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1. EINLEITUNG

Seit der Beobachtung, daB Retikulozyten 1leichter als
Erythrozyten sind, wurde generell angenommen, daB die Dichte
von roten Blutzellen mit dem Zellalter anwédchst. Zumindest
fir die oftmals untersuchten kernlosen Humanerythrozyten
(Borun et al. 1957, Prankerd 1958, Rigas & Koler 1961, Garby
& Hjelm 1963, Murphy 1973, Cohen et al. 1976) und ebensolche
von verschiedenen S&éugetieren (Kaninchen, Maus, Hund, Pferd,
Schwein) (Hoffman 1958, Danon & Marikovsky 1964, Prentice &
Bishop 1965, Bishop & Prentice 1966, Wilton 1966, Piomelli et
al. 1967, Parker 1973, Abraham et al. 1978) wurde diese
Beziehung mit Dichtefraktionierungen bestédtigt, die sich
somit zur Alterstrennung der Zellen anwenden 1liefen. Eine
zu S&ugererythrozyten analoge Dichte - Alter Korrelation
wurde von Lane et al. (1982) fir Forellenerythrozyten aus
morphologischen Betrachtungen geschlossen, ist aber nicht
gesondert weiterverfolgt worden.

Im Gegensatz zu den kernlosen S#dugererythrozyten ist die
reife rote Blutzelle aller anderen Wirbeltiere (Fische,
Amphibien, Reptilien, Végel) kernhaltig. Der Erythrozyt der
Knochenfische stellt sich als eine relativ groBe, rund bis
ovale Zelle mit zentral gelegenem Kern dar, der von einer
Doppelmembran mit zahlreichen Poren umgeben ist (Yasuzumi &
Higashizawa 1955, Fawcett & Witebski 1964, Kreutzmann & Jonas
1978). Er enthidlt u. a. Ribosomen, Endoplasmatisches
Reticulum, Mitochondrien, Golgi-Apparat, Vakuolen (Weinreb
1963, Fey 1965b, Sekhon & Beams 1969, Yamamoto & Iuchi 1976)
und kénnte somit als ein methodisch einfach verfiigbares
Modell einer stoffwechselaktiven Somazelle angesehen werden,
der er in Transportmechanismen und Stoffwechselvorgiéngen mehr
dhnelt als ein Humanerythrozyt.



Will man nun den Alterungsvorgang dieser Zelle biochemisch
und hématologisch charakterisieren, ist eine reproduzierbare
und effektive Auftrennung der Erythrozyten nach ihrem Alter
eine wesentliche Voraussetzung fir die beabsichtigten
Untersuchungen.
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Abb. 1 : Reife und unvollsténdig entwickelte, hédmoglobinarme
(Pfeil) Karpfenerythrozyten, die einige Tage nach Blutabnahme
vermehrt auftreten (nach Pappenheimfiérbung) (Albers 1985)

Wir Dbeobachteten beim Karpfen 1-2 Wochen nach Abnahme
einer gréBeren Menge Blut (20%-50% des Gesamtblutvolumens)
das Auftreten einer besonderen Erythrozytenpopulation aus
im Mikroskop rund und hell erscheinenden Zellen (Abb. 1), die
sich im Hématokritrdhrchen zwischen dunkelroten Erythrozyten
und weiBen Leukozyten als eigene hellrot gefédrbte Schicht
absetzen. Daraufhin wurde zundchst getestet, ob sich die
Beziehung Dichte - Alter auch fiir die kernhaltigen
Erythrozyten des Karpfen nutzen 1l&8t, um in Anlehnung an
bisher beschriebene Trennverfahren in der Literatur eine
Methode zu entwickeln, die sich generell zur altersabhéngigen
Auftrennung dieser Zellen eignet.



Die 80 erhaltenen Zellfraktionen sollten dann ndher
untersucht werden. Insbesondere wurde der bisher nicht
geldsten Frage nachgegangen, ob die auffédlligen
morphologischen Besonderheiten der Karpfenerythrozyten
wéhrend ihrer Lebensdauer zu biosynthetischen Aktivitidten
genutzt werden, oder ob - wie bei S#ugererythrozyten -
lediglich unreife Vorstufen auBerhalbd des Kreislaufs
biochemische Synthesen zeigen. Neben der Untersuchung der
H&moglobinsynthese in vitro und in vivo wurden in Abhiéngig-
keit vom Zellalter einige Enzymaktivitéten bestimmt, die iber
ihre Beteiligung an Kohlenhydrat-, Protein- und Fett-
stoffwechsel Aussagen zu metabolischen Aktivitéten, Stoff-
wechselverédnderungen und Alterungsvorgéngen im Karpfen-
erythrozyten zulassen.

Im Einzelnen liegen dieser Arbeit folgende Zielsetzungen
zu Grunde:

¢ ¥, Entwicklung und Testung einer reproduzierbaren,
effektiven, méglichst einfachen Zentrifugationsmethode
zur routineméBigen Auftrennung von Karpfenerythrozyten
nach ihrer Dichte,

2.) Bestimmung hématologischer Basisparameter (Hématokrit,

Erythrozytenzahl, Hé&moglobinkonzentration, MCV =
Mittlerers korpuskulares Volumen, MCH = Mittlerer
korpuskularer Hdmoglobingehalt, MCHC = Mittlerere
korpuskulare Hémoglobinkonzentration) in Karpfen-

erythrozyten und deren Dichtefraktionen und Vergleich mit
Humanerythrozyten mittels Standardmethoden der klinischen
Chemie und rechnergestitzter Cytophotometrie,

3.) Untersuchung der Korrelation Erythrozytendichte -
Erythrozytenalter in vivo mittels radioaktiver Markierung,



4.) Kldrung der Fragestellung zum Hiémoglobinstoffwechsel:
"Findet im Karpfenerythrozyten im Gegensatz zum
Humanerythrozyten in vivo im Blutkreislauf und in vitro
Hdmoglobinsynthese statte",

5.) Einblick in den Kohlenhydrat-, Protein-, und
Fettstoffwechsel mit damit verbundenen Membran- und
Strukturverénderungen im Laufe der Zellalterung iiber
beispielhafte altersabhingige Enzyme (Acetylcholin-
esterase, Aspartat-Aminotransferase, Peroxidase, Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase, Glutathion-Reduktase).






