% 12,5% 100%
Granula 100% 0%
Membran 50%  50% 100%
Zytoplasma 12,5% 75% 12,5% 100%
Granula 75%  25% 25%

Membran 62,5% 37,5% 37,5%
Zytoplasma 25% 37,5% 37,5% 75%
Granula 100% 0%

Membran 50%  50% 100%
Zytoplasma 25%  75% 100%
Granula 50%  50% 100%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 62,5% 37,5% 100%
Granula 125% 75% 12,5% 100%

Membran 37,5% 62,5% 100%
Zytoplasma 50%  50% 100%
Granula 12,5% 75% 12,5% 100%
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Bild 101: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. WGAs-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 1, LSL, ménnlich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das stark positive
Zytoplasma (3) des heterophilen
Granulozyten (1) enthélt schwach
positive Granula (4). Die Zellmembran (5)
reagiert stark positiv. Zellkern (6). SB =
10 um.

Bild 102: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. WGAs-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das deutlich positive
Zytoplasma (3) des basophilen
Granulozyten (1) enthalt sehr stark
positive Granula (4). Die Zellmembran (5)
reagiert deutlich positiv. Zellkern. SB =
10 pm.

Bild 103: Blut Huhn, Lymphozyt. WGAs-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2).
WGAs-FITC bindet mit deutlicher Affinitat
an die zytoplasmatischen Granula (4)
des Lymphozyten (1). Das Zytoplasma
(8) reagiert schwach positiv. Zellkern (5).
SB =10 um.

Bild 104: Blut Huhn, Monozyt. WGAs-
FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Die
Zellmembran (3) des Monozyten (1)
reagiert deutlich positiv. Die Granula (4)
zeigen eine deutliche Fluoreszenz. Das
Zytoplasma (5) und die
zytoplasmatischen Auslaufer (6)
reagieren schwach positiv. Zellkern (7).
SB =10 ym.
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4.7. L-Fukose spezifische Lektine

4.7.1. Bindung von Ulex europaeus Agglutinin | (UEA 1)

Es kann keine Bindung von UEA | an die Blutzellen festgestellt werden.

4.8. Fiir Oligosaccharide spezifische Lektine

4.8.1. Bindung von Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin (PHA-E)

Die Erythrozyten, Lymphozyten, Monozyten und eosinophilen Granulozyten
reagieren nicht mit PHA-E. Bei den Thrombozyten zeigt sich das Zytoplasma
zum einen negativ und zum anderen in Zellkernndhe schwach positiv. Die
Granula der Thrombozyten weisen selten eine schwache Fluoreszenz auf. Die
heterophilen Granulozyten reagieren im Zytoplasma und in den Granula in
wenigen Féllen schwach PHA-E-positiv und in der Membran PHA-E-negativ. Das
Lektin bindet mit meist schwacher Affinitdt an das Zytoplasma und mit
Uberwiegend starker Affinitdt an die Granula der basophilen Granulozyten,

wahrend die Zellmembran keine Fluoreszenz aufweist.
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Tabelle 33: Ergebnis PHA-E

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 50% 50% 50%
Granula 90% 10% 10%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 70%  30% 30%
Granula 90% 10% 10%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 10% 70%  20% 90%
Granula 10% 10% 80% 90%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
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Bild 105: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. PHA-E-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die zytoplasmatischen
Granula (3) des basophilen Granulozyten
(1) reagieren stark positiv. PHA-E-FITC
bindet mit schwacher Affinitdt an das

Zytoplasma (4). Zellkern (5). SB = 10 ym.

Bild 106: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. PHA-E-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Einzelne stark positive
Granula (3) des basophilen Granulozyten
(1) Gberlagern den Zellkern (4). SB =10
pm.

4.8.2. Bindung von Phaseolus vulgaris Leukoagglutinin (PHA-L)

Die heterophilen Granulozyten reagieren in der Membran Uberwiegend negativ,

zum Teil aber auch schwach bis deutlich positiv. Im Zytoplasma der heterophilen

Granulozyten ist eine meist schwache Fluoreszenz zu erkennen. Bei den

basophilen Granulozyten reagieren die Granula sehr selten schwach positiv. Alle

anderen Strukturen binden PHA-L nicht.
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Tabelle 34: Ergebnis PHA-L

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
Membran 60% 30% 10% 40%
Zytoplasma 10% 80% 10% 90%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 90% 10% 10%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
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Bild 107: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. PHA-L-FITC, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 18, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Membran (3) des
heterophilen Granulozyten (1) weist eine
deutliche Bindung von PHA-L-FITC auf.
Das Zytoplasma (4) reagiert schwach
positiv. Zellkern (5). SB = 10 ym.

4.8.3. Bindung von Maackia amurensis Agglutinin | - Leukoagglutinin
(MAAI)

PHA-L bindet vereinzelt mit schwacher bis deutlicher Affinitat an das Zytoplasma
und die Granula der basophilen Granulozyten. Die anderen Blutzellen weisen

keine Fluoreszenz auf.
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Tabelle 35: Ergebnis MAA |

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 80% 10% 10% 20%
Granula 60% 30% 10% 40%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%

Membran 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Granula 100% 0%
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Bild 108: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. MAA I-FITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 3, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Granula (3) des
basophilen Granulozyten (1) binden mit
schwacher Affinitat das MAA I-FITC.
Zellkern (4). SB =10 ym.

4.9. Ergebnisse der Vorbehandlung mit Hemmzuckern

Nach der Vorbehandlung der stark positiv reagierenden Lektine mit ihren jeweils
spezifischen Hemmzuckern ist die Bindungsfahigkeit der Lektine an die
Blutzellen sehr stark abgeschwacht oder unterbleibt vollstdndig. Die
Negativkontrollen zeigen eine unverandert stark positive Reaktion. Im Folgenden
soll dies am Beispiel des Lektins WGA gezeigt werden.
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Bild 109: Blut Huhn, heterophile
Granulozyten. WGA-FITC mit
Hemmzucker-Vorbehandlung, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophile Granulozyten (1) und
Erythrozyten (2). Im Zytoplasma (3) der
heterophilen Granulozyten (1) ist eine
unspezifische, sehr schwache Reaktion
erkennbar. Zellkerne (4). SB = 10 ym.

Bild 110: Blut Huhn, heterophile
Granulozyten. WGA-FITC ohne
Hemmzucker-Vorbehandlung, DAPI-
Kernfarbung.

Huhn 6, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophile Granulozyten (1) und
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) des
heterophilen Granulozyten (1) reagiert
deutlich positiv. WGA-FITC bindet mit
starker Affinitat an die Membran (4).
Zellkern (5). SB =10 ym.

Bild 111: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. WGA-FITC mit
Hemmzucker-Vorbehandlung, DAPI-
Kernférbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Das Zytoplasma (3) und
die Membran (4) des basophilen
Granulozyten (1) reagieren negativ.
Zellkern (5). SB =10 ym.

Bild 112: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. WGA-FITC ohne
Hemmzucker-Vorbehandlung, DAPI-
Kernférbung.

Huhn 9, LSL, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Die Membran (3) und
die Granula (4) des basophilen
Granulozyten (1) weisen eine starke
Fluoreszenz auf. Zellkern (5). SB = 10
pm.
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4.10. Ergebnisse der Vorbehandlung mit Neuraminidase

Nach der Vorbehandlung der Blutausstriche mit Neuraminidase weist

ausschlieBlich das Lektin SBA eine schwache Bindung an die Granula der
heterophilen Granulozyten auf. Die Lektine VAA, DBA, SJA und GSL | zeigen
keine Veranderung in ihrem Bindungsverhalten an die Blutzellen des Huhnes.

Bild 113: Blut Huhn, heterophiler Bild 114: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. SBA-FITC mit Granulozyt. SBA-FITC ohne
Neuraminidase-Vorbehandlung, DAPI- Neuraminidase-Vorbehandlung, DAPI-
Kernféarbung. Kernféarbung.

Huhn 5, LB, weiblich, 12 Monate. Huhn 5, LB, weiblich, 12 Monate.
Heterophiler Granulozyt (1) und Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyt (2). Im negativen Zytoplasma Erythrozyten (2). Die Granula und das
(3) des heterophilen Granulozyten (1) ist Zytoplasma (3) des heterophilen

eine schwache Reaktion der Granula (4) Granulozyten (1) reagieren negativ.

zu erkennen. Zellkern (5). SB = 10 ym. Zellkern (4). SB = 10 ym.
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5. Ergebnisse der Inmunhistochemie

Es wurden verschiedene FITC-markierte Antikérper auf ihre Bindung an die
Lymphozyten, eosinophilen Granulozyten und zytoskelettalen Elemente
untersucht. Der Nachweis von Aktin erfolgte anhand des an TRITC gekoppelten
Toxins Phalloidin. Die Starke der griinen (im Falle von FITC) oder roten (im Falle
von TRITC) Fluoreszenz wird in eine negative (-), schwach positive (+/-), deutlich
positive (+), stark positive (++) oder sehr stark positive (+++) Reaktion eingeteilt.
Die Zellkerne kénnen unter Verwendung der Kernfarbung mit VECTASHIELD®
Mounting Medium with DAPI differenziert werden.

5.1. Nachweis spezifischer Antigene der T-Lymphozyten

In den mit Methanol fixierten Ausstrichen bindet der CD4-Antikérper mit
schwacher bis deutlicher Affinitdt an die Granula der Lymphozyten. Das
Zytoplasma der CD4-Lymphozyten fluoresziert schwach positiv, zum Teil sind
zytoplasmatische Auslaufer in die Umgebung zu erkennen.

Der Antikérper gegen die CD8a-Lymphozyten zeigt in den fixierten Ausstrichen
eine Uberwiegend deutliche Bindung an die Granula und eine schwache Bindung
an das Zytoplasma der Lymphozyten.

Die unfixierten Ausstriche sind nur sehr schwach oder nicht angeférbt. Bei den
positiven Praparaten kann man in den CD4- und CD8a-Lymphozyten stets ein
granulares Muster erkennen. In wenigen unfixierten Ausstrichen zeigt sich eine
schwache bis deutliche Bindung des CD4-Antikérpers an das Zytoplasma der
heterophilen Granulozyten.

Das Ergebnis der Bindung der CD4- und CD8a-Antikérper an die Lymphozyten in
den fixierten Blutausstrichen ist in folgender Tabelle aufgefihrt.
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Tabelle 36: Ergebnis CD4- und CD8a-Antikdrperbindung an die Lymphozyten

Membran 100%
Zytoplasma 100%
Granula 60% 40%
o Coswbmphozen
Membran 100%
Zytoplasma 100%
Granula 20% 80%

Bild 115: Blut Huhn, Lymphozyt. Anti-
CD4-FITC, DAPI-Kernférbung.

Huhn 26, LB, weiblich, 18 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
CD4-Antikorper bindet mit deutlicher
Affinitat an die Granula (3) des
Lymphozyten (1). Das Zytoplasma (4)
reagiert schwach positiv, es sind
zytoplasmatische Auslaufer (5) zu
erkennen. Zellkern (6). SB = 10 ym.

Bild 116: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Anti-CD4-FITC, DAPI-
Kernfarbung. Keine Fixierung mit
Methanol.

Huhn 27, LB, weiblich, 18 Monate.

Der CD4-Antikdrper bindet das
Zytoplasma (2) des heterophilen
Granulozyten (1) mit deutlicher Affinitat.
Zellkern (3). SB = 10 ym.
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Bild 117: Blut Huhn, Lymphozyt. Anti- Bild 118: Blut Huhn, Lymphozyt. Anti-
CD8a-FITC, DAPI-Kernfarbung. CD8a-FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 26, LB, weiblich, 18 Monate. Huhn 28, LSL, weiblich, 18 Monate.
Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Im Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Das
Zytoplasmasaum des Lymphozyten (1) schwach positive Zytoplasma (3) des
sind deutlich positive granuléare Lymphozyten (1) enthélt deutlich positive
Strukturen (3) erkennbar. Zellkern (4). SB Granula (4). Zellkern (5). SB = 10 ym.
=10 um.

5.2. Nachweis spezifischer Antigene der eosinophilen Granulozyten

Der EMBP-Antikérper zeigt eine unspezifische Reaktion. Er bindet in wenigen
fixierten Ausstrichen mit sehr schwacher Affinitat an die Granula der eosinophilen
Granulozyten. Bei den unfixierten Ausstrichen ist keine Fluoreszenz zu erkennen.
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5.3. Ergebnisse der Untersuchungen des Zytoskeletts

5.3.1. Nachweis von Aktin

Aktin kann in allen Blutzellen nachgewiesen werden. Phalloidin-TRITC bindet in
den Erythrozyten mit deutlicher Affinitdt an den submembranésen Bereich und
mit schwacher Affinitat an das Zytoplasma. In den Thrombozyten kann eine sehr
stark positive Reaktion direkt unter der Zellmembran und im Zytoplasma
festgestellt werden, wobei hier zum Teil eine filamentése bis netzartige Struktur
zu erkennen ist. Die Aktinfilamente werden bis in die zytoplasmatischen
Auslaufer der Thrombozyten sichtbar. Die heterophilen Granulozyten reagieren
Uberwiegend stark positivim submembrandsen Bereich und das Zytoplasma der
heterophilen Granulozyten zeigt eine deutliche Affinitdt gegenlber Phalloidin-
TRITC. Bei den eosinophilen Granulozyten reagiert der Bereich unter der
Zellmembran negativ bis stark positiv und das Zytoplasma weist eine deutliche
bis starke Fluoreszenz auf. Hier wird eine granuldre Verteilung des Aktins
sichtbar. Die basophilen Granulozyten zeigen zum Teil eine diffuse bis granulare
Anfarbung des Zytoplasmas, wahrend an den submembranésen Bereich
Phalloidin-TRITC nicht bindet. Die Lymphozyten reagieren direkt unter der
Membran negativ oder deutlich positiv und im Zytoplasma deutlich positiv, wobei
hier diffuse und granuldre Muster zu erkennen sind. Die Monozyten zeigen im
Zytoplasma eine deutliche Bindung des Phalloidin-TRITC mit einer diffus-
granularen Struktur, wobei sich die Aktinfilamente bei manchen Monozyten bis in
die Pseudopodien hinein darstellen. Der submembrandse Bereich der Monozyten
reagiert dagegen tberwiegend negativ.

Die Bindung von Phalloidin-TRITC an filamentéses Aktin in den Blutzellen kann
nur in den unfixierten Blutausstrichen nachgewiesen werden. Die mit Methanol

fixierten Praparate zeigen sich dagegen negativ.
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Tabelle 37: Ergebnis Aktin

100% 100%
20%  80% 80%

20%  80% 100%
100% 100%

20%  80% 100%
80% 20% 100%

40% 20%  40% 60%
20%  80% 100%

100% 0%
60% 40% 40%

60% 40% 40%
100% 100%

60% 40% 40%
100% 100%
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Bild 119: Blut Huhn, Erythrozyten.
Phalloidin-TRITC.

Huhn 17, LB, weiblich, 12 Monate.

Phalloidin-TRITC bindet mit deutlicher
Affinitdt an den Bereich direkt unter der
Membran (2) der Erythrozyten (1). Das
Zytoplasma (3) reagiert schwach positiv.
SB =10 pm.

Bild 120: Blut Huhn, Thrombozyten.
Phalloidin-TRITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 12, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyten (1) und Erythrozyten (2).
Das Zytoplasma (3) des Thrombozyten
(1) reagiert sehr stark positiv. Die
Aktinfilamente werden bis in die
zytoplasmatischen Auslaufer (4) sichtbar.
Zellkern (5). SB = 10 ym.

