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1 EINLEITUNG 
 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) besitzen eine Vielzahl von Funktionen. Von 

besonderer Bedeutung ist ihre Fähigkeit zu spontaner zytotoxischer Aktivität, aufgrund 

derer sie in den letzten Jahren zahlreichen Untersuchungen unterzogen wurden, 

besonders im Hinblick auf eine adoptive Immuntherapie.  

 

Zur Bestimmung der spontanen Zytotoxizität in vitro wird eine möglichst große Reinheit 

der isolierten NK-Zellen als Effektorzellen angestrebt, da verunreinigende (kontaminie-

rende) Zellen die genaue Einstellung des Effektor-Zielzellverhältnisses erschweren und 

damit die Vergleichbarkeit der Ergebnisse von Zytotoxizitätstests beeinträchtigen. Da-

her werden zur Anreicherung der Effektorzellen bei den verschiedenen Spezies unter-

schiedliche Isolierungsverfahren angewendet.  

Bisher ist allerdings noch nicht abschließend geklärt, ob bestimmte kontaminierende 

Zellen direkt oder indirekt an der Auslösung bzw. Verstärkung der spontanen zytotoxi-

schen Aktivität von NK-Zellen beim Hund beteiligt sind. Unterstellt man eine in der Lite-

ratur beschriebene verstärkende Beeinflussung der Zytotoxizität durch andere Leuko-

zyten, würde der Einsatz von „reinen“ Effektorzellen in Zytotoxizitätstests in vitro trotz 

des wünschenswerten optimal einstellbaren Effektor-Zielzellverhältnisses zu nicht zu-

friedenstellenden Ergebnissen führen. 

 

In vorausgegangenen Dissertationen wurde für den Hund bereits eine Anreicherungs-

methode aus Vollblut entwickelt, nach deren Durchführung neben NK-Zellen noch zu 

einem erheblichen Anteil Lymphozyten und weitere kontaminierende Leukozyten im 

Isolat enthalten sind. In der vorliegenden Arbeit sollte nun untersucht werden, ob diese 

Zellen, speziell Monozyten und CD4+- und CD8+-Lymphozyten, die spontane zytotoxi-

sche Aktivität kaniner NK-Zellen beeinflussen. Die Zytotoxizität wurde dabei mit Hilfe 

eines kolorimetrischen Verfahrens bestimmt, das ebenfalls bereits in vorausgegange-

nen Dissertationen für den Hund entwickelt wurde. Eine Aussage über den Einfluss der 

Leukozyten auf die Zytotoxizität sollte durch den Vergleich der spontanen zytotoxischen 

Aktivitäten vor und nach Depletion der oben angesprochenen Leukozytenarten getrof-

fen werden.  
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Zu diesem Zweck wurden zunächst verschiedene in der Literatur beschriebene Depleti-

onsverfahren im Hinblick auf ihre Effektivität beim Hund untersucht. Dabei sollte eine 

Monozytendepletion durch Adhärenz sowohl mit als auch ohne anschließende Phago-

zytose von Carbonyleisen erzielt werden. Die Depletion CD4+- und CD8+-Zellen erfolgte 

über immunomagnetische Separation unter Verwendung bereits häufig bei dieser Tier-

art eingesetzter spezifischer Antikörper.  

 

Des Weiteren wird in der Literatur diskutiert, ob NK-Zellen für die Zielzelllyse aus-

schließlich auf einen direkten Zell-zu-Zellkontakt angewiesen sind oder ob sich auch 

zytotoxische Substanzen, die in die Umgebung der Zielzelle abgegeben werden, an der 

Auslösung der Zytotoxizität beteiligen. Zur Klärung dieser Frage wurden Zellkulturüber-

stände eines in vitro durchgeführten Zytotoxizitätstests auf eine mögliche Zytotoxizität 

hin untersucht.  

 

Durch die so gewonnenen Ergebnisse sollte eine Einschätzung getroffen werden, ob 

eine weitere Aufreinigung des Isolats, die zwangsläufig mit einer Reduktion der Ge-

samtzellzahl verbunden ist, sinnvoll oder aufgrund einer eventuellen Beteiligung be-

stimmter Leukozyten an der Zytotoxizität sogar von Nachteil ist. 
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2 LITERATURÜBERSICHT 
 

2.1 Natürliche Killerzellen 
 

2.1.1 Einführung 
 

Natürliche Killerzellen (NK-Zellen) übernehmen gemeinsam mit anderen Zellen des an-

geborenen Immunsystems die erste Abwehr des Körpers gegen Mikroorganismen, Pa-

rasiten und auch Tumorzellen (HERBERMAN et al., 1981). Im Gegensatz zu B- und T-

Lymphozyten sind NK-Zellen als dritte Gruppe der Lymphozyten aufgrund ihrer Fähig-

keit zur spontanen Zytotoxizität in der Lage, Zielzellen ohne vorherige Sensibilisierung 

oder Antigenpräsentation zu zerstören (MUNSON et al., 2000; ROBERTSON et al., 

1990). Außerdem sind sie über eine Antikörper-abhängige zellvermittelte Zytotoxizität 

(durch Bindung an die Fc-Stücke der Antikörper über ihre Fc-Rezeptoren) auch an der 

späteren Phase der Immunantwort nach der Bildung von Antikörpern beteiligt (RO-

BERTSON et al., 1990).  

NK-Zellen werden eine Vielzahl an Funktionen zugeschrieben: sie sind antiviral, anti-

bakteriell, zerstören Tumorzellen, sind an der Abwehr von bestimmten Pilzen und Pro-

tozoen beteiligt und greifen über Sekretion löslicher Faktoren sowohl stimulierend als 

auch inhibierend in die Hämatopoese ein (HERBERMAN et al., 1981; ROBERTSON et 

al., 1990). Des Weiteren wird eine Beteiligung von NK-Zellen an der Abstoßung von 

Transplantaten, insbesondere auch Knochenmarkstransplantaten diskutiert (HERBER-

MAN et al., 1981; ROBERTSON et al., 1990).  

Die Überlebenszeit von NK-Zellen schwankt bei Labortieren von wenigen Tagen bis 

mehrere Monate (ROBERTSON et al., 1990). 

 

Aufgrund verschiedener morphologischer Merkmale können NK-Zellen lichtmikrosko-

pisch von B- und T-Lymphozyten unterschieden werden. Dazu gehören ein geringeres 

Kern-Zytoplasma-Verhältnis (N/C ratio), eine weniger intensive Anfärbbarkeit des Zy-

toplasmas sowie das Vorhandensein azurophiler Granula (ROITT et al., 1995), auf-

grund derer sie auch als „large granular lymphocytes“ (LGL) bezeichnet werden. Nach 

ROBERTSON et al. (1990) gibt es allerdings auch NK-Zellen, die keine LGL-Morpholo-
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gie zeigen. Umgekehrt können auch zytotoxische T-Lymphozyten nach Aktivierung sol-

che Granula im Zytoplasma besitzen (ROITT et al., 1995). 

 

Beim Menschen repräsentieren LGL ca. 10 % der peripheren Blutlymphozyten (PBL; 

GHERNATI et al., 2000). KANE et al. (1996) konnten sogar einen Anteil der NK-Zellen 

im Blut von bis zu 15 % feststellen.  

Im peripheren Blut des Hundes ist dagegen eine geringere Anzahl LGL enthalten. So 

beträgt deren Anteil nach JARDINE et al. (1989) bei Labradoren nur 1,6 %. McDO-

NOUGH et al. (2000) nennen für den Hund einen Anteil von 0 – 10 % LGL. Auch die 

N/C ratio wird etwas geringer als beim Mensch angegeben (FUNK, 2001).  

Nach KNAPP et al. (1993) besitzen NK-Zellen beim Hund einen Durchmesser von 5,5 –

6,5 µm. Außerdem enthalten sie mehr azurophile Granula als andere Spezies (NAKA-

DA et al., 1995). Analog zu NK-Zellen des Menschen konnten KNAPP et al. (1993) bei 

elektronenmikroskopischen Untersuchungen reichlich Zytoplasma, einen nierenförmi-

gen Kern sowie elektronendichte, zytoplasmatische Granula nachweisen. Nach FUNK 

et al. (2003) stellt sich das Zytoplasma im Lichtmikroskop leicht basophil dar. Die Kern-

morphologie des großen, exzentrischen, häufig auch verdichteten Zellkerns (FUNK et 

al., 2003) kann nach McDONOUGH et al. (2000) ebenso wie die Anzahl der prominen-

ten Granula variieren. So weist der Kern meist eine runde oder nierenförmige, mitunter 

aber auch multilobuläre, kleeblattartige Struktur auf (McDONOUGH et al., 2000).  

  

2.1.1.1 Abstammung von NK-Zellen 
 

Betrachtet man die Evolution des Immunsystems, so gibt diese auch Hinweise auf die 

Abstammung von NK-Zellen. Ihr Vorkommen wird bei zahlreichen Säugetieren wie 

Maus, Ratte, Hamster, Katze, Hund, Affe und beim Menschen beschrieben. Auch bei 

einigen Fischen, Amphibien und Vögeln sowie bei entwicklungsgeschichtlich primitiven 

Lebewesen wie Seesternen und Regenwürmern ist eine Aktivität von NK-Zellen be-

kannt (ROBERTSON et al., 1990; LOTZOVA, 1991). Da bei den beiden letztgenannten 

Tierarten zum derzeitigen Wissensstand keine Zellen vorhanden sind, die den T- oder 

B-Lymphozyten der Säugetiere entsprechen, gehen ROBERTSON et al. (1990) davon 

aus, dass die Entwicklung von NK-Zellen in der Evolution der Entstehung dieser beiden 

Arten von Lymphozyten vorausgeht. Auch JANEWAY (1989) und LANGMAN (1980) 
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beschrieben NK-Zellen als primitives, aber multifunktionelles Abwehrsystem, das in der 

Evolution später in der Entwicklung von T-Lymphozyten resultiere. 

Vielfach wurde versucht, die Abstammung von NK-Zellen anhand der Muster von 

CD-Oberflächenmolekülen auf NK-Zellen zu belegen. Diskutiert wird dabei sowohl eine 

Verwandtschaft von NK-Zellen mit Monozyten als auch eine Abstammung von 

T-Lymphozyten.  

 

BURTON et al. (1988) begründeten eine Verwandtschaft von Monozyten und NK-Zel-

len mit dem Vorhandensein von Monozyten-Markern auf NK-Zellen der Maus. Beim 

Menschen konnte auf NK-Zellen zwar der Monozyten-Marker OKM-1 (GRIMM et al., 

1982), nicht jedoch CD14 (NAGLER et al., 1989) nachgewiesen werden.  

Auch ORTALDO et al. (1981) wiesen OKM-1 beim Menschen auf LGL nach. Eine Ver-

wandtschaft von NK-Zellen mit Monozyten sei aber dennoch unwahrscheinlich, da sich 

LGL im Unterschied zu Monozyten als nichtadhärent, nichtphagozytierend und lediglich 

schwach α-Naphtylacetatesterase-positiv darstellten. 

