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1. EINLEITUNG 

S e i t der Beobachtung, daß R e t i k u l o z y t e n l e i c h t e r a l s 
Erythr o z y t e n s i n d , wurde g e n e r e l l angenommen, daß d i e Dichte 
von r o t e n B l u t z e l l e n mit dem Z e l l a l t e r anwächst. Zumindest 
für d i e oftmals untersuchten kernlosen Humanerythrozyten 
(Borun et a l . 1957, Prankerd 1958, Rigas & K o l e r 1961 , Garby 
& HJelm 1963, Murphy 1973. Cohen et a l . 1976) und ebensolche 
von verschiedenen Säugetieren (Kaninchen, Maus, Hund, Pferd, 
Schwein) (Hoffman 1958, Danon & Marikovsky 1964, P r e n t i c e & 
BiShop 1965, Bishop & P r e n t i c e 1966, Wilt o n 1966, P i o m e l l i et 
a l . 1967, Parker 1973, Abraham et a l . 1978) wurde diese 
Beziehung mit D i c h t e f r a k t i o n i e r u n g e n bestätigt, die s i c h 
somit zur Alterstrennung der Z e l l e n anwenden ließen. Eine 
zu Säugererythrozyten analoge Dichte - A l t e r K o r r e l a t i o n 
wurde von Lane et a l . (1982) für F o r e l l e n e r y t h r o z y t e n aus 
morphologischen Betrachtungen geschlossen, i s t aber n i c h t 
gesondert w e i t e r v e r f o l g t worden. 

Im Gegensatz zu den kernlosen Säugererythrozyten i s t d i e 
r e i f e r o t e B l u t z e l l e a l l e r anderen W i r b e l t i e r e (Fische, 
Amphibien, R e p t i l i e n , Vögel) k e r n h a l t i g . Der Ery t h r o z y t der 
Knochenfische s t e l l t s i c h a l s eine r e l a t i v große, rund b i s 
ovale Z e l l e mit z e n t r a l gelegenem Kern dar, der von einer 
Doppelmembran mit za h l r e i c h e n Poren umgeben i s t (Yasuzumi & 
Higashizawa 1955, Fawcett & Witebski 1964, Kreutzmann & Jonas 
1 9 7 8 ) . Er enthält u.a. Ribosomen, Endoplasmatisches 
Reticulum, Mitochondrien, Golgi-Apparat, Vakuolen (Weinreb 
1963, Fey 1965b, Sekhon & Beams 1969, Yamamoto & I u c h i 1976) 
und könnte somit a l s e i n methodisch e i n f a c h verfügbares 
Modell e i n e r s t o f f w e c h s e l a k t i v e n Somazelle angesehen werden, 
der er i n Transportmechanismen und StoffWechselvorgängen mehr 
ähnelt a l s e i n Humanerythrozyt. 



W i l l man nun den Alterungsvorgang d i e s e r Z e l l e biochemisch 
und hämatologisch c h a r a k t e r i s i e r e n , i s t eine reproduzierbare 
und e f f e k t i v e Auftrennung der Erythrozyten nach ihrem A l t e r 
eine wesentliche Voraussetzung für d i e b e a b s i c h t i g t e n 
Untersuchungen. 

Abb. 1 : R e i f e und unvollständig e n t w i c k e l t e , hämoglobinarme 
( P f e i l ) Karpfenerythrozyten, d i e e i n i g e Tage nach Blutabnähme 
vermehrt a u f t r e t e n (nach Pappenheimfärbung) (Al b e r s 1985) 

Wir beobachteten beim Karpfen 1 -2 Wochen nach Abnahme 
e i n e r größeren Menge Bl u t ( 2 0 % ~ 5 0 % des Gesamtblutvolumens) 
das A u f t r e t e n e i n e r besonderen E r y t h r o z y t e n p o p u l a t i o n aus 
im Mikroskop rund und h e l l erscheinenden Z e l l e n (Abb. 1 ) , die 
s i c h im Hämatokritröhrchen zwischen dunkelroten Erythrozyten 
und weißen Leukozyten a l s eigene h e l l r o t gefärbte Schicht 
absetzen. Daraufhin wurde zunächst g e t e s t e t , ob s i c h die 
Beziehung Dichte - A l t e r auch für die k e r n h a l t i g e n 
E r y t h r o z y t e n des Karpfen nutzen läßt, um i n Anlehnung an 
b i s h e r beschriebene Trennverfahren i n der L i t e r a t u r eine 
Methode zu entwickeln, d i e s i c h g e n e r e l l zur altersabhängigen 
Auftrennung d i e s e r Z e l l e n eignet. 