Bild 121: Blut Huhn, Thrombozyt.
Phalloidin-TRITC, DAPI-Kernféarbung.

Huhn 25, LSL, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
submembrandse Bereich (3) und das
Zytoplasma (4) des Thrombozyten (1)
reagieren sehr stark positiv. Zellkern (5).
SB =10 pm.

Bild 122: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Phalloidin-TRITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 18, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Der Bereich direkt unter
der Membran (3) des heterophilen
Granulozyten (1) reagiert stark positiv.
Das Zytoplasma (4) stellt sich deutlich
positiv dar. Zellkern (5). SB = 10 ym.
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Bild 123: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. Phalloidin-TRITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 16, LB, weiblich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im Zytoplasma des
eosinophilen Granulozyten (1) zeigen
sich stark positive granulare Strukturen
(3). Der submembrandse Bereich (4)
reagiert bei dieser Zelle negativ. Zellkern
(5). SB =10 ym.

Bild 125: Blut Huhn, Lymphozyt und
Thrombozyt. Phalloidin-TRITC, DAPI-
Kernférbung.

Huhn 25, LSL, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1), Thrombozyt (2) und
Erythrozyten (3). Phalloidin-TRITC bindet
mit deutlicher Affinitdt an das Zytoplasma
(4) des Lymphozyten (1). Zellkern (5). SB
=10 um.

Bild 124: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. Phalloidin-TRITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 12, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im Zytoplasma (3) des
basophilen Granulozyten (1) zeigt sich
eine diffuse-granulare Reaktion.
Randsténdiger Zellkern (4). SB = 10 pm.

Bild 126: Blut Huhn, Monozyten.
Phalloidin-TRITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 25, LSL, weiblich, 12 Monate.

Monozyten (1) und Erythrozyten (2). Das
Zytoplasma (3) des Monozyten (1)
reagiert deutlich positiv. Zellkern (4). SB
=10 ym.
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5.3.2. Nachweis von Vimentin

Beim immunhistochemischen Nachweis von Vimentin kann in allen Blutzellen, mit
Ausnahme der Erythrozyten, eine positive Reaktion im Zytoplasma festgestellt
werden. Der Antikdrper bindet mit schwacher Affinitdt an die Thrombozyten,
wobei ein granulares Reaktionsmuster im Zytoplasma sichtbar wird. Die
heterophilen Granulozyten zeigen eine Uberwiegend deutliche granulare
Reaktion in Zellkernndhe. Die eosinophilen Granulozyten reagieren negativ bis
deutlich positiv mit ebenfalls granularem Muster. Das Zytoplasma der basophilen
Granulozyten zeigt eine schwache Bindung des Vimentinantikdrpers, dabei
werden feingranulare Strukturen sichtbar. In den Lymphozyten stellen sich
schwach bis deutlich positive diffuse und granuldre Strukturen dar. Die
Monozyten weisen eine starke Fluoreszenz auf, hier wird eine netzartige

Verteilung des Vimentins tber die ganze Zelle sichtbar.

Vimentin stellt sich in den mit Methanol fixierten Ausstrichen besonders deutlich
dar. Die unfixierten Ausstriche sind aufgrund einer nicht ausreichenden Qualitat
nicht auswertbar.
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Tabelle 38: Ergebnis Vimentin

100% 0%
100% 0%

100% 0%
100% 100%

100% 0%
80% 20% 100%

100% 0%
40% 20% 40% 60%

100% 0%
60%  40% 100%

100% 0%
60%  40% 100%

100% 0%
100% 100%
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Bild 127: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Anti-Vimentin-FITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 24, LSL, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im heterophilen
Granulozyten (1) ist um den Zellkern (4)
eine deutlich positive granuldre Reaktion
(3) erkennbar. Das Zytoplasma (5)
reagiert negativ. SB = 10 ym.

Bild 129: Blut Huhn, basophiler
Granulozyt. Anti-Vimentin-FITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 12, LB, weiblich, 12 Monate.

Basophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im Zytoplasma (3) des
basophilen Granulozyten (1) zeigt sich
eine feingranulare Reaktion. Zellkern (4).
SB =10 um.

Bild 128: Blut Huhn, eosinophiler
Granulozyt. Anti-Vimentin-FITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 13, LB, weiblich, 12 Monate.

Eosinophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im eosinophilen
Granulozyten (1) stellt sich eine deutlich
positive granulare Fluoreszenz (3) dar.
Zellkern (4). SB = 10 ym.

Bild 130: Blut Huhn, Lymphozyt. Anti-
Vimentin-FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 20, LSL, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). Im
Zytoplasma (3) des Lymphozyten (1)
stellen sich schwach positive granulare
bis diffuse Strukturen (4) dar. Zellkern
(5). SB =10 ym.
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Bild 131: Blut Huhn, Monozyt. Anti- Bild 132: Blut Huhn, Monozyt. Anti-
Vimentin-FITC, DAPI-Kernfarbung. Vimentin-FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 29, LSL, weiblich, 18 Monate. Huhn 13, LB, weiblich, 12 Monate.

Im Zytoplasma (2) des Monozyten (1) Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Der
wird eine netzartige Fluoreszenz Vimentin-Antikérper bindet mit starker
erkennbar. Zellkern (3). SB = 10 ym. Affinitét an eine netzartige Struktur (3) im

Zytoplasma des Monozyten (1). Hier wird
deutlich, dass sich ein Netzwerk aus
Filamenten Uber die gesamte Zelle
erstreckt, welches sich um den Zellkern
(4) herum verdichtet (5). SB = 10 um.

5.3.3. Nachweis von Tubulin

Tubulin kann in allen Hahnerblutzellen, auBer den Erythrozyten und basophilen
Granulozyten, nachgewiesen werden. Der submembrandse Bereich der
Thrombozyten zeigt eine negative bis stark positive Reaktion und das
Zytoplasma reagiert schwach bis deutlich positiv. Dabei ist unterhalb der
Membran und im Zytoplasma ein granuldres bis diffuses Verteilungsmuster der
Fluoreszenz zu erkennen. Im Zytoplasma der heterophilen Granulozyten und der
eosinophilen Granulozyten zeigen sich vereinzelte punktférmige, schwach
positive Reaktionen. Der Tubulinantikérper bindet mit schwacher bis deutlicher
Affinitdt an die Lymphozyten. Im Bereich der Zellperipherie sind granulare
Strukturen erkennbar, von denen aus Filamente zu einem Punkt in der Zelle
verlaufen, so dass sich ein sternférmiges Muster ergibt. Die Immunfluoreszenz im
Zytoplasma der Monozyten zeigt sich Uberwiegend schwach bis deutlich positiv,
wobei eine feingranuldre bis netzartige Anfarbung zu sehen ist.

In den unfixierten Ausstrichen Iasst sich Tubulin nicht darstellen.
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Tabelle 39: Ergebnis Tubulin

Submembrands 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%
Submembrands 40% 20% 20% 20% 60%
Zytoplasma 40% 60% 100%
Submembrands 100% 0%
Zytoplasma 20%  80% 80%
Submembrands 100% 0%
Zytoplasma 40% 60% 60%

Submembrands 100% 0%
Zytoplasma 100% 0%

Submembrands 60%  40% 100%
Zytoplasma 60% 40% 100%

Submembrands 100% 0%
Zytoplasma 40% 40% 20% 100%
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Bild 133: Blut Huhn, Thrombozyt. Anti-
Tubulin-FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 12, LB, weiblich, 12 Monate.

Thrombozyt (1) und Erythrozyten (2).
Das Zytoplasma (3) des Thrombozyten
(1) reagiert deutlich positiv. Anti-Tubulin-
FITC bindet mit schwacher Affinitat an
den submembrandsen Bereich (5). Dabei
ist im Zytoplasma und in der Membran
ein granuléres Reaktionsmuster zu
erkennen. Vakuole (4) im Zytoplasma.
Zellkern (6). SB = 10 pm.

Bild 135: Blut Huhn, Lymphozyt. Anti-
Tubulin-FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 12, LB, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyt (1) und Erythrozyten (2). In
der Zellperipherie sind schwach positive,
granulare Strukturen (4) erkennbar, von
denen Mikrotubuli (3) zu einem Punkt in
der Zelle verlaufen. Zellkern (5). SB =10
pm.

Bild 134: Blut Huhn, heterophiler
Granulozyt. Anti-Tubulin-FITC, DAPI-
Kernféarbung.

Huhn 15, LB, weiblich, 12 Monate.

Heterophiler Granulozyt (1) und
Erythrozyten (2). Im negativen
Zytoplasma (3) des heterophilen
Granulozyten (1) befinden sich sehr
vereinzelt punktfdrmige, schwach
positive Reaktionen (4). Zellkern (5). SB
=10 ym.

Bild 136: Blut Huhn, Lymphozyten. Anti-
Tubulin-FITC, DAPI-Kernférbung.

Huhn 12, LB, weiblich, 12 Monate.

Lymphozyten (1) und Erythrozyten (2).
Auch hier wird deutlich, dass die
Mikrotubuli zu einem Punkt in der Zelle
verlaufen (2), der sich bei diesen Zellen
gegenlber des Zellkernes (3) befindet.
SB =10 um.

144



IV. ERGEBNISSE

Bild 137: Blut Huhn, Monozyt. Anti-
Tubulin-FITC, DAPI-Kernfarbung.

Huhn 19, LB, weiblich, 12 Monate.

Monozyt (1) und Erythrozyten (2). Anti-
Tubulin-FITC bindet mit deutlicher
Affinitat an feingranuldre-netzartige
Strukturen im Zytoplasma (3) des
Monozyten (1). Zellkern (4). SB = 10 ym.

5.3.4. Nachweis von Myosin

Weder bei den fixierten noch bei den unfixierten Blutausstrichen kann eine
positive Reaktion beim Nachweis von Myosin festgestellt werden.

5.3.5. Nachweis von Zytokeratin

Zytokeratin kann in keinem der untersuchten fixierten und unfixierten Ausstriche

nachgewiesen werden.
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V. DISKUSSION

1. Blutproben

Die Blutproben fir die lichtmikroskopischen, elektronenmikroskopischen,
glykohistochemischen und immunhistochemischen Untersuchungen wurden von
mannlichen und weiblichen Tieren der Rasse Lohmann Brown (LB, braune
Legehybride) und Lohmann Selected Leghorn (LSL, weiBe Legehybride)
entnommen. Beim Vergleich beider Huhnerrassen fallen keine signifikanten
Unterschiede bei den Blutwerten auf. Die Ergebnisse der kleinen Blutbilder
zeigen jedoch, dass bei den mannlichen Tieren die Mittelwerte der
Erythrozytenzahlen und Hamatokritwerte Uber den Durchschnittswerten der
weiblichen Tiere liegen, was mit verschiedenen Angaben in der Literatur
Ubereinstimmt (Hodges, 1977; Prinzinger und Misovic, 1994). Dies steht im
Zusammenhang mit dem blutbildenden Effekt von Testosteron und dem die
Knochenmarksaktivitait hemmenden Effekt von Ostrogen (Hebert et al., 1989).
Die Leukozytenzahlen hingegen sind, wie auch von Prinzinger (1994)
beschrieben, im Mittel bei den weiblichen Tieren hdher als bei den mannlichen
(Prinzinger und Misovic, 1994). Trotz der geschlechtsspezifischen Unterschiede
im Blutbild der HOhner sind bei den Untersuchungen in vorliegender Arbeit keine
Unterschiede in der Morphologie und Histochemie der Blutzellen zwischen

mannlichen und weiblichen Tieren zu erkennen.
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2. Lichtmikroskopische Farbungen

Fdr die lichtmikroskopische Differenzierung und morphologische Untersuchung
der HUhnerblutzellen wurden die Blutausstriche verschiedenen
Ubersichtsfarbungen  (Diff-Quick-, H.E.-, May-Griinwald-, Giemsa- und
Pappenheim-Farbung) unterzogen. AuBerdem wurden die Blutzellen anhand der
Periodic acid Schiff (PAS)-Reaktion, Sirius-Red-Farbung, Toluidinblau-Farbung
und Alcianblau-Farbung substrathistochemisch untersucht.

Die Erythrozyten der Hihner zeigen sich, wie in der Literatur beschrieben, unter
dem Lichtmikroskop als ovale Zellen mit einem zentralen, spindelférmigen
Zellkern (Prinzinger und Misovic, 1994) und sind in allen angewendeten
Ubersichtsfarbungen sehr gut darstellbar. Sie farben sich im Zytoplasma
Uberwiegend rosa, wahrend der Zellkern je nach Féarbung eine violette bis
dunkelblaue Farbe annimmt. In der Diff-Quick- und Toluidinblau-Farbung stellt
sich im sonst gleichméaBigen Zytoplasma ein kleiner basophiler granularer
Einschluss dar. Auch Forkner (1929) beschrieb rétlich-braune Kérperchen im
Zytoplasma der Erythrozyten (Forkner, 1929). Dabei kénnte es sich um die von
verschiedenen Autoren elektronenmikroskopisch dargestellten Mitochondrien im
Zytoplasma der Erythrozyten handeln (Schumacher, 1965; Harris und Brown,
1971; Barrett und Dawson, 1974; Hodges, 1977). Fur die genaue
Charakterisierung der granuldren Einschlisse sind jedoch weiterfihrende
Untersuchungen notwendig. In den Blutausstrichen der HUhner sind des
Weiteren vereinzelt starker abgerundete Erythrozyten mit einem graublauen
Zytoplasma und einem rundlichen, wenig kondensierten Zellkern zu erkennen.
Dabei handelt es sich um unreife Erythrozyten, die mit einem Anteil von bis zu
5% der Gesamterythrozytenzahl im zirkulierenden Blut gesunder Vigel zu finden
sind (Campbell und Dein, 1984; Campbell, 1988; Campbell 2004; Campbell und
Ellis, 2007). Sehr vereinzelt zeigen sich auBerdem Dakryozyten (tranenférmige
Erythrozyten) in den Blutausstrichen der Hihner. In einem geringen Anteil sind
abweichende Zellformen der Erythrozyten (Poikilozyten) im Blut gesunder Végel
physiologisch (Clark et al., 2009). In den Erythrozyten sind bei der PAS-Reaktion
sowie bei der Alcianblau-Farbung keine  spezifischen  positiven
Reaktionsprodukte nachweisbar. Sie enthalten demnach keine PAS-positiven
komplexen Kohlenhydrate oder saure Glykoproteine.