 

Ähnlich verhält es sich bei der Diskussion um die Expression von T-Zell-Markern auf 

NK-Zellen. BURTON et al. (1988) berichteten bei der Maus von einer engen Beziehung 

zwischen NK- und T-Zellen, wobei sie allerdings nicht auf allen NK-Zellen T-Zell-Marker 

nachweisen konnten.  

Beim Menschen erwähnten NAGLER et al. (1989) die Expression von CD8, einem Mar-

ker zytotoxischer T-Lymphozyten, auf einigen NK-Zellen. Gegen eine Verwandtschaft 

von NK- und T-Zellen (LANIER et al., 1983; LOTZOVA et al., 1989; PHILLIPS et al., 

1986; SOMERSALO et al., 1991) spricht allerdings das Fehlen des T-Zell-Markers CD3 

auf NK-Zellen (PHILLIPS et al., 1986) bzw. auf Zellen mit NK-Aktivität (LANIER et al., 

1983). 

 

Aus dieser Diskussion heraus ergibt sich auch die Frage, welche Oberflächenmarker 

von NK-Zellen exprimiert werden und welche nicht. So können NK-Zellen nicht über das 

Vorhandensein bzw. Fehlen eines einzigen Oberflächenmarkers charakterisiert werden, 

sondern allenfalls über die Kombination verschiedener Marker (CHAMBERS et al., 

2000). CHAMBERS et al. (2000) beschrieben NK-Zellen des Menschen als 

CD3-/TCR-/CD16+/CD56+/CD94+/CD122+/CD158+/CD161+, betonten allerdings, dass 

diese Marker nur als Anhaltspunkte zur Identifizierung von NK-Zellen zu verstehen sind. 
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Zum einen werden nämlich nicht alle Marker von jeder NK-Zelle exprimiert, zum ande-

ren erhebt die obige Beschreibung des Phänotyps menschlicher NK-Zellen keinen An-

spruch auf Vollständigkeit. So ist bereits bekannt, dass auch andere Marker, beispiels-

weise Ly49, auf NK-Zellen vorhanden sein können.  

 

LOUGHRAN et al. (1985) beschrieben den Phänotyp kaniner NK-Zellen mit 

Dly-1+/Dly-6+/1A1+/E11+/DT-2-/WIG4-. Aufgrund dieser Rezeptoren nahmen sie für den 

Hund eine Abstammung der NK-Zellen von T-Zellen an, was auch von anderen Autoren 

bestätigt wurde (Übersicht bei SCHMITZ, 2000).  

 

2.1.1.2 Adhärente und nichtadhärente NK-Zellen 
 

Obwohl NK-Zellen in der Regel als nichtadhärente, nichtphagozytierende Zellen be-

schrieben wurden (HERBERMAN et al., 1981; YANG et al., 1987; SOMERSALO et al., 

1991), ist das Vorkommen adhärenter NK-Zellen beim Menschen schon seit einigen 

Jahren bekannt. In vivo sind Adhäsionsmoleküle von NK-Zellen für die Adhäsion und 

Migration von NK-Zellen verantwortlich (VIRTANEN et al., 1991). Die Existenz adhä-

renter NK-Zellen wurde aber auch in vitro beschrieben. So zeigten bestimmte Subpo-

pulationen von Lymphozyten nach Stimulation mit IL-2 (LAK) eine Plastikadhärenz 

(KOBERDA et al., 1991; MELDER et al., 1988). Nach MELDER et al. (1988) entstehen 

diese adhärenten Lymphokin-aktivierten Zellen (A-LAK) jedoch erst nach einer Plastik-

adhärenz von 8 – 12 Tagen. Morphologisch handelte es sich bei den A-LAK um LGL mit 

reichlich Zytoplasma, die im Vergleich zu LAK allerdings mehr prominente Granula ent-

hielten. Sowohl nach MELDER et al. (1988) als auch nach KOBERDA et al. (1991) sind 

A-LAK sehr potente zytotoxische Zellen mit dem Phänotyp CD2+/CD3+/CD56+/CD8+/- 

oder CD2+/CD3-/CD56+/CD8+/-. Dabei kam das zytotoxische Potential besonders bei 

einem niedrigen Effektor-Zielzellverhältnis zum Tragen (KOBERDA et al., 1991). 

 

VITOLO et al. (1993) unterteilten menschliche NK-Zellen in drei Untergruppen. Dabei 

unterschieden sie zunächst zwischen adhärenten (A-NK) und nichtadhärenten NK-Zel-

len (NA-NK). Anschließend nahmen sie eine weitere Unterteilung der NA-NK in nicht-

zytotoxische und zytotoxische NK-Zellen vor. Unter den NK-Zellen im peripheren Blut 

sind A-NK mit einem Anteil von  4 – 30 % vertreten (VITOLO et al., 1993), WHITESIDE 

et al. (1995) beschrieben diesen Anteil mit etwa 26 %.  



2     Literaturübersicht  7 

Nach VUJANOVIC et al. (1995) besitzen A-NK Adhäsionsmoleküle auf ihrer Oberfläche, 

sprechen schnell auf IL-2 an und zeigen im Vergleich zu NA-NK eine höhere Proliferati-

onsrate und Zytotoxizität. Außerdem produzierten sie Kollagenasen und könnten besser 

in das Innere von Tumorgewebe eindringen als NA-NK. Dementsprechend zeigten A-

NK auch in vitro eine höhere Zytotoxizität gegenüber Spheroiden als dreidimensionalem 

Tumormodell. NA-NK besaßen dagegen in der Regel eine höhere Zytotoxizität gegen-

über Monolayern.  

Auch der Mechanismus der Zytotoxizität unterscheidet sich bei den verschiedenen NK-

Zell-Untergruppen. So erfolgte die Lyse der Zielzellen bei NA-NK hauptsächlich über 

Perforin, bei A-NK zusätzlich über Apoptose (VUJANOVIC et al., 1995). Nach WHITE-

SIDE et al. (1995) wird die Apoptose dabei einerseits über direkten Zellkontakt ausge-

löst, andererseits indirekt über Liganden, die TNF sezernieren.  

 

Auch bei Ratte und Maus ist das Vorkommen von adhärenten Lymphokin-aktivierten 

Killerzellen bekannt. Da diese auch bei jenen Tierarten eine hohe zytotoxische Aktivität 

besitzen, wurden sie erfolgreich in der experimentellen Tumortherapie eingesetzt 

(SCHWARZ et al., 1989; BASSE et al., 1991). 

 

Beim Hund wurde ebenfalls die Adhärenz einiger Lymphozyten beschrieben. So setz-

ten sich die adhärenten Zellen nach Inkubation in 96-Loch-Flachbodenplatten aus Mo-

nozyten (43 %), eosinophilen Granulozyten (ca. 8 %) und Lymphozyten (ca. 49 %) zu-

sammen (KURZMANN et al., 1993). Nach SHAW et al. (1984) waren ca. 67 % der ad-

härenten Zellen Monozyten. Daneben zeigten auch neutrophile Granulozyten und Lym-

phozyten eine Adhärenz, wobei es sich bei letzteren hauptsächlich um B-Lymphozyten 

handelte.  

 

RINGLER et al. (1985) beschrieben beim Hund eine Zytotoxizität adhärenter Zellen. 

Eine eindeutige Unterteilung in adhärente und nichtadhärente NK-Zellen, wie sie von 

VITOLO et al. (1993) für den Menschen vorgenommen wurde, ist für den Hund aller-

dings bislang nicht bekannt. 
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2.2 Bestimmung der zytotoxischen Aktivität von Effek-
torzellen 

 

Zur Bestimmung der zytotoxischen Aktivität werden zunächst NK-Zellen als Effektor-

zellen aus Hundeblut angereichert. Im Anschluss daran folgen eine Koinkubation der 

isolierten Effektorzellen mit den jeweiligen Zielzellen sowie die Bestimmung der zyto-

toxischen Aktivität in einem geeigneten Messsystem. 

 

 

2.2.1 Isolierung von Blutlymphozyten als Effektorzellen 
 

Für die Isolierung von Blutlymphozyten aus Vollblutproben sind zahlreiche Methoden 

bekannt. Meist wird hierfür eine Zentrifugation über einen Einstufendichtegradienten 

durchgeführt, die beim Menschen erstmals von BÖYUM (1968) beschrieben wurde. 

Aufgrund ihrer unterschiedlichen spezifischen Dichte trennen sich hierbei mononukleäre 

Zellen von polymorphkernigen Zellen und Erythrozyten. Als Trennmedium verwendete 

BÖYUM (1968) Ficoll-Hypaque, das heute beim Menschen standardmäßig eingesetzt 

wird. 

Auch bei Schwein (DE GRUIJTER et al., 1990) und Hund (HOLMES et al., 1989; 

KNAPP et al., 1993) wurde die Isolierung von Blutlymphozyten über Ficoll-Hypaque 

häufig als Methode der Wahl beschrieben. Allerdings muss nach DE GRUIJTER et al. 

(1990) im Unterschied zum Menschen eine Anpassung der Isolierungsbedingungen je 

nach Tierart erfolgen, beispielsweise eine Änderung der Zentrifugationsgeschwindigkeit. 

Auch nach einer solchen Anpassung der Isolierungsmethode erzielten DE GRUIJTER 

et al. (1990) beim Schwein jedoch lediglich eine Lymphozytenausbeute von 60 – 75 %. 

Außerdem erwies sich der Anteil an Monozyten mit 10 – 15 % als relativ hoch.  

DE BRUIN et al. (2005) führten das auf die unterschiedlichen relativen Anteile der Leu-

kozyten im Blut bei verschiedenen Tierarten zurück. So erzielten sie beim Hund nach 

einer einstufigen Dichtegradientenzentrifugation mit Ficoll-Hypaque bei einer spezifi-

schen Dichte von 1.079 g/cm3 und einer Osmolalität von 256 mOsm lediglich eine Lym-

phozytenreinheit von 42,3 %. HOLMES et al. (1989) konnten beim Hund nach Isolie-

rung über Ficoll-Hypaque dagegen eine Lymphozytenausbeute von 85 – 96 % mit ei-

nem Monozytenanteil von weniger als 2 % erreichen.  
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Bei Pferd und Hund bevorzugten einige Autoren die Isolierung von Lymphozyten durch 

Aufschichtung über einen einstufigen Percoll®-Dichtegradienten (JACKMAN et al., 

1994; MAY et al., 1990; GONDOLF et al., 1996). Hierbei handelt es sich nicht wie bei 

Ficoll-Hypaque um eine reine Lösung, sondern um ein Gel aus 15 – 30 nm großen Si-

lica-Partikelchen. PYCOCK et al. (1987) verwendeten Percoll® aufgrund seiner niedrige-

ren Viskosität im Vergleich zu Ficoll-Hypaque. Diese ermöglichte kürzere Zentrifugati-

onszeiten, auf die PYCOCK et al. (1987) die geringeren Zellschäden nach Percoll®-Iso-

lierung zurückführten. Beim Hund beobachtete GONDOLF (1994) als zusätzlichen Vor-

teil der Percoll®-Isolierung eine geringere Kontamination der Lymphozytenfraktion mit 

Granulozyten.  