Die so erhaltenen Z e l l f r a k t i o n e n s o l l t e n dann näher 
untersucht werden. Insbesondere wurde der b i s h e r n i c h t 
gelösten Frage nachgegangen, ob die auffälligen 
morphologischen Besonderheiten der Karpfenerythrozyten 
während i h r e r Lebensdauer zu bio s y n t h e t i s c h e n Aktivitäten 
genutzt werden, oder ob - wie b e i Säugererythrozyten 
l e d i g l i c h u n r e i f e Vorstufen außerhalb des K r e i s l a u f s 
biochemische Synthesen zeigen. Neben der Untersuchung der 
Hämoglobinsynthese i n v i t r o und i n vi v o wurden i n Abhängig­
k e i t vom Z e l l a l t e r e i n i g e Enzymaktivitäten bestimmt, d i e über 
i h r e B e t e i l i g u n g an Kohlenhydrat-, P r o t e i n - und F e t t ­
s t o f f w e c h s e l Aussagen zu metabolischen Aktivitäten, S t o f f ­
wechselveränderungen und AlterungsVorgängen im Karpfen­
e r y t h r o z y t e n zulassen. 

Im E i n z e l n e n l i e g e n d i e s e r A r b e i t folgende Zielsetzungen 
zu Grunde: 

1. ) Entwicklung und Testung e i n e r reproduzierbaren, 
e f f e k t i v e n , möglichst einfachen Zentrifugationsmethode 
zur routinemäßigen Auftrennung von Karpfenerythrozyten 
nach i h r e r Dichte, 

2. ) Bestimmung hämatologischer Basisparameter (Hämatokrit, 
Er y t h r o z y t e n z a h l , Hämoglobinkonzentration, MCV = 
M i t t l e r e r s korpuskulares Volumen, MCH • M i t t l e r e r 
k o r puskularer Hämoglobingehalt, MCHC • M i t t l e r e r e 
korpuskulare Hämoglobinkonzentration) i n Karpfen-
e r y t h r o z y t e n und deren D i c h t e f r a k t i o n e n und V e r g l e i c h mit 
Humanerythrozyten m i t t e l s Standardmethoden der k l i n i s c h e n 
Chemie und rechnergestützter Cytophotometrie, 

3. ) Untersuchung der K o r r e l a t i o n E r y t h r o z y t e n d i c h t e 
E r y t h r o z y t e n a l t e r i n vivo m i t t e l s r a d i o a k t i v e r Markierung, 



4. ) Klärung der Fr a g e s t e l l u n g zum Hämoglobinstoffwechsel: 
"Findet im Karpfenerythrozyten im Gegensatz zum 
Humanerythrozyten i n vivo im B l u t k r e i s l a u f und i n v i t r o 
Hämoglobinsynthese s t a t t ? " , 

5. ) E i n b l i c k i n den Kohlenhydrat-, P r o t e i n - , und 
F e t t s t o f f w e c h s e l mit damit verbundenen Membran- und 
Strukturveränderungen im Laufe der Z e l l a l t e r u n g über 
b e i s p i e l h a f t e altersabhängige Enzyme ( A c e t y l c h o l i n -
esterase, Aspartat-Aminotransferase, Peroxidase, Glucose-
6-phosphat-Dehydrogenase, Glutathion-Reduktase). 



2. GEBÄTE, MATERIALIEN, METHODEN 

2.1. Abkürzungen 

Hkt = Hämatokrit 
RBC = R o t e - B l u t z e l l - Z a h l 
Hb = Hämoglobin 
MCV • M i t t l e r e s korpuskulares Volumen (s. 3« 2 . ) 
MCH = M i t t l e r e r korpuskularer Hämoglobingehalt (s. 3 . 2 . ) 
MCHC = M i t t l e r e korpuskulare Hämoglobinkonzentration 

(s. 3 - 2 . ) 

SEM • Standard e r r o r of f r a c t i o n means (s. 2 . 7 . ) 
LSD = Least s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e (s. 2 . 7 . ) 
FG • F r e i h e i t s g r a d e 
PSC • Ph y s i o l o g i s c h e Salzlösung nach Imamura ( 1 9 7 9 ) ; 

(s. 2 . 5 - 2 . ) 

EDTA = Ethylendiamin-tetraessigsäure 
DTNB = 5 ,5 '-Dithiobis -2-nitrobenzoesäure 
GSH - G l u t a t h i o n ( r e d u z i e r t ) 
GSSG = G l u t a t h i o n ( o x i d i e r t ) 
AChE = A c e t y l c h o l i n e s t e r a s e 
GOT = Aspartat-Aminotransferase (Glutamat-Oxalacetat-

Transaminase) 
G6PDH = Glucose-6-phosphat-Dehydrogenase 
GRED • Glutathion-Reduktase 
POX = Peroxidase 
LDH = Lactat-Dehydrogenase 
MDH • Malat-Dehydrogenase 
T r i s = Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
USP = United States Pharmacopoea 