Die Thrombozyten des Huhnes erscheinen lichtmikroskopisch als ovale bis runde
Zellen mit vakuolisiertem Zytoplasma und einem kompakten, rundlichen Zellkern.
Diese Morphologie wurde auch von anderen Autoren beschrieben (Lucas und
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Jamroz, 1961; Grecchi et al., 1980; Campbell, 1984; Prinzinger und Misovic,
1994). Die Huhnerthrombozyten liegen in den Ausstrichen einzeln oder in
Aggregaten vor, was mit den Aussagen von Forkner (1929) und Jain (1993)
Ubereinstimmt (Forkner, 1929; Jain, 1993). Sie lassen sich in allen hier
angewendeten Ubersichtsfarbungen darstellen, besonders gut geeignet ist
jedoch die Diff-Quick-Farbung. Das Zytoplasma zeigt sich mit den verschiedenen
Farbemethoden von farblos Uber hellblau bis rosa-rot und der Zellkern erscheint
violett bis blau. Anhand der hellen Farbung ihres Zytoplasmas kbénnen die
aviaren Thrombozyten von den kleinen Lymphozyten differenziert werden, die ein
starker basophiles Zytoplasma besitzen (Maxwell, 1974; Campbell und Ellis,
2007). Bei einzelnen Huhnerthrombozyten sind Pseudopodien oder
zytoplasmatische Granula zu erkennen. Bei letzteren handelt es sich um die von
Campbell und Ellis (2007) beschriebenen spezifischen eosinophilen Granula an
den Zellpolen der aviaren Thrombozyten (Campbell und Ellis, 2007). Die
Ergebnisse dieser Arbeit zeigen jedoch darlber hinaus, dass sich beispielsweise
in der May-Grinwald- und Pappenheim-Farbung neben den eosinophilen auch
basophile  Granula zeigen. Eine Aggregation der Thrombozyten,
zytoplasmatische Vakuolen und Pseudopodien deuten auf eine Aktivierung
dieser Zellen hin (Fox und Solomon, 1981; Latimer und Bienzle, 2000; Campbell
und Ellis, 2007). Bei der PAS-Reaktion kénnen in einzelnen Thrombozyten
positive granuldre Reaktionsprodukte beobachtet werden. Dies deckt sich mit
Ergebnissen von Swayne und Mitarbeiter (1986), die ebenfalls eine positive PAS-
Reaktion in den Thrombozyten der Végel nachweisen konnten (Swayne et al.,
1986). Die PAS-Reaktion mit Amylase-Vorbehandlung zeigt hingegen keine
Farbung. Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, dass im Zytoplasma
einzelner Thrombozyten Glykogengranula enthalten sind. Dies stimmt auch mit
elektronenmikroskopischen Befunden von verschiedenen Autoren Uberein, die in
HUhnerthrombozyten einzelne elektronendichte glykogenhaltige Granula
erkennen konnten (Schumacher, 1965; Carlson et al., 1968; Sweeny und
Carlson, 1968; Maxwell, 1974).

Die heterophilen Granulozyten sind in den Blutausstrichen der Hihner die am
haufigsten vorkommenden Granulozyten. Sie zeigen sich lichtmikroskopisch als
rundliche Zellen mit zahlreichen spindelférmigen Granula. lhr Zellkern ist
mehrfach gelappt und besitzt maBig kondensiertes, grobkdrniges Chromatin.
Dies stimmt mit den morphologischen Befunden verschiedener Autoren Uberein
(Prinzinger und Misovic, 1994; Campbell und Ellis, 2007). Das Zytoplasma der
heterophilen Granulozyten farbt sich bei den Ubersichtsfarbungen von farblos
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Uber hellblau bis rosa und der Zellkern nimmt verschiedene Blauténe an. Die
zytoplasmatischen Granula zeigen sich (berwiegend rosa bis rot. Die
heterophilen Granulozyten sind mit allen Farbemethoden, auBer mit der Giemsa-
Farbung, gut darstellbar. In der Giemsa-Farbung wird der Inhalt der Granula
vollstandig ausgewaschen, die verbleibenden Reste erscheinen farblos. Aber
auch in den anderen Farbungen sind die Granula gelegentlich wenig angeférbt
oder teilweise herausgeldst. Dies ist vermutlich durch den Farbevorgang bedingt.
In diesem Fall zeigen sich in den stdbchenférmigen Granula runde Strukturen.
Hierbei handelt es sich sehr wahrscheinlich um die elektronenmikroskopisch
darstellbaren runden elektronendichten Kérper in den primaren Granula
(Campbell und Ellis, 2007). Auch Kelenyi und Nemeth (1969) sowie Latimer und
Mitarbeiter (1988) legen dar, dass bei einer partiellen oder vollstandigen
Degranulation der Inhalt der heterophilen Granula herausgeldst wird, so dass die
runden zentralen Kérper der primaren Granula zum Vorschein kommen. Ist dies
der Fall, erinnern sie an die runden Granula der eosinophilen Granulozyten und
kénnen mit diesen verwechselt werden (Kelenyi und Nemeth, 1969; Latimer et
al., 1988). Bei der Sirius-Red-Farbung kann im Zytoplasma der heterophilen
Granulozyten der Hihner eine schwache Reaktion festgestellt werden. Dies weist
auf das Vorhandensein von basischen Polyaminosauren hin (Nielsen et al.,
1998), steht jedoch im Widerspruch zu den Angaben in der Literatur, nach denen
bei der Sirius-Red-Féarbung ausschlieBlich eine Farbung der eosinophilen
Granulozyten erfolgt. Diese Angaben beruhen jedoch auf Untersuchungen von
Gewebeproben von Rindern, Pferden und Schafen (Wehrend et al., 2004) und
sind nicht spezifisch fir das Huhn. Des Weiteren reagieren die heterophilen
Granulozyten des Huhnes bei der Alcianblau-Farbung (pH 2,5) im Zytoplasma
positiv, wahrend bei der Alcianblau-Farbung (pH 1,0) keine positiven
Reaktionsprodukte zu erkennen sind. Diese Ergebnisse zeigen das
Vorhandensein von stark carboxylierten sauren Glykoproteinen im Zytoplasma
der Zellen (Mulisch und Welsch, 2010). Auch bei der PAS-Reaktion reagiert das
Zytoplasma der heterophilen Granulozyten deutlich positiv. Nach vorheriger
Amylasebehandlung ist die PAS-Reaktion abgeschwacht. Daraus lasst sich
folgern, dass im Zytoplasma der heterophilen Granulozyten komplexe
Kohlenhydrate wie Glykogen vorhanden sind. Dies stimmt mit
elektronenmikroskopischen Befunden Uberein, die das Vorhandensein von
Glykogengranula im Zytoplasma heterophiler Granulozyten von Hulhnern
nachweisen (Kriesten und Enbergs, 1969; Maxwell, 1973).

Die eosinophilen Granulozyten des Huhnes zeigen sich unter dem
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Lichtmikroskop als rundliche Zellen mit runden Granula, die meist das
Zytoplasma nicht ganz ausflllen. Sie enthalten einen zweifach gelappten
Zellkern mit maBig kondensiertem Chromatin, wobei die Zellkernsegmente meist
gleich groB sind. Bei manchen Zellen ist noch ein drittes, kleineres Segment zu
erkennen. Eine besonders gute Darstellung der eosinophilen Granulozyten ist mit
der May-Grinwald-, Giemsa- und Pappenheim-Farbung méglich. Die Granula
farben sich mit den angewendeten Ubersichtsfarbungen meist rosarot. Der
Zellkern farbt sich nach Campbell und Ellis (2007) im Vergleich zu den
heterophilen Granulozyten bei den avidren eosinophilen Granulozyten dunkler
an. Dies wird in vorliegenden Ergebnissen bei der Giemsa- und Pappenheim-
Farbung deutlich. Ein blaulicheres Zytoplasma, wie es Campbell und Ellis (2007)
beschreiben, weisen die eosinophilen Granuloyzyten jedoch nur in der Diff-Quick-
Farbung auf (Campbell und Ellis, 2007). GemaB den Angaben von Santos und
Mitarbeiter (2003) reagieren die eosinophilen Granulozyten bei der Sirius-Red-
Farbung und der PAS-Reaktion positiv (Santos et al.,, 2003). Bei der
Durchfiihrung der Sirius-Red-Farbung war jedoch eine sehr lange Inkubationszeit
in der Farbelésung notwendig, um eine Anfarbung der Granula zu erreichen.
AuBerdem ist die Farbung beim Huhn nicht spezifisch fir die eosinophilen
Granulozyten, da es auch zu einer Anfarbung des Zytoplasmas der heterophilen
Granulozyten kommt. Bei der PAS-Reaktion zeigt sich das Zytoplasma der
eosinophilen  Granulozyten positiv, die PAS-Reaktion mit Amylase-
Vorbehandlung fallt dagegen negativ aus. Diese Ergebnisse der
substrathistochemischen Farbungen belegen das Vorhandensein von Glykogen
im Zytoplasma der eosinophilen Granulozyten der Hihner.

Die basophilen Granulozyten der Huhner sind typischerweise rund, weisen oft
aber auch eine langgestreckte Form auf. Der ungelappte, maBig kondensierte
Zellkern ist rund bis oval, liegt meist exzentrisch in der Zelle und wird oft von den
zytoplasmatischen Granula Uberlagert. Dies deckt sich mit den Literaturangaben
verschiedener Autoren (Maxwell, 1973; Latimer und Bienzle, 2000; Campbell und
Ellis, 2007). Die runden Granula sind in der Diff-Quick-, H.E.-, und Giemsa-
Farbung bedingt durch den Farbevorgang ausgewaschen und erscheinen geman
den Angaben in der Literatur als runde Vakuolen im Zytoplasma (Campbell und
Ellis, 2007). Die charakteristischen basophilen Granula sind in der May-
Grunwald-, Pappenheim- und Toluidinblau-Farbung darstellbar und farben sich
dunkellila. Bei der Alcianblau-Farbung (pH 2,5) sind in den Granula stark positive
Reaktionsprodukte zu erkennen. Bei einem pH-Wert von 1,0 wird die Reaktion
leicht abgeschwacht sichtbar. Aus diesen Ergebnissen lasst sich folgern, dass
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die Granula der basophilen Granulozyten sulfatierte und carboxylierte saure
Glykoproteine enthalten.

In den Blutausstrichen der Hihner sind lichtmikroskopisch kleine, mittelgroBe und
groBe Lymphoyzten zu erkennen, was mit den Angaben von Bonous und
Stedman (2000) Ubereinstimmt (Bounous und Stedman, 2000). Die groBen
Lymphozyten sind gemaB den Angaben von Prinzinger und Misovic (1994) nur
selten zu finden (Prinzinger und Misovic, 1994). Im Allgemeinen zeigen sich die
Lymphozyten als kugelrunde Zellen mit wenig Zytoplasma. Vereinzelt weisen sie
zytoplasmatische Auslaufer auf, was auf eine Aktivierung dieser Zellen hindeutet.
Sie besitzen einen runden, exzentrisch gelegenen kompakten Zellkern, der
gelegentlich an einer Stelle leicht eingezogen ist. Diese Morphologie wurde auch
von anderen Autoren beschrieben (Campbell und Ellis, 2007). Eine gute
Darstellung der Lymphozyten ist mit der Diff-Quick- und Pappenheim-Farbung
méglich. Das Zytoplasma stellt sich mit den verschiedenen Ubersichtsfarbungen
Uberwiegend blau dar und der Zellkern farbt sich blau bis violett. Im basophilen
Zytoplasmasaum sind in den meisten Lymphozyten kleine kréaftig blaue Granula
enthalten. DarUber hinaus sind gemaB den Aussagen von Campbell und Ellis
(2007) vereinzelt deutliche eosinophile Granula zu erkennen (Campbell und Ellis,
2007). Diese kodnnen in vorliegender Arbeit vor allem in den mittelgroBen und
groBen Lymphozyten beobachtet werden. Reaktive Lymphozyten besitzen ein
stark basophiles Zytoplasma und weisen auf eine Antigenstimulation hin, kénnen
aber auch im normalen Vogelblut vorkommen (Campbell und Ellis, 2007).
Vermutlich deuten auch die roten bis lila Granula im Zytoplasma auf eine
Aktivierung dieser Lymphozyten hin. Die mittelgroBen und groBen Lymphozyten
besitzen im Gegensatz zu den kleinen Lymphozyten etwas mehr Zytoplasma und
der Zellkern der groBen Lymphozyten kann nach Angaben von Bonous und
Stedman (2000) eine ovale bis abgewinkelte Form aufweisen oder an einer Stelle
abgeflacht sein (Bounous und Stedman, 2000). So kdnnen sie leicht mit den
Monozyten verwechselt werden (Campbell und Ellis, 2007). Bei der PAS-
Reaktion reagieren wenige Lymphozyten deutlich PAS-positiv, was die
Ergebnisse von Raskin und Valenciano (2000) bestatigt (Raskin und Valenciano,
2000). Dabei ist eine granulare Reaktion zu erkennen, die nach der Amylase-
Vorbehandlung negativ ausféllt. Diese Untersuchungen zeigen, dass einzelne
Lymphozyten zytoplasmatische glykogenhaltige Granula besitzen.

Die Monozyten des Huhnes sind neben den groBen Lymphozyten die grdBten
Blutzellen in den untersuchten Ausstrichen. Sie stellen sich gemaBs den Befunden
verschiedener Autoren (Maxwell, 1974; Campbell und Ellis, 2007)
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lichtmikroskopisch als groBe, runde oder unregelmaBig geformte Zellen mit
einem pleomorphen, wenig kondensierten Zellkern dar. Das umfangreiche
Zytoplasma enthalt in den meisten Monozyten =zahlreiche Vakuolen
unterschiedlicher GrdBe. Dies kodnnte auf eine Aktivierung dieser Zellen
hindeuten oder auch durch den Farbevorgang bedingt sein. Die Monozyten sind
in allen angewendeten Ubersichtsfarbungen darstellbar, besonders deutlich
zeigen sie sich jedoch in der Diff-Quick-Farbung. Das Zytoplasma erscheint mit
den verschiedenen Farbungen Uberwiegend bldulich, der Zellkern farbt sich in
der Diff-Quick-Farbung lila und in den anderen Farbungen blau. Das
Vorhandensein feiner eosinophiler zytoplasmatischer Granula, wie sie Campbell
und Ellis (2007) beschreiben, kann in den durchgefiihrten Ubersichtsfarbungen
nicht beobachtet werden (Campbell und Ellis, 2007). Nach Sinowatz und Hees
(2000) nehmen die Azurgranula der Monozyten im Alter ab (Sinowatz und Hees,
2000). Beobachtungen von Campbell und Ellis (2007) zeigen auBerdem, dass im
Zytoplasma der Monozyten oft eine hellere Zone um den Zellkern und eine
dunklere periphere Zone erkennbar ist (Campbell und Ellis, 2007). Vorliegende
Ergebnisse  kénnen  dies  jedoch nicht  bestatigen. Bei den
substrathistochemischen Farbungen zeigen sich schwach PAS-positive
zytoplasmatische Reaktionsprodukte. Nach der Amylase-Vorbehandlung féllt die
PAS-Reaktion negativ aus, was darauf hindeutet, dass im Zytoplasma der
HUhnermonozyten geringe Mengen an Glykogen vorhanden sind.
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3. Elektronenmikroskopie

Far die Darstellung der Ultrastruktur wurden die HUhnerblutzellen
elektronenmikroskopischen Untersuchungen unterzogen. Dabei konnten auBer
den basophilen Granulozyten alle Blutzellen charakterisiert werden. In den
HUhnerblutzellen kdnnen nicht immer alle in der Literatur beschriebenen
Strukturen dargestellt werden. Diese Divergenz zwischen den erhobenen
Befunden und den Angaben in der Literatur ist auch darauf zurickzufihren, dass
die 60 nm dunnen Schnitte immer nur einen bestimmten Querschnitt der Zellen
darstellen.