 

Unterschiedlich beurteilt wird beim Hund allerdings die benötigte Dichte des Percoll®-

Gradienten, mit dem die höchste Anreicherung von LGL als Effektorzellen zu erzielen 

ist. NARIAI et al. (1999) konnte durch Isolierung von PBL über einen Percoll®-Dichte-

gradienten von 35 – 40 % die höchste Anreicherung von LGL sowie die höchste Zyto-

toxizität der isolierten Zellen beobachten. GONDOLF (1994) erzielte dagegen bei einem 

58,5 %igen Dichtegradienten die höchste Anreicherung an LGL. Dabei bestimmte sie 

deren Anteil an den isolierten Gesamtleukozyten mit 5,7 % sowie an den isolierten Lym-

phozyten mit 9,4 % und erreichte so nur durch Zentrifugation über einen 58,5 %igen 

Percoll®-Dichtegradienten eine Anreicherung der LGL im Vergleich zu deren relativem 

Anteil im peripheren Blut. 

 

2.2.1.1 Isolierung von NK-Zellen 
 

Eine direkte Isolierung der NK-Zellen über spezifische Antikörper wurde beim Huhn 

bereits erfolgreich von GÖBEL (2000) durchgeführt. Auch beim Menschen ist eine di-

rekte Isolierung von NK-Zellen mit dieser Methode prinzipiell möglich, wurde aber von 

BERMAN et al. (2000) abgelehnt, da es durch die Bindung von Antikörpern zu einer 

Aktivierung der NK-Zellen komme. 

 

Beim Hund ist die direkte Isolierung kaniner NK-Zellen zurzeit wegen des Fehlens spe-

zifischer Antikörper nicht möglich. 
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2.2.2 Quantifizierung der spontanen zytotoxischen Aktivität im 
Zytotoxizitätstest 

 

2.2.2.1 Zielzellen 
 

Für den Nachweis spontaner zytotoxischer Aktivität kaniner NK-Zellen stehen mehrere 

sensitive Tumorzelllinien zur Verfügung. Dazu gehört die beim Hund am häufigsten ein-

gesetzte kanine Schilddrüsenadenokarzinomazelllinie epithelialen Ursprungs (CTAC-

Zelllinie), die unter anderem auch von GREELEY et al. (1996), SCHMITZ (2000), FUNK 

(2001) und HSIAO et al. (2004) für Zytotoxizitätsuntersuchungen beim Hund verwendet 

wurde.  

Aber auch die mesenchymalen Zielzelllinien K1 und K6 (GONDOLF et al., 1995) und 

die von kaninen Leukosen stammende Zielzelllinie CL-1 (NARIAI et al., 1999) kamen in 

Untersuchungen zur Zytotoxizität zum Einsatz.  

 

Als Negativkontrolle setzten alle genannten Autoren die gegenüber kaninen NK-Zellen 

insensitive heterologe Vero-Zelllinie (Nierenzellen der grünen Meerkatze) ein.  

 

2.2.2.2 Rose Bengal Assay (RBA) 
 

Der Rose Bengal Assay (RBA) ist im Gegensatz zu dem standardmäßig eingesetzten, 

radioaktiven 51Chromium Release Assay (CRA) ein kolorimetrisches Verfahren zur 

quantitativen Bestimmung der spontanen zytotoxischen Aktivität, das für den Hund be-

reits von GONDOLF et al. (1996) und SCHMITZ et al. (2003) etabliert wurde. Der RBA 

basiert auf einer indirekten Messung der durch Effektorzellen lysierten Zielzellen. Nach 

einer Inkubationszeit des Zielzellmonolayers mit Effektorzellen von 14 Stunden (GON-

DOLF, 1994; SCHMITZ, 2000) werden die nicht mehr am Kulturgefäßboden haftenden 

Zellen herausgewaschen. Die verbliebenen Zielzellen werden dann mit Rose Bengal 

gefärbt und der überflüssige Farbstoff mittels eines Microplate Washers entfernt 

(SCHMITZ, 2000). Durch Lysieren der Zielzellen wird der aufgenommene Farbstoff in 

den Überstand überführt. Die optische Dichte (OD) kann nun in einem Photometer 

(ELISA Reader) bestimmt und zu der optischen Dichte einer Kontrollkultur (Zielzellen 
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ohne Effektorzellen) ins Verhältnis gesetzt werden, woraus sich der prozentuale Anteil 

der abgelösten Zielzellen errechnen lässt (Schema 1).  

 

 

 

Schema 1: Prinzip des RBA (nach SCHMITZ, 2000) 

 

Bei gleicher Inkubationsdauer und einer E/T ratio von 100:1 überstieg die so ermittelte 

Zytotoxizität gegenüber CTAC-Zellen die im CRA bestimmten Werte konstant um etwa 

10 % (GONDOLF et al., 1996). Dennoch wird der CRA häufig noch standardmäßig ein-

gesetzt.  

Im Gegensatz zum kolorimetrischen RBA basiert der CRA auf einer Messung des ra-

dioaktiven Materials, welches nach Zerstörung der radioaktiv markierten Zielzellen in 

den Überstand freigesetzt wird (BRUNNER et al., 1968). Apoptotische Zellen, deren 

Zellmembran noch intakt ist, werden vom CRA nicht erfasst. Da sich aber sowohl nekro-

tische als auch apoptotische Zielzellen von der Unterlage des Kulturgefäßes ablösen, 

berücksichtigt der RBA als kolorimetrisches Verfahren beide Zelltodarten gleicher-

maßen, worin sich die höhere Sensitivität des RBA begründet (GONDOLF et al., 1996; 

Effektorzellen 
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SCHMITZ, 2000). SCHMITZ (2000) konnte nämlich beim Hund nicht nur bei 30 % der 

CTAC-Zellen Anzeichen einer Nekrose, sondern auch bei 23 % dieser Zielzellen Zei-

chen einer Apoptose nachweisen.  

Daher – und aufgrund der einfacheren Durchführbarkeit – ist der RBA zur quantitativen 

Bestimmung der Zytotoxizität beim Hund besser geeignet als der sonst üblicher Weise 

eingesetzte CRA (GONDOLF et al., 1996).  

 

 

2.2.3 Korrelation zwischen Lymphozytengehalt und Zytotoxizität 
 

Für das Einstellen des Effektor-Zielzellverhältnisses ist eine bestimmte Lymphozyten-

reinheit wichtig (KNAPP et al., 1993). Ob diese allerdings tatsächlich einen Einfluss auf 

die Zytotoxizität nimmt, wird widersprüchlich beurteilt. Für den Menschen konnten 

LEVY et al. (1989) bei Patienten mit Low-NK-Syndrom keinen Zusammenhang zwi-

schen dem Prozentsatz bzw. der absoluten Zahl an NK-Zellen und der gemessenen 

Zytotoxizität feststellen.  

 

Beim Hund beobachtete GONDOLF (1994) zwar ebenfalls keinen signifikanten Zusam-

menhang zwischen dem Lymphozytengehalt und der im CRA bestimmten Zytotoxizität. 

Anders verhielt es sich jedoch im Hinblick auf die sogenannten kontaminierenden Zel-

len. So beschrieb GONDOLF (1994) eine signifikant positive Korrelation des Anteils 

eosinophiler Granulozyten sowie eine schwach negative Korrelation des Anteils neutro-

philer Granulozyten mit der Höhe der gemessenen Zytotoxizität. Monozyten und LGL 

betreffend konnte sie dagegen keinen signifikanten Zusammenhang zwischen Zellzu-

sammensetzung des Zellisolats und der ermittelten Zytotoxizität aufzeigen.  

 

 

2.3 Depletion kontaminierender Leukozyten 
 

Der Anteil der NK-Zellen an den peripheren Blutlymphozyten (PBL) ist verhältnismäßig 

gering. Beim Menschen beträgt er nach BERMAN et al. (2000) nur etwa 10 %. Deshalb 

wendeten zahlreiche Autoren zusätzliche Verfahren an, um den Anteil der NK-Zellen als 

Effektorzellen im Isolat weiter zu erhöhen. Dazu gehörten zur Entfernung kontaminie-
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render Zellen die Plastikadhärenz (YANG et al., 1987), die Inkubation mit Nylonwolle 

(NAKADA et al., 1996) oder mit Carbonyleisen (KRAKOWKA et al., 1983/1984) sowie 

die Entfernung über spezifische Antikörper (BERMAN et al., 2000). 

Als weitere Möglichkeit zur Anreicherung von NK-Zellen wurde bei Mensch und Hund 

die Zentrifugation über einen mehrstufigen Percoll®-Dichtegradienten beschrieben 

(GADDY et al., 1997; NOCERA et al., 1983; NAKADA et al., 1997). 

 

 

2.3.1 Depletion von Monozyten 
 

Es sind zahlreiche Depletionsverfahren für Monozyten bekannt. Nicht zuletzt aufgrund 

ihrer leichten Durchführbarkeit kommen dabei am häufigsten Verfahren zum Einsatz, 

welche die adhärenten und phagozytierenden Eigenschaften der Monozyten ausnutzen 

(s. unten). Aber auch eine positive oder negative Selektion über Antikörper ist möglich 

(s. 2.3.1.3). Des Weiteren kann eine Anreicherung der Monozyten mittels Zentrifugation 

über einen Dichtegradienten erfolgen (BLOOM et al., 1990). 

 

2.3.1.1 Depletion von Monozyten durch Adhärenz an Oberflächen 
 

Die Depletion von Monozyten durch Adhärenz an Oberflächen ist ein leicht durchzufüh-

rendes Verfahren. Daher wurde diese Methode bereits bei zahlreichen Tierarten sowie 

beim Menschen eingesetzt. Den Nachweis der Monozytenadhärenz an Plastikpetri-
schalen erbrachten GRIMM et al. (1982). Aber auch eine Adhärenz an Glas (RABI-

NOWITZ, 1964; BURKHARDT, 1984; PESCOVITZ et al., 1984) ist möglich.  

 

Standardmäßig wird bei der Plastikadhärenz eine Inkubation im CO2-Brutschrank bei 

37° C durchgeführt. Bezüglich der Inkubationszeit sind die Angaben allerdings sehr 

unterschiedlich. So schwankt diese bei Schwein und Pferd von 2 Stunden bis mehrere 

Tage. HAMMERBERG et al. (1986) erzielten beim Schwein nach einer Inkubationszeit 

von 2 bis 5 Tagen eine gute Monozytenreinheit unter den adhärenten Zellen. YANG et 

al. (1987) beobachteten dagegen schon nach einer wesentlich kürzeren Inkubationszeit 

von nur 2 Stunden eine Monozytenreinheit von über 99 %.  
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Beim Pferd konnten diese guten Ergebnisse nach einer Inkubationszeit von 2 Stunden 

nicht erzielt werden (JACKMAN et al., 1994), eine Inkubationszeit von 24 Stunden er-

wies sich bei dieser Tierart als effektiver (SELLON et al., 1996).  

Beim Menschen wurde am häufigsten eine Inkubationszeit von 1 Stunde angewendet 

(GRIMM et al., 1982). KNAPP et al. (1993) und FUNK (2001) entfernten Monozyten aus 

Hundeblut nach Isolierung von Leukozyten über einen Ficoll-Hypaque-/ bzw. einen 

Percoll®-Dichtegradienten, indem sie die gewonnenen Zellen in einer Gewebekulturfla-

sche mit einer Bodenfläche von 75 cm2 / bzw. 25 cm2 für 1 Stunde inkubierten. SHAW 

et al. (1984) bevorzugten beim Hund dagegen eine Inkubation von 2 Stunden. 

 

Bei Mensch, Schwein und Hund wurde außerdem die Effektivität einer wiederholten 
Plastikadhärenz untersucht, ebenfalls mit variierenden Inkubationszeiten (NOCERA et 

al., 1983; PESCOVITZ et al., 1984; TAN et al., 1993). Dabei gaben die Autoren entwe-

der nur frisches Medium zu (NOCERA et al., 1983), oder die nichtadhärenten Zellen 

wurden entnommen und erneut in einer zweiten Petrischale inkubiert (TAN et al., 1993). 

Nach TAN et al. (1993) ist beim Hund eine erneute Inkubation von Vorteil, da auch an-
dere Leukozyten eine Adhärenz zeigen. So beobachteten SHAW et al. (1984), dass 

es sich nur bei ca. 67 % der adhärenten Zellen um Monozyten handelte. Auch Lympho-

zyten und neutrophile Granulozyten zeigten eine Adhärenz und verringerten so die 

Oberfläche, an die sich Monozyten anheften konnten. Dieser Effekt wurde durch eine 

erneute Inkubation des nichtadhärenten Überstandes in einer zweiten Petrischale mini-

miert (TAN et al., 1993). 

 

Eine so hohe Monozytenreinheit der adhärenten Zellen von 85 - 95 % beim Menschen 

(BLOOM et al., 1990) oder von über 99 % beim Schwein (YANG et al., 1987) wurde 

beim Hund durch alleinige Plastikadhärenz bisher allerdings nicht erreicht. 

 

2.3.1.2 Depletion von Monozyten durch Carbonyleisenphagozytose 
 

Eine Depletion von Monozyten über Plastikadhärenz führte nach Meinung zahlreicher 

Autoren sowohl beim Menschen als auch bei Pferd und Hund oft nicht zu zufriedenstel-

lenden Ergebnissen, da neben Monozyten auch noch andere Leukozyten eine Adhä-

renz zeigen (KRAKOWKA et al., 1983/1984; SHAW et al., 1984; KURZMANN et al., 

1993; JACKMAN et al., 1994; VUJANOVIC et al., 1995; DE BRUIN et al., 2005). Daher 
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bevorzugten diese Autoren die Depletion von Monozyten aufgrund ihrer phagozytieren-

den Eigenschaften durch Zugabe von Carbonyleisen. Phagozytierende Zellen nehmen 

das Carbonyleisen auf und werden anschließend unter Einwirkung eines Magneten ent-

fernt. BLOOM et al. (1986) konnten so beim Menschen nach einer Koinkubation von 

Lymphozyten und Monozyten durch Carbonyleisenphagozytose 95 – 99 % der Mono-

zyten zurückgewinnen. 

 

Meist wurde die Carbonyleisenphagozytose beim Menschen sowie beim Hund und eini-

gen anderen Tierarten mit anderen Verfahren wie der Zentrifugation über einen Dichte-

gradienten und anschließender Plastikadhärenz kombiniert. Häufig wurde dafür bereits 

das frisch isolierte Blut mit Carbonyleisen in einer bestimmten Konzentration für einen 

jeweils definierten Zeitraum (meist 30 – 60 Minuten) inkubiert (HELFAND et al., 1982; 

BANKS et al., 1981; WULFF et al., 1982). DE BRUIN et al. (2005) inkubierten isoliertes 

Hundeblut in einem Gemisch aus Carbonyleisen und Gummiarabikum und führten erst 

anschließend eine Dichtegradientenzentrifugation durch. 

Aber auch die Zugabe von Carbonyleisen zu isolierten peripheren Blutleukozyten wurde 

beim Hund beschrieben, um die Depletion phagozytierender Zellen zu erreichen (RING-

LER et al., 1985). 

 

Da allerdings auch neutrophile und eosinophile Granulozyten zur Phagozytose befähigt 

sind (HELFAND et al., 1982; ROITT et al., 1995), wurde die Carbonyleisenphagozytose 

nicht nur zur Depletion von Monozyten, sondern auch zur Depletion neutrophiler Gra-

nulozyten aus Hundeblut eingesetzt (RIVAS et al., 1995).  

Inwieweit auch eine effektive Depletion eosinophiler Granulozyten aufgrund ihrer pha-

gozytierenden Eigenschaften möglich ist, ist bislang noch nicht hinreichend untersucht. 

Nach DE BRUIN et al. (2005) wird der relative Anteil eosinophiler Granulozyten weder 

durch Adhärenz oder Eisenzugabe noch durch eine Kombination beider Verfahren be-

einflusst.  

 

2.3.1.3 Depletion von Monozyten über spezifische Antikörper 
 

Über spezifische Antikörper kann eine positive Selektion der Monozyten erfolgen. 

BERMAN et al. (2000) nutzten beim Menschen diese Möglichkeit, um nach Zentrifuga-

tion über einen Ficoll-Hypaque-Dichtegradienten und anschließender Plastikadhärenz 
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die noch verbleibenden Monozyten zu entfernen. Dazu verwendeten sie den gegen 

humane Monozyten gerichteten Antikörper CD14. 

Beim Hund könnte der Antikörper WIG4 (LOUGHRAN et al., 1985), ein Antikörper des 

IgG1-Isotyps, zur Depletion von Monozyten eingesetzt werden, allerdings wird das ent-

sprechende Antigen nicht nur von Monozyten, sondern auch von ca. 15 % der Blutlym-

phozyten exprimiert. 

 

2.3.1.4 Depletion von Monozyten durch Nylonwolle oder Sephadex G-10  
 

Die Depletion von Monozyten mittels Filtration über Nylonwolle ist für KOBERDA et al. 

(1991) beim Menschen Methode der Wahl. Auch für den Hund ist bekannt, dass es 

sich bei den adhärenten Zellen nach einer Filtration von PBL über Nylonwolle haupt-

sächlich um Monozyten handelt (GUENTHER et al., 1994). 

 

Beim Pferd erzielten BANKS et al. (1981) eine Monozytendepletion, indem sie mit Fi-

coll-Hypaque isolierte Blutleukozyten für 30 Minuten bei 37°C über Sephadex G-10-

Säulen schickten. Beim Menschen konnten auf ähnliche Weise mehr als 99 % der im 

Isolat enthaltenen Monozyten entfernt werden (KOREN et al., 1981). Beim Hund setz-

ten KRAKOWKA et al. (1983/1984) die Filtration über Sephadex G-10 ein, konnten al-

lerdings im Vergleich zur Carbonyleisenphagozytose keine bessere Monozytendeple-

tion feststellen. 

 

 

2.3.2 Depletion von CD4+- und CD8+-Zellen 
 

2.3.2.1 Immunomagnetische Separation 
 

Zur Depletion CD4+- und CD8+-Zellen wurde der Einsatz spezifischer Antikörper be-

schrieben. Dabei können Petrischalen mit entsprechenden Antikörpern überzogen und 

mit der Zellsuspension inkubiert werden (LANIER et al., 1983). Es kann aber auch eine 

immunomagnetische Separation durchgeführt werden, bei der man zwischen der di-

rekten und der indirekten Methode unterscheidet (s. Schema 2). Sowohl bei der direk-

ten als auch bei der indirekten Methode sollen die spezifischen Primärantikörper an Se-
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kundärantikörper binden, die bereits auf die Oberfläche von magnetischen Kügelchen 

(Beads) gekoppelt sind. Lediglich der Zeitpunkt, an dem die Koinkubation von Primär- 

und Sekundärantikörpern erfolgt, ist verschieden (s. Schema 2).  

 

So wird der spezifisch gegen Zelloberflächenmoleküle gerichtete Primärantikörper bei 

der direkten Methode zuerst an den auf die Magnetkügelchen gekoppelten Sekundär-

antikörper gebunden. Danach erfolgt die Inkubation mit der entsprechenden Zellsuspen-

sion. 

Bei der indirekten Methode wird dagegen zunächst der spezifische Primärantikörper 

allein mit der Zellsuspension inkubiert und so an sein jeweiliges Oberflächenantigen auf 

den Zellen gebunden. Anschließend erfolgt dann die Zugabe der Beads, auf welche zu-

vor Sekundärantikörper gekoppelt wurden (DYNAL®, 1996). 

 

GEE et al. (1991) bevorzugten die direkte Methode zur Aufreinigung von Zellsuspensio-

nen. Als Gründe hierfür nannten sie, dass dadurch die Zahl der Primärantikörper pro 

Bead vorgegeben ist, was Grundvoraussetzung für eine optimale Bindung an die Se-

kundärantikörper sei. Denn eine zu hohe Primärantikörperdichte auf den Zielzellen, die 

bei der indirekten Methode nicht beeinflusst werden kann, könne die Bindung an den 

Sekundärantikörper sterisch behindern. Zum anderen ist nach GEE et al. (1991) bei 

Bindung des Primärantikörpers an die Zielzelle eine Konfigurationsänderung des Pri-

märantikörpers möglich, welche die Bindung an den Sekundärantikörper erschweren 

bzw. verhindern kann. 

 

Als weitere Vorteile der direkten Methode werden in der Informationsbroschüre von  

DYNAL® (1996) eine kürzere Inkubationszeit sowie eine geringere Menge benötigter 

Primärantikörper im Vergleich zur indirekten Methode hervorgehoben. 
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Schema 2:  Darstellung direkte / indirekte Methode (nach DYNAL®, 1996),  

mit freundlicher Genehmigung von Invitrogen 

 

Sowohl bei der direkten als auch bei der indirekten Methode erfolgt im Anschluss an die 

Inkubation der Zellsuspension mit den entsprechenden Primär- und Sekundärantikör-

pern die Auftrennung der gebundenen und freien Zellen durch Einwirkung eines Perma-

nentmagneten.  

 

Dabei ist prinzipiell eine positive bzw. negative Isolierung der gewünschten Zellen 

durchführbar (s. Schema 3). Bei der positiven Isolierung sind die gewünschten Zellen 

Direkte Methode Indirekte Methode 

Sekundärantikörper  
(an Dynabeads® gekoppelt) 

Zielzellen in  
Zellsuspension 

Primärantikörper 
zugeben 

Primärantikörper 
zugeben 

Zielzellen in  
Zellsuspension 
zugeben 

an Dynabeads® 
gekoppelten 
Sekundärantikörper 
zugeben 

gebundene  
Zielzellen 
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über die entsprechenden Antikörper direkt an die Beads gekoppelt und können unter 

Einwirkung des magnetischen Feldes an eine Seite des Reagenzglases gezogen wer-

den. Nach Verwerfen des Überstands mit den freien Zellen kann anschließend nach 

Wegnahme des Magneten die Ablösung der gebundenen Zellen erfolgen, und die iso-

lierten Zellen stehen für weitergehende Untersuchungen zur Verfügung. 