Die Erythrozyten des Huhnes stellen sich elektronenmikroskopisch als
langgestreckte Zellen dar, Querschnitte der Erythrozyten weisen hingegen eine
ovale Form auf. lhre Zellmembran ist glatt und zeigt keine Pseudopodienbildung.
Die Erythrozyten enthalten einen zentralen Zellkern, der sich oft durch einen
weiten Spalt vom Zytoplasma abgrenzt. Dieser weite perinukledre Raum wurde
auch von Schumacher (1965) beschrieben. Mdglicherweise handelt es sich
hierbei um ein durch die Fixierung bedingtes Artefakt, der perinukledre Spalt
kdnnte aber auch durch die starke Chromatinkondensation bei den letzten
Schritten der Erythropoiese verursacht sein. Vereinzelt ist in den zentralen
Zellkernen ein amorpher Bereich erkennbar. Auch Pearson und Davies (1982)
konnten in einem sehr geringen Teil der Erythrozyten elektronenmikroskopisch
amorphe Bereiche erkennen, die einige groBe Granula enthalten (Pearson und
Davies, 1982). Die Granula kdnnen in vorliegenden Ergebnissen jedoch nicht
nachgewiesen werden. Die Aufgabe dieser so genannten granularen Komplexe
ist vermutlich die Speicherung von Stoffen, die in den Erythrozytenzellkernen
nicht mehr gebraucht werden (Pearson und Davies, 1982). Das homogene
Zytoplasma der Hihnererythrozyten enthalt, bis auf vereinzelte Anschnitte von
Mitochondrien, keine Zellorganellen. Dieses Ergebnis stimmt mit den Befunden
zahlreicher Autoren, die ebenfalls das Vorkommen von Mitochondrien in den
aviaren Erythrozyten beschreiben, Uberein (Schumacher, 1965; Harris und
Brown, 1971; Barrett und Dawson, 1974; Hodges, 1977). Die Mitochondrien sind
in den Erythrozyten der HlUhner meist in Zellkernndhe zu finden. Vermutlich
handelt es sich dabei um die lichtmikroskopisch erkennbaren basophilen
granularen Einschlisse, die ebenfalls um den Zellkern lokalisiert sind (siehe
Kapitel 1V.2.1.). Im Zytoplasma koénnen elekironenmikroskopisch keine
Mikrotubuli bzw. kein marginales Band aus Mikrotubuli dargestellt werden. Auch
immunhistochemisch sind die Mikrotubuli in vorliegender Arbeit nicht
nachweisbar (siehe Kapitel 1V.5.3.3.). Dies deckt sich mit den Befunden von
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Schumacher (1965), der in Huhnererythrozyten elektronenmikroskopisch
ebenfalls keine Mikrotubuli finden konnte (Schumacher, 1965).

Die Thrombozyten des Huhnes zeigen sich unter dem Elektronenmikroskop als
rundliche Zellen. Die Zellorganellen im Zytoplasma sind, wie von Maxwell (1974)
beschrieben, meist in Zellkernndhe lokalisiert (Maxwell, 1974). In den
Thrombozyten sind groBe zytoplasmatische Einschlisse zu erkennen. Diese
enthalten einen maBig elektronendichten Inhalt, der zum Teil vakuolisiert ist.
Dabei handelt es sich um die bereits von Sweeny und Carlson (1968)
beschriebenen elektronendichten blaschenférmigen Kdérperchen (Sweeny und
Carlson, 1968). Vermutlich sind dies die lichtmikroskopisch erkennbaren
spezifischen eosinophilen Granula (Sweeny und Carlson, 1968). Auch andere
Angaben in der Literatur legen dar, dass diese elektronenmikroskopisch nicht
homogen erscheinen, sondern als Ansammlung von mehreren Granula zu
interpretieren  sind. Nach ihrer Degranulation hinterlassen sie die
bldschenférmigen Gebilde im Zytoplasma (Sweeny und Carlson, 1968; Kuruma
et al., 1970; Campell und Ellis, 2007). Das Zytoplasma der Thrombozyten enthalt
dartber hinaus Ansammlungen von elektronendichten Glykogenpartikeln. Bereits
Maxwell (1974) beschrieb das Vorkommen von Glykogen im Zytoplasma
(Maxwell, 1974). Die positive PAS-Reaktion in vorliegender Arbeit deutet
ebenfalls darauf hin, dass es sich bei den elektronendichten Partikeln um
Glykogen handelt. AuBerdem sind in den Thrombozyten, wie bereits von Maxwell
(1974) beschrieben, zytoplasmatische Granula mit elektronendichtem Inhalt zu
erkennen (Maxwell, 1974). Dabei kénnte es sich um die im Zytoplasma der
Thrombozyten lichtmikroskopisch erkennbaren basophilen Granula handeln
(sieche Kapitel 1V.2.2)). FdOr die genaue Charakterisierung dieser
elektronendichten Granula sind jedoch weiterfihrende Untersuchungen
notwendig. Befunde von Schumacher (1965) und Maxwell (1974) ergeben, dass
der Zellkern aufgrund des hohen Anteils an Heterochromatin elektronendicht
erscheint und in den Heterochromatin-Bereichen vereinzelt runde Aufhellungen
zu erkennen sind (Schumacher, 1965; Maxwell, 1974). Dies kann anhand der
vorliegenden Ergebnisse bestatigt werden.

Die heterophilen Granulozyten des Huhnes erscheinen unter dem
Elektronenmikroskop als runde bis ovale Zellen. Wie bereits von Maxwell (1973)
beschrieben, weisen sie zum Teil Pseudopodien auf (Maxwell, 1973). Die
Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die heterophilen Granulozyten
drei verschiedene Arten von Granula enthalten. Am haufigsten sind die
spindelférmigen elektronendichten Granula mit einer GréBe von 1-1,3 x 0,5 ym
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vertreten, in denen ein runder elektronendichterer Bereich erkennbar ist.
Daneben kommen die maBig elektronendichten, ca. 0,7 ym groBen Granula mit
einem inhomogenen Inhalt und die 0,1-0,3 um kleinen elektronendichten Granula
vor. Dabei handelt es sich um die von Daimon und Caxton-Martins (1977) in den
aviaren heterophilen Granulozyten beschriebenen priméren, sekundaren und
tertidren Granula (Daimon und Caxton-Martins, 1977). Untersuchungen von
Maxwell (1973) zeigen ebenfalls einen regelméBig vorkommenden runden
elektronendichten Kérper in der Mitte der primaren Granula (Maxwell, 1973). Die
kleinen tertidren Granula haben nach Daimon und Caxton-Martins (1977) einen
elektronendichten Kern, der von einem elektronendurchlassigen Bereich
umgeben wird (Daimon und Caxton-Martins, 1977). Diese Unterscheidung
zwischen Kern und Hille kann in den vorliegenden Ergebnissen nicht bestatigt
werden. Im Zytoplasma der heterophilen Granulozyten des Huhnes sind
auBerdem Glykogenpartikel zu erkennen, was mit den Befunden von Maxwell
(1973) Ubereinstimmt (Maxwell, 1973). Auch die Ergebnisse der PAS-Reaktion in
vorliegender Arbeit bestéatigen das Vorkommen von Glykogen im Zytoplasma der
heterophilen Granulozyten.

Die eosinophilen Granulozyten zeigen sich ultrastrukturell als runde Zellen mit
runden bis ovalen Granula mit einer Gr6Be von 0,3-1 um. Diese enthalten einen
elektronendichten und homogenen Inhalt. Dies stimmt mit Angaben in der
Literatur Uberein, nach denen die eosinophilen Granulozyten der Hihner nur
einen Granulatyp enthalten (Daimon und Caxton-Martins, 1977; Maxwell, 1978).
Die Befunde anderer Autoren, nach denen ultrastrukturell zwei Arten von Granula
erkennbar sind (Campbell und Ellis, 2007), kénnen hier nicht bestéatigt werden. Im
Gegensatz zu den heterophilen Granulozyten liegen die Granula der
eosinophilen Granulozyten weniger dicht im Zytoplasma. Dies ist in vorliegender
Arbeit auch lichtmikroskopisch erkennbar (siehe Kapitel 1V.2.4.). Im Zytoplasma
der eosinophilen Granulozyten des Huhnes sind auBerdem, wie bereits in der
Literatur beschrieben (Hodges, 1977; Santos et al.,, 2003), raues
endoplasmatisches Retikulum, Ribosomen, Mitochondrien, Vesikel und
Glykogenpartikel zu erkennen. Einzig die Glykogenpartikel werden in der
Literatur bisher nicht erwahnt. Die positive PAS-Reaktion in vorliegender Arbeit
bestatigt jedoch das Vorkommen von Glykogen im Zytoplasma der Zellen.

Die Lymphozyten der Huhner erscheinen unter dem Elektronenmikroskop als
runde Zellen mit relativ wenigen Organellen. Charakteristisch ist auch ihr hohes
Zellkern-Zytoplasma-Verhaltnis. Bei manchen Lymphozyten sind ultrastrukturell
Pseudopodien erkennbar, was mit den Ergebnissen von Maxwell (1974)
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Ubereinstimmt (Maxwell, 1974). Das Zytoplasma enthalt vereinzelt Granula mit
maBig elektronendichtem Inhalt. Auch Maxwell (1974) konnte Granula mit einem
Durchmesser von 0,1-1,0 ym im Zytoplasma feststellen (Maxwell, 1974).
Vermutlich handelt es sich hierbei um die auch lichtmikroskopisch erkennbaren
zytoplasmatischen  Granula. Im Zytoplasma zeigen sich auBerdem
elektronendichte Glykogenpartikel. Dies wurde in der Literatur bisher nicht
beschrieben, deckt sich jedoch mit den positiven Ergebnissen der PAS-Reaktion
in vorliegender Arbeit (siehe Kapitel 1V.2.6.). AuBerdem sind, wie bereits von
Maxwell (1974) dargestellt, raues endoplasmatisches Retikulum und kleine

Vakuolen mit einem Durchmesser bis zu 0,1 ym zu erkennen.

Die Monozyten des Huhnes stellen sich ultrastrukturell als unregelmaBig
geformte Zellen mit umfangreichem Zytoplasma dar. Die Ergebnisse vorliegender
Arbeit zeigen auBerdem, dass die zahlreichen Zellorganellen gleichmaBig tber
das gesamte Zytoplasma verteilt sind und sich nicht, wie von Maxwell (1974)
beschrieben, haufig in Zellkernndhe befinden (Maxwell, 1974). Im gesamten
Zytoplasma ist raues endoplasmatisches Retikulum zu erkennen, welches sich
zum Teil stark dilatiert zeigt. Dies kdnnte auf eine hohe Stoffwechselaktivitat
dieser Zelle zurickzufihren sein. Ultrastrukturell werden auBerdem
zytoplasmatische Granula sichtbar. Auch Untersuchungen von Maxwell (1974)
zeigen kleine elektronendichte Granula mit einem Durchmesser von 0,1-0,5 ym
im Zytoplasma (Maxwell, 1974). Im Gegensatz dazu sind in den Monozyten des
Huhnes Granula mit unterschiedlicher Elektronendichte zu erkennen. Bei den
Granula handelt es sich um Lysosomen (Liebich, 2010). Vermutlich stellen diese
die nach Clark und Mitarbeiter (2009) gelegentlich lichtmikroskopisch
erkennbaren feinen zytoplasmatischen eosinophilen Granula dar (Clark et al.,
2009), die jedoch anhand der hier durchgefihrten lichtmikroskopischen
Farbungen nicht feststellbar waren (siehe Kapitel 1V.2.7.). Die positive PAS-
Reaktion in  vorliegender  Arbeit bestatigt das Vorkommen der
elektronenmikroskopisch erkennbaren Glykogenpartikel.
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4. Glykohistochemie

Anhand glykohistochemischer Untersuchungen wurden die verschiedenen
Kohlenhydratstrukturen auf den Hihnerblutzellen dargestellt. Hierfir dienten die
Pflanzenlektine ConA, LCA, PSA, PNA, RCA, VAA, GSL |, SJA, DBA, SBA, SNA,
WGA, WGAs, UEA |, PHA-E, PHA-L und MAA |. Bei den Ergebnissen der
glykohistochemischen  Untersuchungen koénnen keine Unterschiede in
Abhé&ngigkeit von Rasse, Alter oder Geschlecht der Hihner festgestellt werden.

Im Allgemeinen wird die Lektinbindung von verschiedenen Faktoren beeinflusst.
Dies ist bei der Interpretation der Ergebnisse zu bericksichtigen. Zum einen
kénnen die Qualitat der Lektine und methodische Faktoren, wie der pH-Wert, die
Affinitat eines Lektins beeinflussen (Moraes und Mello, 2006). Zum anderen
spielen bei der Lektinbindung beispielsweise hydrophobe und elektrostatische
Wechselwirkungen mit dem Glykan sowie die Art der Bindung und die folgenden
Zuckerreste in dem Oligosaccharid eine Rolle (Wu et al., 2009; Roth, 2011). So
kénnen Lektine an verschiedene Oligosaccharidketten, die mit dem fir das Lektin
spezifischen Zucker enden, mit unterschiedlicher Affinitdt binden (Wu et al.,
2009). In vorliegender Arbeit wurde zur Interpretation der Ergebnisse die
Klassifikation der Lektine nach ihrer nominalen Zuckerspezifitdt herangezogen.
Da diese Klassifikation jedoch auf Ergebnissen aus Agglutinationsversuchen mit
Hemmzuckern (Monosacchariden) basiert, gilt sie als stark vereinfacht (Roth,
2011). AuBerdem ist zu beachten, dass die Auswertung der Reaktionsstarke der
Lektine auf einer subjektiven Bewertung der Fluoreszenz beruht.

Die Erythrozyten der Hihner weisen eine Affinitéat der Lektine ConA, SNA, WGA
und WGAs auf. Die Lektine LCA, PSA, PNA, RCA, VAA, GSL |, SJA, DBA, SBA,
UEA |, PHA-E, PHA-L und MAA | binden hingegen nicht an die
HUhnererythrozyten. Bei den meisten positiv reagierenden Lektinen sind im
Zytoplasma der Erythrozyten zellkernnah kleine Granula mit einer gelblichen
Eigenfluoreszenz zu erkennen. Dabei koénnte es sich um die auch
lichtmikroskopisch erkennbaren basophilen granularen Einschlisse handeln. Die
positiv reagierenden Lektine ConA, SNA und WGA binden tberwiegend deutlich
bis stark an die Membran, lediglich SNA reagiert auBerdem schwach positiv mit
dem Zytoplasma der Erythrozyten. Das succinylierte WGA (WGAs) bindet im
Gegensatz zu dem deutlich positiven WGA nur in wenigen Praparaten mit
schwacher Affinitdt an die Membran. Negativ geladenes WGAs bindet im
Gegensatz zu positiv geladenem WGA nicht an N-Acetyl-D-Neuraminséure,
sondern nur an N-Acetyl-D-Glukosamin. WGA ist dagegen fir beide
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Zuckerstrukturen spezifisch (Monsigny et al., 1980). Aus der abgeschwachten
Affinitat des succinylierten WGA an die Erythrozytenmembran der Hihner I&sst
sich folgern, dass die Glykokonjugate in der Membran viel N-Acetyl-D-
Neuraminsaure und nur wenig N-Acetyl-D-Glukosamin enthalten. Die Ergebnisse
der Lektinbindungen zeigen auBerdem, dass die Glykokalyx der Erythrozyten
einen groBen Anteil an D-Galaktose, N-Acetyl-D-Galaktosamin, D-Mannose und
D-Glukose enthaltenden Kohlenhydraten besitzt. Im Zytoplasma befinden sich
geringe Mengen an D-Galaktose- und N-Acetyl-D-Galaktosaminhaltigen
Glykokonjugaten. Die positive Reaktion der Hihnererythrozyten mit ConA deckt
sich zumindest teilweise mit den Ergebnissen von Vidal (1997) sowie von Moraes
und Mello (2006), die eine starke Affinitdt von ConA an die Plasmamembran und
die Kernhille beschreiben (Vidal, 1997; Moraes und Mello, 2006). Die fehlende
Bindung von ConA an die Kernhlle der Hihnererythrozyten in der vorliegenden
Arbeit lasst sich durch die pH-Wert abhangige Affinitat des Lektins erklaren. Fur
die glykohistochemischen Untersuchungen wurde der pH-Wert des Puffers auf
7,4 eingestellt. Bei einem pH-Wert von 7,2 ist laut Moraes und Mello (2006) mit
einer starken ConA-Affinitat an die Glykokalyx zu rechnen. Eine stéarkere Bindung
des ConA an die Kernhille findet jedoch bei einem pH-Wert von 6,5 statt
(Moraes und Mello, 2006). Der hohe Gehalt an D-Mannose in der
Erythrozytenmembran und die negative Bindung der meisten N-Acetyl-D-
Galaktosamin spezifischen Lektine stimmen mit den Untersuchungen von Duk
(2000) UOberein. Duk (2000) stellte fest, dass die Glykophorine in der
Erythrozytenmembran der Huhner viel D-Mannose und wenig N-Acetyl-D-
Galaktosamin enthalten, was auf ein relativ hohes Verhéltnis von N-Glykanen zu
O-Glykanen hinweist. Die Glykophorine der Sdugetiere besitzen hingegen einen
nur sehr geringen Gehalt an N-Glykanen (Duk, 2000). Sasmal und Mitarbeiter
(2002) stellten fest, dass Vibrio cholerae (Serogruppe O1) ein N-Acetyl-D-
Glukosamin  spezifisches = Hamagglutinin  besitzt, welches an die
Erythrozytenmembran der Hihner bindet (Sasmal et al., 2002). In vorliegender
Arbeit kdnnen jedoch nur bei wenigen Tieren N-Acetyl-D-Glukosamin-Reste in
der Erythrozytenmembran nachgewiesen werden. Bei den meisten Tieren bleibt
eine Bindung des N-Acetyl-D-Glukosamin spezifischen Lektins WGAs aus. Die
Erythrozyten im zirkulierenden Blut der Huhner zeigen keine Affinitdt des D-
Galaktose spezifischen Lektins PNA. Sorrell (1988) stellte fest, dass PNA auch
an die erythroiden Zellen im Hihnerknochenmark bindet (Sorrell, 1988).