 

Schema 3:  Darstellung positive / negative Isolierung (nach DYNAL®, 1996),  

mit freundlicher Genehmigung von Invitrogen 

 

Bei der negativen Isolierung erfolgt nicht die Markierung der gewünschten Zellen, son-

dern die unerwünschten Zellen werden über Antikörper an Beads gebunden und mittels 

eines magnetischen Feldes entfernt. Die erwünschten Zellen befinden sich demnach 

noch frei im Überstand und stehen hier ebenfalls, wie auch bei der positiven Isolierung, 

für weitergehende Untersuchungen zur Verfügung.  

Über negative Isolierung kann so der Anteil einer bestimmten Zellpopulation in einer 

Zellsuspension erhöht werden, indem man die kontaminierenden Zellen aus der Sus-

pension entfernt (DYNAL®, 1996). Ein weiterer Vorteil dieser Methode ist, dass die 

Zellfunktion der gewünschten Zellen nicht durch eine Antikörperbindung beeinflusst 

wird. 

Sowohl beim Menschen als auch beim Hund wurde auf diese Weise eine relative An-

reicherung von NK-Zellen erzielt (GATELY et. al., 1991; GUENTHER et al., 1994). 

Zellsuspension gebundene Zielzellen 

gekoppelten 

Antikörper zufügen 

negativ isolierte 

Zellen 

positiv isolierte 

Zellen 
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Außerdem werden NK-Zellen bei Anreicherung über negative Isolierung nicht aktiviert, 

was für weitergehende Untersuchungen von entscheidender Bedeutung sein kann 

(BERMAN et al., 2000). 

 

2.3.2.2 Antikörper gegen CD4+- und CD8+-Zellen beim Hund 
 

Für den Hund sind mehrere Antikörper gegen die Oberflächenantigene CD4 und CD8 

bekannt. LOUGHRAN et al. (1985) beschrieben DT-2 als einen Antikörper gegen ka-

nine CD4+-Zellen. FALDYNA et al. (2001) verwendeten den Antikörper CA13.1E4 zur 

Depletion CD4+-T-Helferzellen. Nach GEBHARD et al. (1992) reagiert der Antikörper 

8.53/12.125 beim Hund mit CD4. Zahlreiche andere Autoren setzten den auch in vorlie-

gender Arbeit verwendeten Ratten-mAk des Isotyps IgG2a (Klon YKIX302.9.3.7) ein, 

der spezifisch mit kaninem CD4 reagiert (DIRSCHERL et al., 1995; VOGL, 1995; 

WÜNSCHMANN et al., 1999; BOKEMEYER, 2003). 

 

Als Antikörper gegen CD8+-Zellen des Hundes ist der Antikörper 1.140/4.78 zu nennen 

(GEBHARD et al., 1992). Auch ein Antikörper des Rindes, CC58, zeigte eine Kreuzre-

aktivität mit kaninem CD8 (SCHUBERTH et al., 1996). HÖTZL et al. (1991) konnten ei-

ne Kreuzreaktivität von MT811, einem Antikörper gegen humane CD8+-Zellen, mit kani-

nen CD8+-Zellen nachweisen. Nach VOß et al. (1993) eignet sich M10 allerdings besser 

als MT811, um die Wirkung kaniner Lymphozyten mit Suppressor- und zytotoxischer 

Funktion zu untersuchen.  

Bei M10 handelt es sich um den auch in den hier durchgeführten Untersuchungen ein-

gesetzten Antikörper mouse-anti-dog CD8 (Klon Dog 10-1-1), der spezifisch mit der  

α-Kette des kaninen CD8-Antigens reagiert (WÜNSCHMANN, 1998). 
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2.4 Leukozyten und Zytotoxizität 
 

2.4.1 NK-Zellen 
 

2.4.1.1 Funktion von NK-Zellen 
 

Die vielfältigen Funktionen von NK-Zellen, die als Effektorzellen für die Auslösung der 

spontanen Zytotoxizität verantwortlich sind, wurden bereits unter 2.1.1 beschrieben. 

Nicht abschließend geklärt ist allerdings die Frage, ob NK-Zellen für die Lyse von Ziel-

zellen auf Hilfszellen angewiesen sind, bzw. ob andere Leukozyten womöglich selbst 

eine zytotoxische Wirkung besitzen. Diskutiert wird weiterhin, ob die Lyse der Zielzelle 

allein durch einen direkten Zell-zu-Zellkontakt zwischen Ziel- und Effektorzelle induziert 

wird oder ob zytotoxische Substanzen, die in den interzellulären Raum sezerniert wer-

den, für die Auslösung der Zielzelllyse verantwortlich gemacht werden können.  

 

Nach VUJANOVIC et al. (1996) und KRÄHENBÜHL et al. (1991) beruht die zytotoxi-

sche Aktivität von NK-Zellen auf mehreren Mechanismen.  

So wird eine Zielzelllyse einerseits nach Zell-zu-Zellkontakt, andererseits nach Abgabe 

eines löslichen Faktors durch die Effektorzelle induziert (DUKE et al., 1986; VUJANO-

VIC et al., 1996). Außerdem konnten beim Hund sowohl nekrotische als auch apoptoti-

sche Veränderungen an der lysierten Zielzelle nach Koinkubation mit Effektorzellen 

nachgewiesen werden (SCHMITZ et al., 2003).  

 

Voraussetzung für die Lyse sind eine Zielzellerkennung und -bindung sowie eine Pro-

grammierung der Lyse, die in einer Zielzelllyse resultiert. 

Dabei werden virusinfizierte und Tumorzellen von NK-Zellen erkannt, da bei diesen 

Zellen der MHC-Klasse-I-Rezeptor fehlt bzw. verändert ist (SCHMITZ et al., 2003). Eine 

NK-Zelle besitzt prinzipiell sowohl inhibierende als auch stimulierende Rezeptoren für 

MHC-Klasse-I. Ist der MHC-Klasse-I-Rezeptor der Zielzelle intakt, dominieren die inhi-

bierenden Signale, das heißt, die NK-Zelle wird nicht aktiviert (KOH et al., 2001). Dabei 

erfolgt die Inhibierung anscheinend je nach Spezies über unterschiedliche Rezeptorty-

pen, und zwar zum einen über Ly49, das zur C-Lektin-Superfamilie gehört, zum ande-

ren über sogenannte Killerzell-inhibierende Rezeptoren, KIR (KÄRRE et al., 2000; 
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SCHMITZ, 2000). Nach TAKAHASHI et al. (2004) ist Ly49 der dominante Rezeptor bei 

Nagern und Pferden. KIR konnten sie dagegen bei den meisten Säugetieren wie Hund, 

Hauskatze, Schwein und Rind als aktive NK-Zell-Rezeptoren nachweisen. 

Die Zytotoxizität einer NK-Zelle wird allerdings vermutlich nicht nur über die Wechsel-

wirkung von MHC-Klasse-I-Rezeptor und KIR ausgelöst bzw. verhindert. Vielmehr han-

delt es sich um ein Zusammenspiel mehrerer Rezeptoren, das auch vom Aktivierungs-

zustand der NK-Zelle und dem Vorhandensein bestimmter Liganden auf der Zielzelle 

beeinflusst wird (CARBONE et al., 1997). 

Beim Hund könnte CD44 ein solches weiteres Aktivierungssignal für NK-Zellen dar-

stellen, indem es andere Adhäsionsmoleküle beeinflusst (TAN et al., 1993). 

 

Die Zielzellbindung erfolgt bei Mensch, Schwein und Hund über Ausstülpungen der 

Effektorzelle, durch die ein Zell-zu-Zellkontakt zwischen Ziel- und Effektorzelle herge-

stellt wird (CARPEN et al., 1982; YANG et al., 1987; RINGLER et al., 1985; SCHMITZ 

et al., 2003). SCHMITZ et al. (2003) beobachteten beim Hund nach einer 14-stündigen 

Koinkubation von Effektor- und Zielzellen sogar eine Rosettenbildung von NK-Zellen um 

die Zielzellen. 

 

Im Anschluss an die Zielzellbindung findet die Programmierung der Zielzelllyse statt. 

Ist diese erfolgt, kann eine Lyse selbst nach Entfernen der Effektorzelle noch beobach-

tet werden (RUSSELL et al., 1980; FARRAM et al., 1983). 

 

Die eigentliche Lyse wird durch die Abgabe zytotoxischer Substanzen aus der NK-Zelle 

hervorgerufen (natural killer cytotoxic factor, NKCF; WRIGHT et al., 1987; NAKADA 

et al., 1995), die in Granula in der NK-Zelle gespeichert werden (CLARK et al., 1988; 

ROBERTSON et al., 1990). Zu diesen gehören Perforin, verschiedene Granzyme, Se-

rinesterasen und Proteoglykane (CLARK et al., 1988; ROBERTSON et al., 1990) sowie 

Lymphotoxin (LT) und Tumornekrosefaktor (TNF), die beide entweder direkt in die Ziel-

zelle appliziert oder in deren Umgebung freigesetzt werden (WRIGHT et al., 1987). 

Nach ROBERTSON et al. (1990) sind NKCF (z.B. TNF-α) für apoptotische Zellverände-

rungen verantwortlich. Die Serinesterasen unterstützen vermutlich das Perforin in seiner 

Wirkung, und den Proteoglykanen wird ein schützender Effekt für die Effektorzelle vor 

ihren eigenen lytischen Faktoren zugeschrieben (ROBERTSON et al., 1990). 
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Der am häufigsten erwähnte Inhaltsstoff der Granula ist allerdings das Perforin, das 

auch als Zytolysin oder „pore-forming protein“ (PFP) bezeichnet wird. Perforin polymeri-

siert in Anwesenheit von Calcium und bildet transmembranäre, ringähnliche (Donut-

ähnliche) Poren in der Zielzellmembran, die eine erhöhte Membrandurchlässigkeit mit 

den daraus resultierenden typischen Anzeichen des Zelltods durch Nekrose bedingen 

(KRÄHENBÜHL et al., 1991; KAWASAKI et al., 1990). Nach YOUNG et al. (1987) setzt 

die Porenbildung in der Zielzellmembran allerdings neben der Anwesenheit von Calci-

um das Vorliegen eines neutralen pH-Wertes voraus. War PFP jedoch gebunden, kam 

es selbst dann zur Zielzelllyse, wenn die Effektorzelle keinen Kontakt mehr zur Zielzelle 

hatte (YOUNG et al., 1987). 

 

Die Apoptose der Zielzelle kann, wie bereits beschrieben, durch NKCF hervorgerufen 

werden (ROBERTSON et al., 1990). Beim Hund beobachteten NARIAI et al. (1999) 

eine DNA-Fragmentation mit anschließender Apoptose durch bestimmte Granzyme. 

Nach Meinung anderer Autoren ist die Apoptose allerdings keineswegs das Resultat 

einer Exozytose von Granula, sondern wird durch die Bindung eines Fas-Liganden der 

Effektorzelle an den Fas-Rezeptor der Zielzelle in Gang gesetzt. Durch die FasRezep-

tor-FasLigand-Interaktion werden nach Signalübertragung Kaspasen in der Zielzelle 

aktiviert, die eine Fragmentation der Zielzell-DNA bedingen (CHAMBERS et al., 2000; 

SCHMITZ, 2000). 

 

Beim Hund konnte bisher ein entsprechender Fas-Ligand noch nicht nachgewiesen 

werden. Dennoch wird die Zytotoxizität auch bei dieser Tierart offenbar zu einem erheb-

lichen Teil durch Apoptose verursacht, da SCHMITZ et al. (2003) bei ihren Untersu-

chungen an CTAC-Zellen nach Koinkubation mit Effektorzellen bei nur etwa 30 % der 

Zielzellen Anzeichen einer Nekrose beobachten konnten. Weiterhin wiesen SCHMITZ 

et al. (2003) einen Zell-zu-Zellkontakt zwischen Ziel- und Effektorzellen nach. Durch 

welches zytotoxische Substrat die von NK-Zellen induzierte Apoptose beim Hund je-

doch ausgelöst wird, ist bislang noch unklar. 
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2.4.1.2 Zytotoxizität von Zellkulturüberständen 
 

Ob beim Hund neben dem beschriebenen Zell-zu-Zellkontakt auch eine zytotoxische 

Aktivität von Substanzen besteht, die bei Koinkubation von Ziel- und Effektorzellen in 

den Zellkulturüberstand abgegeben werden, wird ebenfalls kontrovers diskutiert. Vor-

aussetzung dafür wäre eine nachweisbare Sekretion zytotoxisch aktiver Substanzen in 

den Überstand, die von zahlreichen Autoren für den Menschen (DARMON et al, 2000; 

KRÄHENBÜHL et al., 1991) und für den Hund (NAKADA et al., 1996; NARIAI et al., 

1999) beschrieben wird. 

 

Beim Menschen beschrieben KRÄHENBÜHL et al. (1991) eine Zytotoxizität der in den 

Interzellularraum abgegebenen Substanzen. Verhinderten sie die Exozytose der in den 

Effektorzellen enthaltenen Granula in den interzellulären Raum, konnten sie keine zy-

totoxische Aktivität mehr beobachten. 

Auch beim Hund wurde eine zytotoxische Aktivität von NKCF, die nach Zielzellkontakt 

von Effektorzellen in den Überstand abgegeben wurden, bereits 15 Minuten nach Koin-

kubation der NKCF mit Zielzellen beobachtet (NAKADA et al., 1996). 

 

Es gibt aber auch Argumente, die gegen eine Zytotoxizität solcher freier löslicher Fakto-

ren in Zellkulturüberständen sprechen. So werden beim Menschen Nachbarzellen der 

betroffenen Zielzellen in Zytotoxizitätsuntersuchungen meist nicht von der zytotoxischen 

Aktivität einer Effektorzelle beeinflusst, was allerdings auch darauf zurückzuführen sein 

kann, dass die Exozytose zytotoxischer Substanzen nur an den Kontaktstellen zwi-

schen Effektor- und Zielzellen erfolgt (CARPEN et al., 1982). KRÄHENBÜHL et al. 

(1991) verneinen eine Zytotoxizität der Überstände außerdem, da das in den Interzel-

lularraum sezernierte Perforin relativ schnell durch Lipide und Lipoproteine inaktiviert 

werde. 

Beim Hund halten NARIAI et al. (1999) eine Zytotoxizität der Überstände für unwahr-

scheinlich, da ihrer Meinung nach zu wenig NKCF in den Überstand abgegeben wird, 

um einen zytotoxischen Effekt auszulösen. Vielmehr werde NKCF über Zellfortsätze der 

NK-Zelle direkt ins Zytoplasma der Zielzelle sezerniert. Auch RINGLER et al. (1985) 

und SCHMITZ et al. (2003) konnten nach Koinkubation von Ziel- und Effektorzellen ei-

nen Zell-zu-Zellkontakt zwischen diesen beobachten.  
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Möglicherweise spielen die in den Überstand sezernierten Substanzen aber eine Rolle 

bei der Signalübertragung und so für das Auslösen der Zytotoxizität. So beobachteten 

NARIAI et al. (2000) bei Untersuchungen am Hund, dass die Abgabe aktiven Sauer-

stoffs in den Überstand der Freisetzung zytotoxischer Faktoren (CF) aus den Granula 

vorausgeht. Fingen sie den aktiven Sauerstoff aus dem Überstand heraus, unterblieb 

gleichzeitig die Freisetzung von CF, und eine zytotoxische Aktivität konnte nicht mehr 

beobachtet werden.  

 

 

2.4.2 Einfluss anderer Leukozyten auf die spontane Zytotoxizität 
 

2.4.2.1  Monozyten 
 

Auch eine Beteiligung anderer Leukozyten, beispielsweise Monozyten, an der Auslö-

sung einer spontanen zytotoxischen Aktivität wird diskutiert. Für den Menschen (ROITT 

et al., 1995) und den Hund (SHAW et al., 1984) wird außerdem eine tumorschädigende 

Wirkung von Monozyten in vitro beschrieben. 

Inwieweit Monozyten aber einen direkten bzw. indirekten Einfluss auf die Zytotoxizität 

von NK-Zellen haben, ist nach wie vor strittig. So wird sowohl die Ansicht vertreten, 

dass Monozyten die spontane Zytotoxizität überhaupt nicht beeinflussen (HELFAND et 

al., 1982) als auch, dass sie diese einerseits unterdrücken (LOUGHRAN et al., 1985) 

oder andererseits sogar verstärken können (BLOOM et al., 1986). 

 

BLOOM et al. (1986) beobachteten beim Menschen ein Ansteigen der Zytotoxizität in 

Anwesenheit von Monozyten sowohl nach Koinkubation von Lymphozyten mit Monozy-

ten als auch nach direkter Zugabe von Monozyten zum CRA. Unklar war dabei jedoch, 

ob diese Steigerung der Zytotoxizität auf einer direkten Beeinflussung der Effektorzellen 

durch Monozyten beruhte. Denkbar sei auch eine indirekte Wirkung auf Effektorzellen, 

indem Monozyten zunächst „Hilfszellen“ beeinflussen, die wiederum die Effektorzellen 

anregen (BLOOM et al., 1986). 

Nach langen Inkubationszeiten von Lymphozyten zusammen mit Monozyten stellten 

BLOOM et al. (1986) hingegen ein Absinken der Zytotoxizität fest. BLOOM et al. 

(1990) führten dies auf den umgekehrt proportionalen Einfluss von Prostaglandin E 
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(PGE) auf die Zytotoxizität zurück, dessen Konzentration sich mit steigender Koinkuba-

tionszeit von Lymphozyten und Monozyten erhöhte. KOREN et al. (1981) bestätigten 

diese Angaben. Sie beobachteten beim Menschen zum einen ein Absinken der Zyto-

toxizität nach Inkubation von Ziel- und Effektorzellen in Anwesenheit von Monozyten 

über Nacht. Zum anderen stellten sie ebenfalls eine Abnahme der Zytotoxizität fest, 

wenn Monozyten zur Prostaglandinsynthese angeregt wurden. 

 

HELFAND et al. (1982) konnten dagegen beim Menschen keinen Einfluss der Mono-

zyten auf die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen feststellen. Eine Kontamination der 

isolierten Blutlymphozyten mit Monozyten, aber auch mit Granulozyten und T-Zellen sei 

vielmehr unbedeutend. 

 

PONTAROLLO et al. (2002) beschrieben beim Rind ein Absinken der Zytotoxizität 
von NK-Zellen nach Depletion von Monozyten. Da Monozyten NK-Zellen zur Produk-

tion von IFN-γ anregen, werde diese Interaktion durch Depletion der Monozyten unter-

brochen und die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen sinke. 

 

Auch beim Hund ist diese Wechselwirkung bekannt. So erklärten RINGLER et al. 

(1985) das von ihnen beobachtete statistisch signifikante Absinken der Zytotoxizität 
nach Depletion phagozytierender Zellen durch Carbonyleisenphagozytose ebenfalls 

mit der fehlenden Interferonabgabe dieser Zellen. Ebenso beschrieben GUENTHER et 

al. (1994) ein Absinken der Zytotoxizität der Effektorzellen nach Depletion adhärenter 

Zellen um ein Drittel, wobei es sich bei den adhärenten Zellen hauptsächlich um Mono-

zyten handelte. 

 

LOUGHRAN et al. (1985) beobachteten beim Hund dagegen ein Ansteigen der Zyto-
toxizität der Effektorzellen nach Depletion von Monozyten und Makrophagen. 

 

2.4.2.2 Neutrophile Granulozyten  
 

BLOOM et al. (1986) sehen keine Beteiligung von Granulozyten an der spontanen zy-

totoxischen Aktivität beim Menschen. In ihren Untersuchungen bewirkte die Zugabe 

von Granulozyten zu den Effektorzellen im CRA keine Veränderung der Zytotoxizität. 
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Nach GONDOLF (1994) besteht beim Hund dagegen eine schwach signifikant negative 

Korrelation zwischen dem Anteil neutrophiler Granulozyten und der Höhe der Zytotoxi-

zität. Zum einen behinderten diese den Zellkontakt zwischen Ziel- und Effektorzellen, 

zum anderen sei eine Schädigung oder Inaktivierung der Effektorzellen infolge Freiset-

zung verschiedener lysosomaler Enzyme oder reaktiver O2-Radikale aus geschädigten 

Granulozyten möglich. Von einer direkten Beteiligung dieser Zellen an der spontanen 

zytotoxischen Aktivität ging sie jedoch auch nicht aus. 

 

2.4.2.3 Eosinophile Granulozyten 
 

Eosinophilen Granulozyten wird als Bestandteil der unspezifischen Immunabwehr eine 

Beteiligung an der Tumorabwehr nachgesagt. Nach BERG et al. (2001) besteht beim 

Menschen sogar ein Zusammenhang zwischen der Anzahl eosinophiler Granulozyten 

im Tumorinfiltrat und der Prognose, die sich mit steigender Anzahl eosinophiler Granu-

lozyten verbessert. GONDOLF (1994) konnte beim Hund im Rahmen ihrer Untersu-

chungen eine signifikant positive Korrelation zwischen dem Anteil eosinophiler Granulo-

zyten und der Höhe der Zytotoxizität nachweisen. KNAPP et al. (1993) zeigten bei die-

ser Tierart im Rahmen von Zytotoxizitätsuntersuchungen eine Bindung eosinophiler 

Granulozyten an Zielzellen. Ihr Wirkungsmechanismus ist bisher jedoch unbekannt. 

 

2.4.2.4 T- Lymphozyten 
 

Bei den im Rahmen dieser Arbeit untersuchten T-Lymphozyten handelte es sich um 

CD4+- bzw. CD8+-Zellen. 