Die Thrombozyten des Huhnes zeigen eine schwache bis deutliche Bindung der
Lektine ConA, LCA, PSA, SNA, WGA, WGAs und PHA-E. RCA bindet nur selten
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an die Thrombozyten. Die Lektine PNA, VAA, GSL |, SJA, SBA, DBA, UEA |,
PHA-L und MAA | weisen keine Affinitdt an die Hihnerthrombozyten auf. Die
positiv reagierenden Lektine binden in erster Linie an das Zytoplasma der
Thrombozyten. Hier fallt auf, dass die Fluoreszenz im Zytoplasma meist am
starksten um den Zellkern und weniger stark in der Peripherie des Zytoplasmas
zu erkennen ist. Demnach sind die meisten Glykokonjugate um den Zellkern
lokalisiert. Dies kénnte mit der hohen Zellorganellendichte in diesem Bereich
zusammenhdngen, die Maxwell (1974) elektronenmikroskopisch feststellte
(Maxwell, 1974). Die Membran der Hihnerthrombozyten reagiert einzig mit dem
Lektin SNA in wenigen Fallen schwach positiv. An die Granula binden vor allem
die Lektine ConA und LCA schwach bis deutlich. Die Ergebnisse der
glykohistochemischen Untersuchungen deuten darauf hin, dass im Zytoplasma
der Thrombozyten Uberwiegend D-Glukose- und D-Mannosereste vorkommen.
Daneben sind auch D-Galaktose- und N-Acetyl-D-Galaktosaminhaltige Glykane
und durch PHA-E nachgewiesene komplexe Oligosaccharide vorhanden. Das
succinylierte WGA (WGAs) bindet im Vergleich zu WGA mit leicht reduzierter
Affinitat an das Zytoplasma. Folglich enthalt das Thrombozytenzytoplasma
auBerdem N-Acetyl-D-Glukosaminreste und eine geringe Menge an N-Acetyl-D-
Neuraminsdurehaltigen Glykanen. Auch die Granula der Thrombozyten weisen
vor allem D-Mannose- und D-Glukosereste auf. In der Glykokalyx der
Thrombozyten kdnnen in wenigen Féllen D-Galaktose- und N-Acetyl-D-
Galaktosaminreste nachgewiesen werden. Die fehlende Affinitat von PNA an die
Thrombozyten stimmt mit den Ergebnissen von Sorrell (1988) Uberein. Das
Lektin bindet ebenfalls nicht an Thrombozyten aus dem Knochenmark von
Huhnern (Sorrell, 1988). Da Matta und Mitarbeiter (1998) beschrieben jedoch bei
kultivierten Hihnerthrombozyten eine steigende Affinitdt von PNA und UEA | an
die Zelloberflache (DaMatta et al., 1998). Auch die Bindung des L-Fukose
spezifischen Lektins UEA | kann in der vorliegenden Arbeit nicht bestatigt
werden. Da Matta und Mitarbeiter (1998) konnten bei den Kkultivierten
Thrombozyten in den ersten 24 Stunden eine Zellkernkondensation, einen
Schwund des Zytoplasmas und das Zerfallen der Thrombozyten beobachten
(DaMatta et al., 1998). Diese Vorgange fuhren mdglicherweise zu einer
veranderten Kohlenhydratzusammensetzung der Zelloberflache und zu einer
daraus resultierenden Bindung von UEA | und PNA.

Die heterophilen Granulozyten der Hihner weisen eine Uberwiegend deutliche
Bindung der Lektine ConA, LCA, PSA, PNA, RCA, SNA, WGA, WGAs und PHA-
L auf. Sorrell (1988) stellte ebenfalls fest, dass PNA an die heterophilen
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Granulozyten im Knochenmark der Hihner bindet (Sorrell, 1988). Auch in
vorliegender Arbeit konnten D-Galaktosereste in den zirkulierenden heterophilen
Granulozyten nachgewiesen werden. Die heterophilen Granulozyten sind die
einzigen Blutzellen, an die die Lektine VAA und DBA binden. Diese Affinitat ist
jedoch nur schwach sichtbar. PHA-E reagiert ebenfalls nur schwach positiv. Die
Pflanzenlektine GSL I, SJA, SBA, UEA | und MAA | besitzen keine Affinitat an die
heterophilen Granulozyten des Huhnes. Die Lektine ConA, WGA und WGAs
binden am deutlichsten an die Membran der heterophilen Granulozyten, wobei
die Bindung von WGAs im Gegensatz zu WGA leicht abgeschwacht sichtbar ist.
PNA bindet hingegen weniger stark. Aus den Ergebnissen lasst sich folgern,
dass die Membran der heterophilen Granulozyten der Hihner vor allem
bestimmte D-Glukose-, D-Mannose- und N-Acetyl-D-Glukosaminreste sowie
geringe Mengen an N-Acetyl-D-Neuraminsaure enthélt. D-Galaktosehaltige
Zuckerstrukturen sind ebenfalls in geringem Umfang in der Glykokalyx
vorhanden. An das Zytoplasma der heterophilen Granulozyten binden die
Pflanzenlektine ConA, LCA, PSA, RCA, WGA, WGAs und PHA-L mit
unterschiedlicher Affinitat. Diese Ergebnisse legen dar, dass in erster Linie D-
Mannose- und D-Glukosereste im Zytoplasma vorhanden sind. Die starke
Bindung des WGAs zeigt weiterhin, dass N-Acetyl-D-Glukosaminreiche
Glykokonjugate vorkommen. D-Galaktosereste und PHA-L spezifische
Oligosaccharide sind in geringerem Umfang vorhanden. Die heterophilen
Granula zeigen eine schwache bis deutliche Bindung der Lektine ConA, LCA,
PSA, PNA und WGA. WGAs reagiert hingegen nur sehr vereinzelt schwach
positiv. SNA bindet mit schwacher bis starker Affinitdt an eine Struktur, die die
Granula umgibt, wahrend das Innere der Granula nicht fluoresziert. Bei dieser
Struktur kénnte es sich um die Membran handeln, die die heterophilen Granula
umgibt. Diese konnte auch elektronenmikroskopisch dargestellt werden (Daimon
und Caxton-Martins, 1977) und enthalt aufgrund der vorliegenden
Untersuchungen D-Galaktose- und N-Acetyl-D-Galaktosaminreste.  Die
Ergebnisse der Lektinhistochemie zeigen auBerdem, dass die heterophilen
Granula vorwiegend D-Glukose-, D-Mannose-, D-Galaktose- und N-Acetyl-D-
Neuraminsaurereiche Kohlenhydrate enthalten.

Die eosinophilen Granulozyten der Huhner reagieren mit den Lektinen LCA,
PNA, SNA, WGA und WGAs schwach bis deutlich positiv. Bei den Lektinen ConA
und PSA ist eine Uberwiegend negative Reaktion zu erkennen, wéahrend die
Lektine RCA, VAA, GSL |, SJA, SBA, DBA, UEA |, PHA-E, PHA-L und MAA |
nicht an die eosinophilen Granulozyten der Hihner binden. Die Lektine SNA und
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WGA binden schwach bis deutlich an die Membran. WGAs besitzt hingegen
keine Affinitdt an die Membran. Aufgrund dieses Bindungsverhaltens kann auf
das Vorhandensein einiger D-Galaktose-, N-Acetyl-D-Galaktosamin- und N-
Acetyl-D-Neuraminsaurereste in der Membran geschlossen werden. Das
Zytoplasma der eosinophilen Granulozyten zeigt eine schwache bis deutliche
Bindung von LCA, SNA und WGAs. Daraus lasst sich schlieBen, dass vor allem
D-Glukose-, D-Mannose-, D-Galaktose-, N-Acetyl-D-Galaktosamin- und N-Acetyl-
D-Glukosaminhaltige Glykokonjugate im Zytoplasma vorkommen. An die
eosinophilen Granula bindet einzig das Lektin PNA, was zeigt, dass die Granula
vor allem D-Galaktosereste enthalten. Bei den anderen Lektinen ist in den
Granula der eosinophilen Granulozyten haufig eine gelbe Eigenfluoreszenz zu
beobachten. Untersuchungen von Lee und Mitarbeiter (1987) sowie Eguchi und
Mitarbeiter (1989) zeigen, dass die Granula der humanen eosinophilen
Granulozyten reich an N-Acetyl-D-Galaktosamin sind (Lee et al., 1987; Eguchi et
al., 1989). Die N-Acetyl-D-Galaktosamin spezifischen Lektine GSL I, DBA und
SBA gelten als spezifische Marker fir die eosinophilen Granulozyten der
Menschen (Lee et al., 1987; Eguchi et al., 1989). Dies stimmt aufgrund der
andersartigen Kohlenhydratzusammensetzung der Granula nicht mit dem Huhn

Uberein.

Die basophilen Granulozyten der Huhner weisen eine Uberwiegend starke
Affinitat von ConA, LCA, PSA, RCA, SNA, WGA, WGAs und PHA-E auf, wobei
WGAs insgesamt starker bindet als WGA. Die Lektine PNA, PHA-L und MAA |
reagieren Uberwiegend negativ und nur vereinzelt schwach positiv. VAA, die N-
Acetyl-D-Galaktosamin spezifischen Lektine GSL I, SJA, SBA und DBA sowie
das L-Fukose spezifische Lektin UEA | binden nicht an die basophilen
Granulozyten. An die Membran der basophilen Granulozyten binden vor allem
die Lektine ConA, WGA und WGAs mit sehr unterschiedlicher Affinitat. Die
Reaktionen reichen von negativ bis sehr stark positiv. Die Ergebnisse deuten
darauf hin, dass die Membran D-Glukose-, D-Mannose- und N-Acetyl-D-
Glukosaminhaltige Glykane in unterschiedlicher Menge enthélt. Das Zytoplasma
der basophilen Granulozyten reagiert mit den Lektinen ConA, LCA, PSA, WGA,
WGAs und PHA-E mit Uberwiegend schwacher Affinitdt. Diese Ergebnisse der
lektinhistochemischen Untersuchungen zeigen, dass im Zytoplasma tberwiegend
D-Glukose-, D-Mannose- und N-Acetyl-D-Glukosaminreiche Zuckerstrukturen
und PHA-E bindende Oligosaccharide enthalten sind. Die Granula zeigen bei den
meisten positiven Lektinen (ConA, LCA, PSA, SNA, WGA, WGAs und PHA-E)
eine Uberwiegend starke bis sehr starke Reaktion. Sorrell (1988) beschrieb eine
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Bindung von PNA an die basophilen Granulozyten im Knochenmark der Hihner
und wies damit das Vorkommen von D-Galaktose nach (Sorrell, 1988). Auch in
vorliegender Arbeit kdnnen D-Galaktosereste anhand einer schwachen bis
deutlichen Bindung von RCA in den basophilen Granulozyten aufgezeigt werden.
PNA bindet jedoch nur sehr vereinzelt schwach an die Granula. Das
Bindungsverhalten der Lektine an die basophilen Granula lasst auf das
Vorhandensein zahlreicher D-Mannose-, D-Glukose-, N-Acetyl-D-Glukosamin-,
D-Galaktose- und N-Acetyl-D-Galaktosaminhaltiger Glykane sowie auf das
Vorkommen PHA-E spezifischer Oligosaccharide schlieBen.

Die Lymphozyten der untersuchten Hiihner zeigen eine Bindung von ConA, LCA,
PSA, RCA, SNA, WGA und WGAs. Das succinylierte WGA (WGAs) besitzt im
Vergleich zu WGA eine leicht reduzierte Affinitat. Die Lektine PNA, VAA, GSL |,
SJA, SBA, DBA, UEA |, PHA-E, PHA-L und MAA | reagieren negativ. Eine
eindeutige Bindung an die Lymphozytenmembran ist nur bei SNA zu erkennen,
was auf das Vorhandensein von D-Galaktose- und N-Acetyl-D-
Galaktosaminhaltigen = Zuckerstrukturen hindeutet. Das Zytoplasma der
Lymphozyten zeigt sich bei ConA, LCA, PSA, RCA, SNA und WGAs schwach bis
deutlich positiv und im Falle von WGA auch deutlich bis stark positiv. Diese
Ergebnisse zeigen das Vorkommen von N-Acetyl-D-Neuraminsaure-, N-Acetyl-D-
Glukosamin-, D-Mannose-, D-Glukose-, D-Galaktose- und N-Acetyl-D-
Galaktosaminhaltigen  Glykokonjugaten im Lymphozytenzytoplasma. Die
zytoplasmatischen Granula reagieren mit den Lektinen ConA, PSA, RCA und
WGAs schwach bis deutlich positiv und mit WGA stark positiv. Aufgrund dieses
Lektinbindungsmusters kann darauf geschlossen werden, dass N-Acetyl-D-
Neuraminsaure-, N-Acetyl-D-Glukosamin-, D-Galaktose-, D-Glukose- und D-
Mannosereiche Kohlenhydrate in den Granula der Lymphozyten enthalten sind.
In Untersuchungen konnten Schauenstein und Mitarbeiter (1983), Sorrell (1988)
sowie Jorns und Mitarbeiter (2003) beim Huhn eine Bindung des Galaktose-
spezifischen Lektins PNA an 70% der Blutlymphozyten, an die Lymphozyten im
Knochenmark und an die B-Lymphozyten und T-Lymphozyten in der Milz
nachweisen (Schauenstein et al., 1983; Sorrell, 1988; J6rns et al., 2003). Diese
Ergebnisse stehen im Widerspruch zu der fehlenden Bindung von PNA an die
Lymphozyten der untersuchten Hihner in vorliegender Arbeit. Die ebenfalls
Galaktose-spezifischen Lektine RCA und SNA binden hingegen an die
Lymphozyten. Die fehlende Bindung von PNA kdnnte mit einer starken
Sialylierung der Glykokonjugate in Zusammenhang stehen. Auch in den
Untersuchungen von Schauenstein und Mitarbeiter (1983) kam es nach der
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Abspaltung endstandiger Sialinsdure zu einer Bindung des Lektins an die zuvor
negativen Zellen (Schauenstein et al, 1983). Die Ergebnisse der
Lektinbindungen von ConA, LCA und WGA decken sich mit den
Untersuchungsergebnissen von Flower und Wilcox (1981) sowie von Jérns und
Mitarbeiter (2003). Letztere beschrieben bei Hihnern eine Bindung von ConA
und WGA an die peripheren Blutlymphozyten (Flower und Wilcox, 1981), eine
Affinitat von ConA, LCA und WGA an die T-Lymphozyten im Thymus und an die
B- und T-Lymphozyten in der Milz sowie die Bindung von ConA an die B-
Lymphozyten in der Bursa Fabricii (Jérns et al., 2003).