Das Verhältnis von CD4+-Zellen zu CD8+-Zellen in Beagleblut wurde von GEBHARD et 

al. (1992) mit 2,14, von BOKEMEYER (2003) hingegen als wesentlich geringer mit 1,03 

angegeben.  

 

2.4.2.4.1 Funktion von CD4+-Zellen und Expression von CD4 
 

Bei CD4+-Zellen handelt es sich hauptsächlich um T-Helferzellen (TH), die ihre spezifi-

schen Antigene in Verbindung mit dem Haupthistokompatibilitätskomplex (major histo-

compatibility complex, MHC) der Klasse II erkennen. Über Sekretion verschiedener Zy-

tokine besitzen CD4+-Zellen allerdings nicht nur eine Helferzellfunktion, mit der sie die 
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Antwort von T- und B-Zellen unterstützen, sondern auch eine Suppressor- und Indukti-

onsfunktion im Hinblick auf CD8+-Zellen, wodurch deren zytotoxische Aktivität unter-

drückt bzw. induziert wird (ROITT et al., 1995).  

Sowohl beim Menschen als auch bei der Maus unterscheidet man die CD4+-T-Zell-

Klone TH1 und TH2 (ROITT et al., 1995; KEMENY et al., 1994). Dabei werden TH1-Zel-

len vorwiegend mit Zytotoxizität und Entzündungsreaktionen in Verbindung gebracht. 

TH2-Zellen sind aufgrund ihrer Eigenschaften (Stimulation von B-Zellen zur Proliferation 

und Antikörperproduktion) an der humoralen Immunität beteiligt (ROITT et al., 1995; 

BERG et al., 2001). 

 

CD4 wird als ein Glykoprotein von 55 – 65 kD beschrieben, das die Verbindung zwi-

schen antigenpräsentierenden Zellen und MHC II stabilisiert (MOORE et al., 1992). 

Beim Menschen wird CD4 von T-Helferzellen (KEMENY et al., 1994), sowie von Mono-

zyten, Makrophagen und dendritischen Zellen exprimiert und kommt in geringer Dichte 

auch auf eosinophilen Granulozyten vor (MOORE et al., 1992). Im Gegensatz zu CD8 

konnte CD4 beim Menschen allerdings nicht auf NK-Zellen nachgewiesen werden 

(NAGLER et al., 1989), wenngleich einige CD4+-Zellen auch eine zytotoxische Aktivität 

besitzen (HAHN et al., 1995). 

Beim Hund konnten RABANAL et al. (1995) CD4 auf T-Helferzellen sowie auf einigen 

antigenpräsentierenden Zellen nachweisen. Im Unterschied zu anderen Säugetieren 

wird CD4 bei dieser Tierart neben T-Zellen und Thymozyten allerdings auch von neu-

trophilen Granulozyten exprimiert (MOORE et al., 1992; DIRSCHERL et al., 1995). So 

konnten MOORE et al. (1992) CD4 auf 97 % der neutrophilen Granulozyten nachwei-

sen, nach GUENTHER et al. (1994) stellten sich etwa 80 % der neutrophilen Granulo-

zyten als CD4+ dar. BOKEMEYER (2003) wies mit dem auch in vorliegender Arbeit ver-

wendeten Antikörper bei gesunden, erwachsenen Hunden 84,9 % CD4+-Granulozyten 

nach. In Beagleblut konnte er insgesamt einen Anteil von 38,2 % CD4+-Zellen bestim-

men, der verglichen mit dem Anteil im peripheren Blut adulter Hunde unterschiedlicher 

Rassen signifikant geringer war. Nach FALDYNA et al. (2001) nimmt allerdings nicht 

nur die Rasse, sondern auch das Alter und das Geschlecht Einfluss auf die Verteilung 

CD4+-Zellen im Blut. So konnten sie bei weiblichen Tieren einen höheren Anteil CD4+-

Zellen im Blut identifizieren als bei männlichen Artgenossen. 

 



2     Literaturübersicht  29 

2.4.2.4.2 Funktion von CD8+-Zellen und Expression von CD8 
 

CD8+-Zellen besitzen überwiegend zytotoxische Eigenschaften und erkennen Moleküle 

der MHC-Klasse-I (ROITT et al., 1995). Meist werden sie als zytotoxische T-Lympho-

zyten (cytotoxic T lymphocyte, CTL) bezeichnet. Daneben steuern einige CD8+-Zellen 

über Sekretion verschiedener Zytokine aber auch die Immunantwort in ähnlicher Weise 

wie CD4+-Zellen (KEMENY et al., 1994; CARTER et al., 1996). 

 

Bei CD8 handelt es sich um ein Glykoprotein mit einem Molekulargewicht von etwa 

30 - 38 kD, das die Verbindung zwischen dem MHC-I-Komplex auf zytotoxischen T-

Zellen und deren Zielzellen stabilisiert (MOORE et al., 1992). GARCIA et al. (1996) 

führten diese Stabilisierung des TCR-/ MHC-Komplexes auf Ladungs- bzw. Konformati-

onsänderungen am MHC-Komplex zurück. 

CD8 kann sowohl als Homodimer als auch als Heterodimer oder Multimer vorliegen 

(MOORE et al., 1992). ROBERTSON et al. (1990) nutzten den unterschiedlichen Konfi-

gurationszustand von CD8 beim Menschen als ein wichtiges Unterscheidungskriterium 

zwischen T- und NK-Zellen. So stellten sich nach ihren Untersuchungen ca. 30 % der 

NK-Zellen als CD8+ dar. Allerdings wurde CD8 von diesen Zellen nicht in hoher Zahl ex-

primiert und lag im Gegensatz zu T-Zellen, bei denen CD8 als Heterodimer ausgebildet 

ist, meist als Homodimer vor. 

Somit ist CD8 beim Menschen nicht nur auf T-Zellen vorhanden, sondern wird auch von 

einem Teil der NK-Zellen exprimiert (NAGLER et al., 1989; KOBERDA et al., 1991; VU-

JANOVIC et al., 1995). 

Entsprechendes gilt für den Hund. GUENTHER et al. (1994) beschrieben kanine NK-

Zellen als CD8+/- -Zellen. Nach RABANAL et al. (1995) markierte ein Antikörper gegen 

CD8 beim Hund sowohl zytotoxische T-Zellen als auch T-Zellen mit Suppressorfunktion, 

die beim Menschen als CD4+-Zellen gelten. 

Beim Hund konnte ein Anteil von 24 % (VOGL, 1995) bzw. von 26 % (WÜNSCHMANN 

et al., 1999) CD8+-Zellen an PBL ermittelt werden. RIVAS et al. (1995) gaben einen An-

teil von nur 17,7 - 18,6 % CD8+-Zellen in ruhenden PBMC an. BOKEMEYER (2003) be-

stimmte einen Anteil von 37,2 % CD8+-Zellen in peripherem Beagleblut und beobachte-

te bei dieser Rasse somit einen signifikant höheren Anteil CD8+-Zellen im Vergleich zu 

anderen Rassen. Nach FALDYNA et al. (2001) gibt es nicht nur rasse- sondern auch al-
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tersbedingte Unterschiede im prozentualen Vorkommen CD8+-Zellen im peripheren 

Blut. 

 

2.4.2.4.3 Einfluss von CD4+- und CD8+-Zellen auf die spontane zytotoxische 
Aktivität 

 

Nach HAHN et al. (1995) sind beim Menschen sowohl CD4+- als auch CD8+-Zellen an 

der Abwehr von Tumorzellen beteiligt, jedoch müsse beiden das entsprechende Antigen 

präsentiert werden. Die anschließende Zielzelllyse erfolgte bei CD4+-Zellen hauptsäch-

lich über eine FasRezeptor-FasLigand-Interaktion mit Induktion einer Apoptose in der 

Zielzelle, bei CD8+-Zellen dagegen vorwiegend über Exozytose ihrer lytischen Granula 

mit daraus resultierender Schädigung der Zielzellmembran. 

BERG et al. (2001) beobachteten eine Freisetzung von IFN-γ durch CD4+-Zellen (Th1), 

wodurch es zur Stimulierung zytotoxischer T-Lymphozyten, NK-Zellen und Makropha-

gen kam. 

ORTALDO et al. (1986) fanden zwar keinen signifikanten Einfluss von T-Lymphozyten 

auf die Zytotoxizität von LGL. Gleichzeitig beschrieben sie jedoch beim Menschen eine 

Reduktion der Zytotoxizität sowohl nach Depletion CD3+-, als auch nach Depletion 

CD8+-Zellen. 

Nach PHILLIPS et al. (1986) hing die zytotoxische Aktivität von T-Zellen besonders da-

von ab, ob die zytotoxischen Zellen aus Blut, Milz oder Thymus gewonnen wurden. 

Wurden die Effektorzellen nämlich aus Blut isoliert, so waren T-Lymphozyten beim 

Menschen kaum an der Gesamtzytotoxizität von LAK beteiligt. 

 

Beim Hund konnte durch Depletion CD4+-Zellen kein Einfluss auf die Zytotoxizität 

nachgewiesen werden (MOORE et al., 1992). 

Zur Beteiligung CD8+-Zellen an der spontanen zytotoxischen Aktivität von NK-Zellen 

existieren dagegen unterschiedliche Angaben. So beobachteten MOORE et al. (1992) 

nach Depletion CD8+-Zellen eine Reduktion der Zytotoxizität. HÖTZL et al. (1991) be-

schrieben dagegen eine Unterdrückung der Zytotoxizität nach Zugabe von CD8+-Zellen.  
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2.4.2.5 B-Lymphozyten 
 

Aufgrund ihrer Fähigkeit, ein bestimmtes Antigen spezifisch zu erkennen und die ent-

sprechende Antikörperproduktion in Gang zu setzen, sind B-Lymphozyten eher in die 

späte Phase der Immunantwort eingebunden (ROITT et al., 1995). 

 

NG et al. (1980) konnten beim Menschen weder ein B-Zellantigen auf NK-Zellen noch 

eine zytotoxische Aktivität von B-Lymphozyten nachweisen. 

Auch beim Hund beobachteten NARIAI et al. (1999) keine zytotoxische Aktivität von B-

Lymphozyten. 

 

 

2.5 Einfluss verschiedener äußerer und innerer Fakto-
ren auf die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen 

 

Welche Faktoren die Zytotoxizität von NK-Zellen beeinflussen, ist noch nicht abschlie-

ßend geklärt. Des Weiteren wurden verschiedene Faktoren nur bei bestimmten Spezies 

untersucht. 

 

Beim Menschen beschrieben PROSS et al. (1982) ein geringes, aber signifikantes An-

steigen der Zytotoxizität von der Geburt bis zu einem mittleren Alter, wobei sich die Zy-

totoxizität im Durchschnitt verdoppelte. SANSONI et al. (1993) beobachteten dagegen 

in der mittleren Altersgruppe ein Absinken der Zytotoxizität sowie ein Ansteigen der Zy-

totoxizität mit zunehmend höherem Alter. Diesen Widerspruch zu Ergebnissen anderer 

Autoren erklärten SANSONI et al. (1993) mit strengeren Auswahlkriterien der Proban-

den ihrerseits.  