Die Monozyten zeigen eine Bindung der Lektine ConA, LCA, PSA, SNA, WGA
und WGAs. Die Pflanzenlektine PNA, RCA, VAA, GSL |, SJA, SBA, DBA, UEA |,
PHA-E, PHA-L und MAA | reagieren negativ. Bei SNA, WGA und WGAs ist eine
schwache bis deutliche Fluoreszenz der Membran zu beobachten, wobei WGAs
etwas stérker reagiert als WGA. Dieses Ergebnis der lektinhistochemischen
Untersuchungen zeigt, dass die Glykokonjugate der Glykokalyx Uberwiegend N-
Acetyl-D-Glukosamin, D-Galaktose und N-Acetyl-D-Galaktosamin enthalten. Im
Monozytenzytoplasma weist die etwas starkere Bindung von WGAs im
Gegensatz zu WGA auf das Vorhandensein N-Acetyl-D-Glukosamin-reicher
Kohlenhydrate hin. AuBerdem belegt die Bindung der Lektine LCA, PSA und
SNA das Vorkommen von D-Galaktose-, N-Acetyl-D-Galaktosamin-, D-Glukose-
und D-Mannoseresten im Zytoplasma der Monozyten. Die zytoplasmatischen
Granula koénnen substrathistochemisch nicht dargestellt werden. Bei den
glykohistochemischen Untersuchungen reagieren sie jedoch mit den Lektinen
ConA, LCA, PSA, SNA, WGA und WGAs schwach bis stark positiv, wobei die
Reaktion mit ConA am starksten ist. Daraus lasst sich folgern, dass die Granula
der Monozyten in erster Linie D-Glukose- und D-Mannosereiche
Zuckerstrukturen enthalten. AuBerdem kommen N-Acetyl-D-Glukosamin-, N-
Acetyl-D-Galaktosamin- und D-Galaktosereste in den zytoplasmatischen Granula
vor. Joérns und Mitarbeiter (2003) beschrieben beim Huhn ebenfalls das
Vorkommen von N-Acetyl-D-Glukosamin in Thymus-Makrophagen (Jérns et al.,
2003). Auch bei der Bindung von LCA und WGA stimmen die
Untersuchungsergebnisse der vorliegenden Arbeit mit denen von Jérns und
Mitarbeiter (2003) Uberein, die eine Affinitat dieser Lektine an Makrophagen in
der Bursa Fabiricii feststellten (Jérns et al., 2003). Lediglich die Affinitat von PNA
an die Monozyten, die Sorrell (1988) im Knochenmark von Hihnern zeigen
konnte (Sorrell, 1988), kann in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Dies kénnte
auf eine Maskierung subterminaler Galaktosereste mit  Sialinsdure
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zurlickzuflhren sein.

Anhand von Hemmzuckern wurde die Spezifitdt der stark bindenden Lektine
ConA, LCA, PSA, WGA und WGAs Uberprift. Die Bindungsfahigkeit der Lektine
an die Blutzellen des Huhnes ist nach der Vorbehandlung mit den spezifischen
Hemmzuckern bei allen Lektinen stark abgeschwacht oder nicht mehr
vorhanden, wahrend die Negativkontrollen eine unveréandert starke Fluoreszenz
aufweisen. Das zeigt eine hohe Spezifitdt der oben genannten Lektine an ihre
jeweilige Kohlenhydratstruktur.

Die Galaktose bzw. N-Acetyl-D-Galaktosamin spezifischen Lektine VAA, SBA,
DBA, SJA und GSL | zeigen im Allgemeinen keine oder eine nur sehr schwache
Affinitdt an die Blutzellen des Huhnes. Bei diesen Lektinen wurde eine
Vorbehandlung der Blutausstriche mit Neuraminidase durchgefihrt, um zu
Uberprtifen, ob die Bindungsstellen der Lektine von Sialinsaure maskiert werden.
Neuraminidase von Vibrio cholerae spaltet eventuell vorhandene endstandige
Sialinsdure von den Glykanen der Blutzellen ab, so dass eine Bindung der
Lektine an die zuvor maskierten Kohlenhydratstrukturen méglich wird. Sialinsdure
geht in der Regel glykosidische Bindungen mit D-Galaktose, N-Acetyl-D-
Glukosamin und N-Acetyl-D-Galaktosamin ein (Lehmann et al., 2006). Nach der
Neuraminidasevorbehandlung weist lediglich das N-Acetyl-D-Galaktosamin
spezifische Lektin SBA eine sehr schwache Affinitdt an die Granula der
heterophilen Granulozyten auf. Die Lektine VAA, DBA, SJA und GSL | zeigen
hingegen keine Veradnderung in ihrem Bindungsverhalten. Diese Ergebnisse
deuten darauf hin, dass bestimmte subterminale N-Acetyl-D-Galaktosaminreste
in den Granula der heterophilen Granulozyten von Sialinsdure maskiert werden.
Die unterschiedliche Bindungsaffinitdt der verschiedenen N-Acetyl-D-
Galaktosamin spezifischen Lektine an die subterminalen Kohlenhydratstrukturen
kann durch verschiedene Faktoren, die diese Bindung beeinflussen (Wu et al.,
2009; Roth, 2011), erklart werden.
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5. Immunhistochemie

Anhand der immunhistochemischen Untersuchungen wurden spezifische
Antigene der T-Lymphozyten und der eosinophilen Granulozyten sowie die
zytoskelettalen Elemente der Huhnerblutzellen nachgewiesen. Bei den
Ergebnissen der Immunhistochemie kénnen keine Unterschiede in Abhangigkeit
von Rasse, Alter oder Geschlecht der Hihner festgestellt werden.

5.1. Immunhistochemische Untersuchungen spezifischer Antigene der
T-Lymphozyten und der eosinophilen Granulozyten

Far den immunhistochemischen Nachweis spezifischer Antigene der T-
Lymphozyten wurden fir das Huhn spezifische, FITC-markierte CD4- und CD8a-
Antikdrper auf ihr Bindungsverhalten untersucht. HierfGr wurden unfixierte und
mit Methanol fixierte Blutausstriche verwendet.

In den fixierten Ausstrichen bindet der CD4- und der CD8a-Antikdrper jeweils
schwach bis deutlich an die Granula der Lymphozyten. Auch im Zytoplasma ist
bei beiden Antikdrpern eine schwache diffuse Fluoreszenz zu erkennen. Eine
Bindung an andere Blutzellen findet in den fixierten Ausstrichen nicht statt. Diese
Ergebnisse der immunzytochemischen Untersuchungen zeigen das Vorkommen
des CD4- und CD8a-Molekills in den Granula und im Zytoplasma der
Lymphozyten.

In den unfixierten Ausstrichen kann bei dem CD4- und CD8a-Antikdrper jeweils
nur vereinzelt eine schwache Bindung an die Lymphozyten festgestellt werden,
wobei in den positiven Zellen ebenfalls ein granuldres Reaktionsmuster zu
erkennen ist. Interessant ist jedoch, dass der CD4-Antikdrper in wenigen
unfixierten Ausstrichen vereinzelt auch an das Zytoplasma der heterophilen
Granulozyten bindet. In der Literatur gibt es bisher keine Angaben zur Expression
von CD4 in den heterophilen Granulozyten des Huhnes. Beim Menschen
beschrieben Biswas und Mitarbeiter (2003) hingegen das Vorkommen von CD4
auf den neutrophilen Granulozyten. Dabei konnten sie in 12% der untersuchten
Blutproben bei einigen neutrophilen Granulozyten das Vorkommen von CD4 auf
der Zelloberflache und im Zytoplasma der humanen neutrophilen Granulozyten
nachweisen (Biswas, 2003).

Nach Angaben von Chan und Mitarbeiter (1988) wird das CD4-Molekiil auf ca.
45% der Lymphozyten und das CD8-Molekll auf ca. 15% der Blutlymphozyten
der Hihner exprimiert (Chan et al., 1988). Auch in der vorliegenden Arbeit ist
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eine selektive Anfarbung der Lymphozyten und ein geringeres Vorkommen der
CD8-positiven Lymphozyten zu erkennen. Dabei ist jedoch zu beachten, dass nur
die CD8a-positiven Lymphozyten nachgewiesen wurden. Die CDB8p-
Lymphozyten, die nach Ratcliffe und Mitarbeiter (1993) die Mehrzahl der CD8-
Lymphozyten ausmachen (Ratcliffe et al., 1993), sind in diese Auswertung nicht

miteinbezogen.

Das Blut des Huhnes wurde anhand immunzytochemischer Methoden auBerdem
auf das Bindungsverhalten des Major basic protein (MBP)-Antikérpers an die
eosinophilen Granulozyten untersucht. Dabei kommt es in den eosinophilen
Granulozyten nur vereinzelt zu einer unspezifischen, sehr schwachen Bindung
des Antikérpers an die Granula. Wang und Mitarbeiter (2012) konnten das Major
basic protein beim Huhn nachweisen (Wang et al., 2012). Dieser Antikorper, der
beim Menschen als Marker fir eosinophile Granulozyten eingesetzt wird, eignet
sich jedoch beim Huhn aufgrund der nur unspezifischen Reaktion nicht flr die
Detektion der eosinophilen Granulozyten im Blut.

5.2 Untersuchungen des Zytoskeletts

Die Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten des Huhnes wurden auf das
Vorkommen der zytoskelettalen Elemente Aktin, Vimentin, Tubulin, Myosin und
Zytokeratin untersucht. Hierflir dienten mit Methanol fixierte und unfixierte
Ausstriche. Vimentin und Tubulin kénnen nur in den fixierten Ausstrichen deutlich
dargestellt werden, wahrend Aktin lediglich in den unfixierten Ausstrichen
nachweisbar ist. Das Vorkommen von Zytokeratinen und Myosin in den
HUhnerblutzellen kann weder in den fixierten noch in den unfixierten Ausstrichen

gezeigt werden.

In den Erythrozyten des Huhnes kénnen Aktinfilamente nachgewiesen werden.
Phalloidin-TRITC zeigt eine deutliche Bindung an den submembrandsen Bereich
der Zelle und eine schwache Bindung an das Zytoplasma der Erythrozyten, was
das Vorkommen von Aktinfilamenten in diesem Bereich zeigt. Auch Moon und
Lazarides (1984) beschreiben in den aviaren Erythrozyten ein Membranskelett
aus Spektrin- und Aktinfilamenten, welches auch in den Erythrozyten der
Menschen vorkommt (Branton et al.,, 1981; Moon und Lazarides, 1984). Die
Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit weisen auBerdem darauf hin, dass die
Aktinfilamente nicht nur unterhalb der Membran der Hiihnererythrozyten, sondern
auch in geringerem Umfang im Zytoplasma vorkommen. In den Erythrozyten
findet keine Bindung des Vimentin-Antikdrpers statt. Dieses Ergebnis steht im

166



V. DISKUSSION

Widerspruch zu Untersuchungen von Granger und Lazarides (1982), die zeigen,
dass Vimentin und Synemin in den Huhnererythrozyten ein dreidimensionales
Netzwerk im Zytoplasma bilden, welches den Zellkern mit dem Membranskelett
verbindet (Granger und Lazarides, 1982). Auch bei dem Nachweis von Tubulin in
den Erythrozyten ist keine Reaktion nachweisbar und ein marginales Band aus
Mikrotubuli unterhalb der Zellmembran ist nicht zu erkennen. Auch
elektronenmikroskopisch ist kein marginales Band aus Mikrotubuli darstellbar
(siehe Kapitel 1V.3.1.). Schumacher (1965) konnte diese Struktur in
HUhnererythrozyten elektronenmikroskopisch ebenfalls nicht finden
(Schumacher, 1965). Andere Autoren beschreiben jedoch das Vorkommen
dieses marginalen Bandes aus Mikrotubuli (,Randstreifen”) in den kernhaltigen
Erythrozyten der Végel, Fische, Amphibien und Reptilien (Meves, 1911; Fawcett
und Wittebsky, 1964; Maser und Philpott, 1964; Behnke, 1970; Joseph-
Silverstein und Cohen, 1984). Die Divergenz der Befunde hangt méglicherweise
damit zusammen, dass die Anzahl und Anordnung der Mikrotubuli wahrend eines
Zellzyklus stark variieren kann (Swan und Solomon, 1984). So zeigen
Untersuchungen von Barrett und Dawson (1974), dass die Anzahl der Mikrotubuli
mit fortschreitendem Zellalter der Erythrozyten sinkt (Barrett und Dawson, 1974).
AuBerdem sind Mikrotubuli sehr labil und kénnen schnell und dynamisch auf- und
abgebaut werden (Liebich, 2010).

Auch in den Thrombozyten des Huhnes sind die drei wesentlichen
Zytoskelettelemente, Aktinfilamente, Intermediarfilamente und Mikrotubuli
vertreten. Dabei bilden die Aktinflamente die Hauptkomponente, wahrend
Vimentin in einem nur geringen Anteil vorkommt. Dies deckt sich mit der
Verteilung der Zytoskelettproteine in den Blutplattchen der S&ugetiere. Auch hier
macht Aktin den Hauptanteil aus (Spangenberg, 1990; Tablin, 2000; Fox, 2001).
Beim Nachweis von Aktin sind im submembrandsen Bereich und im Zytoplasma
der Zellen jeweils stark positive Reaktionsprodukte zu erkennen. Die
Aktinfilamente weisen eine netzartige Verteilung auf und erstrecken sich in den
aktivierten  Thrombozyten bis in die zytoplasmatischen  Auslaufer.
Untersuchungen von Lee und Mitarbeiter (2004) zeigen ebenfalls, dass die
kernhaltigen Thrombozyten ein Membranskelett aus F-Aktin besitzen und sich die
Aktinfilamente bei einer Aktivierung der Thrombozyten im gesamten Zytoplasma
bis in die Pseudopodien hinein ausbreiten (Lee et al., 2004). Vimentinfilamente
sind in geringer Menge im Zytoplasma der HUhnerthrombozyten nachweisbar.
Die kernhaltigen Thrombozyten besitzen ein submembranéses, marginales Band
aus Mikrotubuli (Fawcett und Wittebsky, 1964; Behnke, 1970). Dieses ist bei den
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Thrombozyten der Huhner fur die Erhaltung der Zellform entscheidend (Fawcett
und Wittebsky, 1964; Behnke, 1970). Auch in vorliegender Arbeit kann bei dem
immunhistochemischen Nachweis von Tubulin das marginale Band in den
Thrombozyten dargestellt werden. Der submembranése Bereich reagiert negativ
bis stark positiv mit dem Tubulin-Antikérper und im Zytoplasma sind Uberwiegend
deutlich  positive Reaktionen zu beobachten. Dieses divergierende
Verteilungsmuster der Mikrotubuli ist auf einer Aktivierung mancher
Thrombozyten begriindet. In aktivierten Thrombozyten geben die Mikrotubuli ihre
urspringliche submembrandse Organisation auf und orientieren sich in den

zentralen Bereich der Zelle (Lee et al., 2004).

In den heterophilen Granulozyten kdnnen Aktin, Vimentin und Tubulin
nachgewiesen werden, wobei sich die Aktinfilamente am deutlichsten darstellen.
In der Literatur finden sich bisher keine Angaben zum Zytoskelett der
heterophilen Granulozyten der Hihner. Untersuchungen zum Zytoskelett der
neutrophilen Granulozyten der Saugetiere zeigen jedoch, dass auch hier Aktin zu
den Hauptkomponenten gehdrt (Bengtsson et al., 2006). Phalloidin-TRITC bindet
an das F-Aktin unterhalb der Membran und im Zytoplasma der heterophilen
Granulozyten der Hihner. Dabei ist im Zytoplasma eine deutliche Reaktion zu
erkennen, die sich diffus darstellt. Die stark positive Reaktion im Bereich direkt
unter der Zellmembran deutet darauf hin, dass die heterophilen Granulozyten,
wie auch die avidren Erythrozyten und Thrombozyten, ein Membranskelett aus
Aktinfilamenten enthalten. Vimentinfilamente sind im Zytoplasma der
heterophilen Granulozyten Uberwiegend in Zellkernndhe nachweisbar. Dies
kénnte ein Hinweis daflir sein, dass die heterophilen Granulozyten nicht aktiviert
sind. Denn auch in den nichtaktivierten neutrophilen Granulozyten der Menschen
ist Vimentin eher perinuklear zu finden, wahrend die Vimentinfilamente in den
aktivierten, migrierenden Zellen im hinteren Zellpol lokalisiert sind (Olins et al.,
2000). In den heterophilen Granulozyten der Huhner ordnen sich die
Vimentinfilamente fokal an, so dass immunhistochemisch ein deutlich granulares
Reaktionsmuster zu erkennen ist. Sie bilden demnach, entgegen ihrer
Anordnung in den Monozyten der Huhner, kein zytoplasmatisches Netzwerk. Der
Tubulin-Antikérper bindet mit schwacher Affinitat an die heterophilen
Granulozyten des Huhnes. Diese Reaktion ist jedoch nur vereinzelt punktférmig
im Zytoplasma sichtbar. Dabei kénnte es sich um die aus Mikrotubuli
bestehenden Zentriolen handeln, die bei den aviaren heterophilen Granulozyten
eine zentrale Position im Zytoplasma einnehmen (Maxwell, 1973).

Die eosinophilen Granulozyten des Huhnes reagieren im submembrandsen
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Bereich und in den Granula Gberwiegend stark positiv mit Phalloidin-TRITC. Dies
deutet auf das Vorkommen von Aktinfilamenten unterhalb der Membran und in
den eosinophilen Granula hin. Dieses Ergebnis steht im Widerspruch zu
Befunden von Maxwell (1978), der zwar bei anderen Vogelarten dichte Bindel
von Aktinfilamenten in den eosinophilen Granula nachweisen konnte, nicht
jedoch bei Hihnern. In den eosinophilen Granula des Kuhreihers konnte er
darUber hinaus Mikrotubuli darstellen (Maxwell, 1978). Auch in den eosinophilen
Granula der Huhner findet vereinzelt eine schwache Bindung des Tubulin-
Antikérpers statt. Beim Nachweis von Vimentin zeigen sich im Zytoplasma der
eosinophilen Granulozyten deutlich granulare fluoreszierende
Reaktionsprodukte. Bei Amphibien konnten Uber die gesamte Zelle verlaufende
Intermediérfilamente festgestellt werden (Koonce et al., 1984).

In den basophilen Granulozyten sind zytoplasmatische Aktin- und
Vimentinfilamente enthalten, wéhrend in dem Bereich unter der Membran keine
zytoskelettalen Elemente nachweisbar sind. Der Tubulin-Antikdrper bindet nicht
an die basophilen Granulozyten der Hihner. In den humanen basophilen
Granulozyten konnte gezeigt werden, dass Tubulin und Aktin eine wichtige Rolle
bei der Histaminfreisetzung spielen. Nielsen und Mitarbeiter (2004) beschreiben
die netzartige Anordnung der Aktinfilamente um die Granula der Mastzellen
(Nielsen et al., 2004). Dies deckt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden
Arbeit, die ebenfalls das Vorkommen von Aktinfilamenten im Zytoplasma der
aviaren basophilen Granulozyten zeigen. Beim Nachweis von Vimentin sind
regelmaBig verteilte positive feingranuldre Reaktionen im Zytoplasma zu
beobachten. Vimentin scheint folglich auch in den basophilen Granulozyten
globul&r vorzuliegen.

Das Zytoskelett der Lymphozyten des Huhnes ist ebenfalls aus Aktin, Vimentin
und Tubulin aufgebaut. Beim Nachweis von Aktin zeigt sich eine positive
Reaktion des submembrandsen Bereichs und des Zytoplasmas, wobei diffuse
und granulare Reaktionsmuster sichtbar werden. Daraus lasst sich schlieBen,
dass Aktin ein Netzwerk im Zytoplasma und unter der Membran bildet. Bei den
granuldren Reaktionen handelt es sich vermutlich um quer angeschnittene
Aktinfilamente des zytoplasmatischen Netzwerks. In den humanen Lymphozyten
sind die Aktinfilamente vor allem in der submembrandsen Region lokalisiert,
wahrend Vimentin ein Geflecht im Zytoplasma bildet (Brown et al., 2001).
Vimentin ist auch in den Lymphozyten des Huhnes im Zytoplasma lokalisiert.
Beim immunhistochemischen Nachweis von Tubulin  wird in den

HUhnerlymphozyten ein sternférmiges Verteilungsmuster erkennbar. Diese
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Befunde zeigen deutlich den von den Zentriolen ausgehenden radidren Verlauf
der Mikrotubuli in die Peripherie der Zelle. Auch beim Menschen besitzen die
Mikrotubuli in den Lymphozyten einen vom Zentrosom ausgehenden
strahlenférmigen Verlauf (Brown et al., 2001). Maxwell (1974) beschreibt, dass
die Zentriolen und Mikrotubuli in den aviaren Lymphozyten meist gegenlber des
Zellkernes lokalisiert sind (Maxwell, 1974). Dies wird zum Teil auch in den
vorliegenden Ergebnissen sichtbar.

Die Monozyten des Huhnes reagieren im Zytoplasma deutlich positiv mit
Phalloidin-TRITC. Dabei erstrecken sich die Aktinfilamente teilweise bis in die
Pseudopodien. Auch Untersuchungen von Meloni (2011) bei humanen
Monozyten zeigen ein Aktinnetzwerk im Zytoplasma bis in die Filopodien hinein
(Meloni, 2011). Die vorliegenden Ergebnisse belegen auBerdem, dass auch
Vimentinfilamente in den HUhnermonozyten ein deutliches zytoplasmatisches
Netzwerk bilden, welches sich Uber die gesamte Zelle erstreckt. Beim
immunhistochemischen Nachweis von Tubulin zeigt sich ebenfalls ein netzartiges
Reaktionsmuster. Darlber hinaus sind granulare Reaktionen zu erkennen, die
vermutlich quer angeschnittene Mikrotubuli des zytoplasmatischen Netzwerks
darstellen. Maxwell (1974) konnte in den avidaren Monozyten
elektronenmikroskopisch ebenfalls Mikrotubuli darstellen (Maxwell, 1974).

Bei der Interpretation der Ergebnisse ist zu bertcksichtigen, dass es sich bei dem
Verteilungsmuster der zytoskelettalen Elemente lediglich um eine
Momentaufnahme  handelt. Das  Zytoskelett  besitzt eine  hohe
Wandlungsfahigkeit, die auf dem reversiblen Auf- und Abbau der
Zytoskelettproteine beruht (Strukov et al., 1983). Vor allem die Mikrotubuli sind
sehr labil und kénnen schnell und dynamisch auf- und abgebaut werden (Liebich,
2010). Aber auch die eher stabilen Intermediarfilamente unterliegen dynamischen
Veranderungen (Muszbek, 1987; Gyoeva und Gelfand, 1991; Tablin, 2000). Eine
Divergenz zwischen den vorliegenden Befunden und den in der Literatur
beschriebenen Ergebnissen kann auBerdem auf verschiedenen Fixierungs- und
Nachweismethoden beruhen.
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Die vorliegende Arbeit dient der umfassenden Charakterisierung der Blutzellen
des Haushuhnes (Gallus gallus domesticus) anhand von ultrastrukturellen,
glykohistochemischen und immunhistochemischen Untersuchungen. Hierbei
kénnen die genaue Morphologie und Ultrastruktur, die Kohlenhydratstrukturen,
spezifische Antigene der T-Lymphozyten und die zytoskelettalen Elemente der
Huhnerblutzellen nachgewiesen und dargestellt werden. Fir die Untersuchungen
wurden Blutproben von insgesamt dreiBig weiblichen und méannlichen Hihnern
der Legelinien Lohmann Brown und Lohmann Selected Leghorn herangezogen.
Es kénnen keine geschlechts- oder rassespezifischen Unterschiede in der
Morphologie und Histochemie der Blutzellen festgestellt werden.

Mittels verschiedener lichtmikroskopischer Farbungen, wie der Diff-Quick-
Farbung, Hamatoxylin-Eosin-Farbung,  May-Grinwald-Farbung, Giemsa-
Farbung, Pappenheim-Farbung, Sirius-Red-Farbung, Toluidinblau-Farbung,
PAS-Reaktion und Alcianblau-Farbung wurden die Huhnerblutzellen
lichtmikroskopisch und substrathistochemisch untersucht. Fir die Darstellung der
Erythrozyten, heterophilen Granulozyten, Monozyten und Thrombozyten sind alle
angewandten Ubersichtsfarbungen &hnlich gut geeignet, wobei sich die
Thrombozyten mit ihren zytoplasmatischen Auslaufern und basophilen bzw.
eosinophilen Granula und die Monozyten in der Diff-Quick-Farbung besonders
deutlich zeigen. Auch die Lymphozyten unterschiedlicher GrdéBe, die
lichtmikroskopisch ebenfalls eosinophile und basophile zytoplasmatische Granula
aufweisen, sind mit der einfach durchfiihrbaren Diff-Quick-Farbung gut
darstellbar. Die beim Saugetier zur gezielten Anférbung der eosinophilen
Granulozyten eingesetzte Sirius-Red-Farbung ist beim Huhn weniger gut
geeignet. Vielmehr bewahren sich beim Huhn die May-Grinwald-, Giemsa- und
Pappenheim-Farbung fir die deutliche Darstellung der eosinophilen Granula. Die
Granula der basophilen Granulozyten werden durch den Farbevorgang meist
ausgewaschen. Die Identifizierung und Anférbung der charakteristischen
basophilen Granula gelingt lediglich mit der May-Grinwald-, Pappenheim- und
Toluidinblau-Farbung. Die positive Alcianblau-Farbung in den heterophilen und
basophilen Granulozyten zeigt, dass diese carboxylierte und sulfatierte saure
Glykoproteine enthalten. Durch die PAS-Reaktion kénnen in den Thrombozyten,
heterophilen Granulozyten, eosinophilen Granulozyten, Lymphozyten und
Monozyten komplexe Kohlenhydrate bzw. Glykogen nachgewiesen werden.
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Die Ultrastruktur der HUhnerblutzellen wurde mittels
transmissionselektronenmikroskopischer  Untersuchungen  dargestellt  und
analysiert. So ist in den Erythrozyten das oft beschriebene marginale Band aus
Mikrotubuli nicht enthalten. Die Thrombozyten weisen charakteristischerweise
spezifische Granula auf, die sich als teils vakuolisierte zytoplasmatische
Einschlisse darstellen. Im Gegensatz zu den heterophilen Granulozyten, in
denen primare, sekundare und tertidre Granula zu differenzieren sind, ist in den
eosinophilen Granulozyten nur ein Granulatyp erkennbar. AuBerdem liegen die
Granula der eosinophilen Granulozyten weniger dicht im Zytoplasma. Die
Lymphozyten zeichnen sich durch ihr hohes Zellkern-Zytoplasma-Verhaltnis und
die wenigen Zellorganellen aus und unterscheiden sich dadurch von den
zellorganellen- und zytoplasmareichen Monozyten.

Anhand glykohistochemischer Methoden wurden die Zuckerstrukturen auf den
Blutzellen des Huhnes charakterisiert. Hierfir wurden die Pflanzenlektine
Concanavalin Agglutinin (ConA), Lens culinaris Agglutinin (LCA), Pisum sativum
Agglutinin (PSA), Peanut Agglutinin (PNA), Ricinus communis Agglutinin (RCA),
Viscum album Agglutinin (VAA), Griffonia simplicifolia Agglutinin | (GSL ),
Sophora japonica Agglutinin (SJA), Dolichos biflorus Agglutinin (DBA), Soybean
Agglutinin (SBA), Sambucus nigra Agglutinin (SNA), Wheat germ Agglutinin
(WGA), Wheat germ Agglutinin succinyliert (WGAs), Ulex europaeus Agglutinin |
(UEA 1), Phaseolus vulgaris Erythroagglutinin (PHA-E), Phaseolus vulgaris
Leukoagglutinin (PHA-L) und Maackia amurensis Agglutinin | (MAA 1) auf ihr
Bindungsverhalten an die verschiedenen Blutzellen untersucht. Die Lektine
ConA, LCA, PSA, SNA, WGA und WGAs binden mit starker Affinitdt an die
Blutzellen des Huhnes, insbesondere an die heterophilen und basophilen
Granulozyten. Bei PNA, RCA, PHA-E, PHA-L, MAA |, VAA und DBA ist eine
moderate bis schwache Bindung zu beobachten, wahrend die Lektine GSL I,
SJA, SBA und UEA I nicht an die Hihnerblutzellen binden. Die Ergebnisse der
lektinhistochemischen Untersuchungen zeigen, dass die Glykokonjugate der
Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten der HUhner regelmaBig D-
Mannose, D-Glukose und N-Acetyl-D-Glukosamin enthalten. Des Weiteren sind
einige N-Acetyl-D-Neuraminsaure-haltige Glykane vorhanden, was sich durch die
insgesamt abgeschwachte Bindung des succinylierten WGA (WGAs) im
Gegensatz zu WGA manifestiert. Die stark positive Reaktion des D-Galaktose
und N-Acetyl-D-Galaktosamin spezifischen Lektins SNA lasst auBerdem auf ein
vermehrtes Vorkommen von D-Galaktoseresten schlieBen, da die N-Acetyl-D-
Galaktosamin spezifischen Lektine (GSL I, SJA, SBA, DBA) Uberwiegend nicht
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an zellulare Stukturen der Huhnerblutzellen binden. L-Fukose kann in den
Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten der Hihner nicht nachgewiesen

werden.

Die immunhistochemische Darstellung spezifischer Antigene der T-Lymphozyten
und der eosinophilen Granulozyten ergibt, dass das CD4- und CD8a-Antigen in
den Lymphozyten Uberwiegend granular vorliegt. AuBerdem zeigt sich, dass das
CD4-Antigen auBerdem in manchen heterophilen Granulozyten exprimiert wird.
Der in dieser Arbeit angewandte EMBP-Antikorper ist beim Huhn zur
Identifizierung der eosinophilen Granulozyten nicht geeignet.

Ferner wurde mit Phalloidin-TRITC und FITC-markierten spezifischen
Antikérpern der Aufbau des Zytoskeletts der Hihnerblutzellen untersucht. Dabei
wird deutlich, dass in den Erythrozyten, Thrombozyten und Leukozyten der
Huhner die drei wesentlichen Zytoskelettelemente, wie Aktinfilamente,
Intermediérfilamente und Mikrotubuli vertreten sind. Direkt unter der Zellmembran
lassen sich Aktinfilamente lokalisieren, wéahrend Vimentin und Tubulin
Uberwiegend im Zytoplasma der Blutzellen vorkommen. In den Erythrozyten ist
kein marginales Band aus Mikrotubuli nachweisbar. Fir den Nachweis der
zytoskelettalen Elemente ist die Vorbehandlung der Ausstriche von Bedeutung.
So kénnen Vimentin und Tubulin nur in den mit Methanol fixierten Ausstrichen
deutlich dargestellt werden, wahrend Aktin lediglich in den unfixierten Ausstrichen
nachweisbar ist. Zytokeratin und Myosin sind in den Hihnerblutzellen nicht

vorhanden.
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Ultrastructural, glycohistochemical and immunohistochemical studies of
chicken blood cells

This thesis aims to comprehensively characterize chicken blood cells using
ultrastructural, glycohistochemical and immunohistochemical techniques. In this
study, the morphology, ultrastructure, carbohydrates, specific antigens of T-
lymphocytes and the cytoskeleton components of the chicken blood cells are
analyzed. In order to obtain representative results, blood samples of thirty female
and male chickens from the laying hen strains Lohmann Brown and Lohmann
Selected Leghorn were used within this study. No morphological or histochemical
differences of the blood cells based on sex or breed were found.

For the lightmicroscopical and substrate-histochemical characterization of the
chicken blood cells, several light microscopical staining methods (Diff-Quick,
Hematoxylin and Eosin, May-Grinwald, Giemsa, Pappenheim, Sirius-Red,
Toluidine blue, PAS-reaction and Alcian blue) were applied. Erythrocytes,
heterophilic granulocytes, monocytes and thrombocytes can be equally well
characterized by any of the conventional blood staining techniques. However, the
thrombocytes, monocytes and lymphocytes stain most clearly when using the
Diff-Quick staining method. Staining with May-Grinwald, Giemsa and
Pappenheim is particularly well suited for the visualization of eosinophilic
granulocytes. The granules of the basophilic granulocytes were mostly lost during
the staining process. ldentification and staining of the characteristic basophilic
granules was usually successful with the May-Griinwald-, Pappenheim- and
Toluidine blue- staining. Using substrate-histochemical stainings, carboxylated
and sulphated acidic glycoproteins could be identified in heterophilic and
basophilic granulocytes. Furthermore, thrombocytes, heterophilic granulocytes,
eosinophilic granulocytes, lymphocytes and monocytes contain complex
carbohydrates or glycogen.

The ultrastructure of chicken blood cells was examined by transmission electron
microscopy. Different to several former studies no marginal band of microtubules
could be identified in the erythrocytes. Thrombocytes typically exhibit specific
granules, which have been identified as partly vacuolated cytoplasmic inclusions.
In heterophilic granulocytes, primary, secondary and tertiary granules can clearly
be differentiated, whereas only one type of granules is present in the eosinophilic

granules. Furthermore, the number of granules is smaller in the eosinophilic

174



VII. SUMMARY

granulocytes compared to heterophilic granulocytes. Lymphocytes are
characterized by a big round nucleus and a small rim of cytoplasm containing
only few cellular organelles. Therefore they differ considerably from the
monocytes, which are rich in cell organelles and cytoplasm.

For the characterization of glycoconjugates of chicken blood cells, the lectins
concanavalin agglutinin (ConA), lens culinaris agglutinin (LCA), pisum sativum
agglutinin (PSA), peanut agglutinin (PNA), ricinus communis agglutinin (RCA),
viscum album agglutinin (VAA), griffonia simplicifolia agglutinin | (GSL 1), sophora
japonica agglutinin (SJA), dolichos biflorus agglutinin (DBA), soybean agglutinin
(SBA), sambucus nigra agglutinin (SNA), wheat germ agglutinin (WGA), wheat
germ agglutinin succinylated (WGAs), ulex europaeus agglutinin | (UEA ),
phaseolus vulgaris erythroagglutinin (PHA-E), phaseolus vulgaris leukoagglutinin
(PHA-L) and maackia amurensis agglutinin | (MAA [) were used. The lectins
ConA, LCA, PSA, SNA, WGA and WGAs exhibit a strong affinity to the chicken
blood cells, especially to the heterophilic and basophilic granulocytes. The lectins
GSL |, SJA, SBA and UEA | do not bind to any cellular structures of the chicken
blood cells. The results of the lectine-histochemical studies demonstrate that the
chicken blood cells usually contain D-mannose, D-glucose and N-acetyl-D-
glucosamine, as well as some D-galactose- and N-acetyl-D-neuraminic acid
containing glycans. No evidence was found for the presence of L-fucose in
erythrocytes, thrombocytes and leukocytes.

The immunohistochemical characterization reveals the presence of the CD4- and
CD8a-antigen in lymphocytes. In addition, the CD4-antigen is expressed in some
heterophilic granulocytes.

To investigate the cytoskeleton of the chicken blood cells, phalloidin-TRITC and
FITC-labeled antibodies were used. It was shown that the three basic
cytoskeletal components, actin filaments, intermediate filaments and
microtubules, are present in the chickens’ erythrocytes, thrombocytes and
leukocytes. Immediately beneath the cell membrane actin filaments could be
localized, whereas vimentin and tubulin are primarily found in the cytoplasm of
the chicken blood cells. Regarding the erythrocytes, there is no evidence of a
marginal band of microtubules. For the detection of the cytoskeletal elements, the
pretreatment of the blood smears is of great importance. After fixation with
methanol, for example, vimentin and tubulin can clearly be identified, whereas
actin can be detected only in unfixed smears. Neither cytokeratin nor myosin are
present in the chicken blood cells.
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1. Verzeichnis der Gebrauchsldésungen

1.1. Lichtmikroskopie
e Haema-Schnellfarbesatz (LABOR + TECHNIK, Berlin)

e Saures Hamalaun nach Mayer:

Hamatoxylin krist. (MERCK, Darmstadt) 1g
in Aqua dest. l6sen 1000ml
+ Natriumjodat (MERCK, Darmstadt) 0,29
+ Kaliumaluminiumsulfat = Kalialaun (MERCK, Darmstadt) 509
+ Chloralhydrat (MERCK, Darmstadt) 50¢g
+ Zitronensaure (MERCK, Darmstadt) 19

e Eosinlésung:

Eosin-Stammldsung:

Eosin gelblich (MERCK, Darmstadt) 19
in Aqua dest. l6sen 99ml
+ Formaldehyd 37% (ROTH, Karlsruhe) 2 Tropfen

Eosin-Gebrauchslosung:

Eosin-Stammlésung 1Teil
mit Aqua dest. vermischen 10 Teile
+ Essigsaure 100% (MERCK, Darmstadt) 5 Tropfen/ 100ml Lésung

e May-Grinwald-Lésung (MERCK, Darmstadt)

e Giemsa-Ldsung (Verdinnung 1:20):
Giemsa-Stammlésung (MERCK, Darmstadt) 1ml

Aqua dest. 19ml
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e Sirius-Red-Farbelésung:
Siriusrot F3B (WALDECK, Munster)
in Aqua dest.
und Ethanol absolut (MERCK, Darmstadt) I6sen
+ NaOH (MERCK, Darmstadt) 1%

+ NaCl (MERCK, Darmstadt) 20%

e Toluidinblau-Féarbel6sung:
Toluidinblau O (ROTH, Karlsruhe)

Methanol (ROTH, Karlsruhe)
¢ 0,5% a-Amylase:
a-Amylase (MERCK, Darmstadt)

Aqua dest.

¢ 0,5% wassrige Perjodsaurelésung:
Perjodsaure (MERCK, Darmstadt)

Aqua dest.
e Schiffs Reagenz (ROTH, Karlsruhe)

e SO,-Wasser (Sulfitwasser):

N-Salzsaure:

3ml Salzsaure konz. (MERCK, Darmstadt)

27ml Aqua dest.

10% wassrige Natriumdisulfitldsung:

3g Natriumdisulfit (MERCK, Darmstadt)

30ml Aqua dest.

Leitungswasser

500mg
45ml
50ml
iml

4ml

19

100ml

10mg

2ml

19

200ml|

30ml

30ml

600ml
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e Alcianblaulésung pH 1,0/ pH 2,5:
pH1.0:
Alcianblau 8GX (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim)
0,1N Salzsaure (MERCK, Darmstadt)
pH25:
Alcianblau 8GX (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim)

3% Essigséaure:

15ml Essigsaure 100% (MERCK, Darmstadt)

485ml Aqua dest.

e Kernechtrotlésung:
Aluminiumsulfat (MERCK, Darmstadt)
in Aqua dest. I6sen und Lésung erhitzen

Kernechtrot (MERCK, Darmstadt) einriihren

1.2. Elektronenmikroskopie

¢ 10% Paraformaldehydlésung:
Paraformaldehyd (SIGMA- ALDRICH CHEMIE, Steinheim)
in Aqua dest. bei 60-70°C I6sen

+ 1N NaOH (ROTH, Karlsruhe)

e Karnovsky-Stammldsung:

10% Paraformaldehydiésung
0,2M Natriumcacodylatpuffer (pH7,2)
Calciumchlorid wasserfrei (SERVA, Heidelberg)

e Karnovsky-Gebrauchslésung:

Karnovsky-Stammlésung
Glutaraldehyd 25% (POLYSCIENCES, Warrington, USA)

- erst kurz vor Gebrauch anmischen

5¢

500ml

59

500ml

5¢

100ml

10g
100ml

1-2 Tropfen

20ml
50ml
0,059

10ml

1,37ml
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¢ 0,2M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2):

Stammlésung:
Natriumcacodylat (POLYSCIENCES, Warrington, USA) 18,269
in Aqua dest. l6sen 200ml

0,2M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2):

Stammlésung 50ml
0,2M Salzsaure (MERCK, Darmstadt) pH 7,2 einstellen
Aqua dest. auf 100ml auffillen

¢ 0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2):
0,2M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) 50ml

Aqua dest. 50ml

¢ Vorkontrastierungslésung:

3% Kaliumferrocyanid-Stammldsung:

Kaliumferrocyanid (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim) 0,39
0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) 10ml

2% Osmiumtetroxid-Stammldésung:

4% Osmiumtetroxid (POLYSCIENCES, Warrington, USA) 2ml
0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2) 2ml

1,5% Kaliumferrocyanid+1% Osmiumtetroxid

in 0,1M Natriumcacodylatpuffer (pH 7,2):

Kaliumferrocyanid-Stammldsung 4ml

Osmiumtetroxid-Stammlésung 4ml
e Ethanol (MERCK, Darmstadt)

e Propylenoxid (POLYSCIENCES, Warrington, USA)
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e Epon:
Poly/Bed®812-BDMA Embedding Kit (POLYSCIENCES, Warrington, USA):

Poly/Bed 812 10ml
DDSA

8ml

NMA 5ml

BDMA 0,7ml

e Farbel6sung nach Richardson:
1% Methylenblau: 100ml

1g Methylenblau (MERCK, Darmstadt)
100ml Aqua dest.

1% Borax: 100ml
1g Natriumtetraboratdecahydrat (SERVA, Heidelberg)
100ml Aqua dest.

- Methylenblau-Borax-Lésung 1:1 mit Azurldsung mischen

1% Azur II: 200ml
1g Azur Il (WALDECK, Minster)

100ml Aqua dest.
e Uranylacetat (AGAR SCIENTIFIC LTD, Essex, England)

e Bleicitrat nach Reynolds:

Bleinitrat (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim) 1,339
Natriumcitrat (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim) 1,769
Aqua dest. 30ml

- 30 Minuten regelméBig schitteln, bis eine milchige Lésung entsteht
NaOH-Platzchen (MERCK, Darmstadt)
- einzeln nacheinander lésen, bis zum Erreichen einer klaren Lésung

Aqua dest. auf 50ml auffillen
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1.3. Glykohistochemie
e FITC markierte Lektine (VECTOR, Burlingame, USA)

e MAA I, SNA, VAA (Lehrstuhl fur physiologische Chemie,
Veterinarwissenschaftliches Department, LMU Minchen)

e Methanol (MERCK, Darmstadt)

e PBS-Puffer (pH 7,4):
Natriumchlorid (MERCK, Darmstadt) 42 59

Di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (MERCK, Darmstadt) 6,359
Natrium-Dihydrogenphosophat-Monohydrat (MERCK, Darmstadt) 1,95¢g
- in Aqua dem. I6sen 5 Liter
- pH 7,4 einstellen mit 1IN NaOH und 0,1N HCI (ROTH, Karlsruhe)

e VECTASHIELD® Mounting Medium for Fluorescence with DAPI (VECTOR,
Burlingame, USA)

e Protein Block Serum-Free (DAKO, Hamburg)

e Streptavidin-FITC (DAKO, Hamburg)

e Methyl-a-Mannopyranosid (E- Y LABS, San Mateo, USA)
e Chitin Hydrolysat (VECTOR, Burlingame, USA)

e Natrium-Acetatpuffer (pH 5,5):
Natrium-Acetat wasserfrei (MERCK, Darmstadt) 13,69

In Aqua dem. Iésen 1 Liter

- pH 5,5 mit 10% Essigsaure (ROTH, Karlsruhe) einstellen

e Natrium-Acetat-Calcium-Chlorid-Puffer (pH 5,0):

Natrium-Acetat wasserfrei (MERCK, Darmstadt) 8,29
In Aqua dem. Iésen 1 Liter
Calcium-Chlorid (MERCK, Darmstadt) 0,294g

- pH 5,0 mit 1M HCI (ROTH, Karlsruhe) einstellen

- Auf Warmeplatte auf 37°C bis 40°C erwarmen
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1.4.

Neuraminidase-Gebrauchslésung:

Neuraminidase von Vibrio cholerae
(SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim) 3ul

Natrium-Acetat-Calcium-Chlorid-Puffer (pH 5,0) 1ml

- Die Temperatur muss zwischen 37°C und 40°C liegen!

Immunhistochemie

Methanol (MERCK, Darmstadt)

Antibody-Diluent (DAKO, Hamburg)

CD8a-Antikérper: Ms mAb to CD8 alpha (FITC) (ABCAM, Cambridge)
CD4-Antikérper: Ms mAb to CD4 (CT-4) (FITC) (ABCAM, Cambridge)
PBS-Puffer (pH 7,4): siehe Kapitel Glykohistochemie

Protein Block Serum-Free (DAKO, Hamburg)

Mouse anti-human Eosinophil Major Basic Protein (EMBP) (AbD SEROTEC,
Kidlington)

Rabbit anti-mouse-lgG-FITC (DAKO, Hamburg)

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

Phalloidin-TRITC (SIGMA-ALDRICH CHEMIE, Steinheim)

Mouse anti-vimentin (DAKO, Hamburg)

Pancytoceratin plus (BIOCARTA, Hamburg)

Rabbit anti-non muscle myosin (ABCAM, Cambridge)

Fluorescein Anti-Rabbit IgG (Made in Goat) (VECTOR, Burlingame)

Mouse anti-tubulin (ABCAM, Cambridge)
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