Auch ein geschlechtsspezifischer Einfluss auf die NK-Aktivität wird diskutiert. FER-

NANDES et al. (1981) berichteten von einem Anstieg der NK-Aktivität mit zunehmen-

dem Alter bei Männern, nicht jedoch bei Frauen. Nach PROSS et al. (1982) stellte sich 

die Zytotoxizität bei Frauen durchschnittlich 20 % niedriger dar als bei gleichaltrigen 

Männern. Im Verlauf einer Schwangerschaft sinkt die mittlere Zytotoxizität beim Men-

schen (KANE et al., 1996). 
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Des Weiteren wird Stress ein entscheidender Einfluss auf die Höhe der NK-Aktivität 

zugeschrieben. LEVY et al. (1989) untersuchten das sogenannte Low-NK-Syndrom, 

das mit persistent niedriger NK-Aktivität und genereller Antriebslosigkeit einhergeht. 

Betroffene Personen fühlen sich häufig deprimiert und gestresst. Auch LOTZOVA 

(1991) beschrieb eine verminderte Zytotoxizität bei deprimierten und gestressten Men-

schen. 

 

Bei der Maus beeinflussen Alter und Jahreszeit die Zytotoxizität (MUNSON et al., 

2000). 

 

SPLITTER et al. (1993) beschrieben eine Korrelation der NK-Aktivität mit der Abwehr-
situation des Organismus gegen Virusinfektionen und Tumorerkrankungen beim 

Rind. FUNK et al. (2003) beobachteten beim Hund eine signifikant erniedrigte spon-

tane Zytotoxizität bei Hunden mit Mammakarzinomen im Vergleich zu Kontrollhunden. 

 

GREELEY et al. (1996) untersuchten den Einfluss des Alters auf die NK-Aktivität beim 

Hund und beobachteten ein nicht signifikantes Ansteigen der Zytotoxizität mit zuneh-

mendem Alter. Nach FALDYNA et al. (2001) ist das Verhältnis der Lymphozytensubpo-

pulationen beim Hund nicht nur altersabhängig, auch Rasse und Geschlecht spielen 

eine entscheidende Rolle. Zudem konnten sie bei weiblichen Hunden insgesamt mehr 

Lymphozyten nachweisen.  
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3 EIGENE UNTERSUCHUNGEN 
 

3.1 Material und Methoden 
 

3.1.1 Blutentnahme, Gesamtleukozytenzahl und Differentialblut-
bild 

 

Für die Durchführung der folgenden Versuche wurden nur adulte Beagle-Hunde sowie 

Foxhound-Beagle-Kreuzungen (FBI) beiderlei Geschlechts als Blutspender eingesetzt, 

die sich zum Zeitpunkt der Blutentnahme klinisch unauffällig darstellten und bei denen 

die letzte Blutspende mindestens drei Wochen zurücklag. Alle Hunde wurden regelmä-

ßig entwurmt und gegen Staupe, Hepatitis contagiosa canis, Parvovirose, Leptospirose 

und Tollwut geimpft. Gefüttert wurden sie mit kommerziellem Hundefutter, Wasser 

stand den Tieren ad libitum zur Verfügung. 

 

Als Blutspender standen vornehmlich Blutspendehunde der Medizinischen und Gericht-

lichen Veterinärklinik I und der Klinik für Geburtshilfe, Gynäkologie und Andrologie der 

Groß- und Kleintiere mit tierärztlicher Ambulanz der Justus-Liebig-Universität Gießen 

zur Verfügung (im folgenden als Klinikhunde bezeichnet, s. Tabelle 7 im Anhang). Da 

jedoch ein großer Teil dieser Hunde während des Untersuchungszeitraumes nach den 

Vorschriften des Tierschutzgesetzes in private Hände übergeben wurde, musste im 

Rahmen der hier durchgeführten Untersuchungen auch auf Hunde aus privaten Haus-

halten, bei denen es sich teilweise um ehemalige Blutspendehunde aus den oben ge-

nannten Kliniken handelte, zurückgegriffen werden (im folgenden als Privathunde be-

zeichnet, s. Tabelle 7 im Anhang).  

 

Die Blutentnahme erfolgte durch Punktion der Vena jugularis mit Hilfe einer Kanüle für 

S-Monovette® (Sarstedt, Nürnbrecht). Das Blut für die spätere Verarbeitung sowie für 

die Bestimmung der Gesamtleukozytenzahl und des Differentialblutbildes wurde in ste-

rilen 9 ml Ammonium-Heparin-Röhrchen (S-Monovette®-Blutentnahmesysteme, Sar-

stedt, Nürnbrecht) aufgefangen. Die Verarbeitung der Blutproben erfolgte stets am Tag 

der Blutentnahme. 
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Die Gesamtleukozytenzahl und das Differentialblutbild wurden in der Medizinischen und 

Gerichtlichen Veterinärklinik I mit Hilfe des Hämatologiesystems Advia 120 (Bayer Diag-

nostics, Tarrytown, USA) unter Verwendung einer Software für den Hund bestimmt. Die 

angegebenen Werte stellen dabei den nach Doppelmessung errechneten arithmeti-

schen Mittelwert dar. 

 

 

3.1.2 Isolierung von Effektorzellen für die Messung spontaner 
zytotoxischer Aktivität 

 

Die Isolierung der Effektorzellen für die Messung spontaner zytotoxischer Aktivität er-

folgte mittels Zentrifugation über einen einstufigen 58,5 %igen Percoll®-Dichtegradien-

ten (GONDOLF et al., 1996).  

Dazu wurde zunächst nach Angaben des Herstellers durch Verdünnung von neun Tei-

len Percoll® (amersham pharmacia biotech, Uppsala, Schweden) mit einem Teil steriler 

1,5 M NaCl-Lösung eine Percoll®-Stammlösung angefertigt mit einer spezifischen Dich-

te von 1,119 g/ml. Durch Zugabe von sterilem Roswell Park Memorial Institute Gewebe-

kulturmedium (RPMI-1640, PAA Laboratories, Cölbe) mit einem Zusatz von 1 % Peni-

cillin (10.000 U/ml) und 1 % Streptomycin (10.000 µg/ml, beide PAA Laboratories, Cöl-

be), im folgenden als RPMI-1640 bezeichnet, wurde eine 58,5 %ige Gebrauchslösung 

(v/v) mit einer spezifischen Dichte von 1,073 g/ml hergestellt und anschließend kühl 

gelagert (GONDOLF, 1994; GONDOLF et al., 1996).    

Zur Isolierung der Effektorzellen wurden dann je 3 ml der kühl gelagerten Percoll®-Ge-

brauchslösung in 15 ml fassende, sterile Glaszentrifugenröhrchen mit spitzem Boden 

(Assistent, bezogen über Laborhandel Reinke, Gießen) gegeben. Auf diese wurden je-

weils 5 ml verdünntes Ammonium-Heparinblut (Verdünnung des Blutes mit sterilem 

RPMI-1640 in einem Verhältnis von 1:3) vorsichtig ohne Vermischen der Grenzlinien mit 

einer sterilen Pipette aufgeschichtet. Anschließend erfolgte eine Zentrifugation der 

Röhrchen für 25 min bei 800 x g und einer Temperatur von 15° C (Hettich Rotanda/K 

Kühlzentrifuge, Hettich, Tuttlingen). Nach der Zentrifugation stellten sich die isolierten 

Leukozyten als 1 – 2 mm breite, weiße Bande zwischen dem Percoll®-Dichtegradienten 

und dem Gewebekulturmedium dar (s. Abb. 1). Die Banden wurden mit einer Pasteur-

pipette abgesaugt und in RPMI-1640 resuspendiert. Anschließend wurde zweimal mit 
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RPMI-1640 gewaschen, wobei die Anzahl der Glaszentrifugenröhrchen, in die die Leu-

kozytenbanden überführt worden waren, nach jedem Zentrifugationsschritt (400 x g, 

4° C, 5 min) bis auf 1 Röhrchen kontinuierlich reduziert wurde. Um den Zellverlust so 

gering wie möglich zu halten, wurden die jeweils leeren Röhrchen nochmals mit je 1 ml 

RPMI-1640 gespült. 

Nach Resuspendierung der gewaschenen Zellen in RPMI-1640 + 10 % Fetalem Käl-

berserum (FKS, PAA Laboratories, Cölbe) wurden 600 µl der Suspension für die Zell-

zahlbestimmung und Zelldifferenzierung im Advia entnommen. 

Zusätzlich erfolgte zur Einstellung des gewünschten Effektor-Zielzellverhältnisses eine 

Zellzahlbestimmung und Lebend-Tot-Differenzierung in einer Neubauer-Zählkammer. 

Zu diesem Zweck wurden 200 µl der Suspension mit 400 µl 0,36 %iger Trypanblaulö-

sung (Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe) verdünnt und die lebenden Zellen, die im 

Gegensatz zu den diffus blau gefärbten toten Zellen keinen Farbstoff aufgenommen 

hatten, ausgezählt. 

 

 

3.1.3 Zytotoxizitätstest 
 

Um den Einfluss der eingesetzten Depletionsverfahren auf die Zytotoxizität zu bestim-

men, wurde mit den isolierten Effektorzellen (s. 3.1.2) jeweils vor und nach einem De-

pletionsschritt ein Zytotoxizitätstest durchgeführt. Das eingesetzte Effektor-Zielzellver-

hältnis (im Folgenden als E/T ratio bezeichnet) variierte dabei je nach Versuchsreihe 

und damit verbundener Zellausbeute zwischen 100:1, 50:1 und 25:1. 

 

3.1.3.1 Zielzellen 
 

Als Zielzellen dienten die gegenüber kaninen NK-Zellen sensitiven epithelialen CTAC-

Zellen (kanine Schilddrüsenadenokarzinomazelllinie, KASZA, 1964). 

Als Negativkontrolle kamen die gegenüber kaninen NK-Zellen als nichtsensitiv gelten-

den, epithelialen Vero-Zellen (Nierenzelllinie der grünen Meerkatze) zum Einsatz. 

 

Bei beiden Zelllinien handelte es sich um adhärent wachsende Zellen, die in sterilen 

25 cm2 Gewebekulturflaschen (Iwaki / Dunn Labortechnik, Asbach) in einem CO2-Brut-
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schrank (Heraeus UB 6060 EK-CO2, Heraeus, Hanau) bei 37° C in wasserdampfgesät-

tigter Atmosphäre unter Zusatz von 5 % CO2  inkubiert wurden. Als Kulturmedium diente 

steriles Minimum Essential Medium Eagles mit Earle`s Salzen (MEME, PAA Laborato-

ries, Cölbe) mit einem Zusatz von 10 % FKS, 1 % Penicillin und 1 % Streptomycin 

(s. 3.1.2). Die Zellen wurden alle drei Tage mit frischem Kulturmedium versorgt und wö-

chentlich subkultiviert. Hierfür wurde der Zellrasen in der Gewebekulturflasche jeweils 

zweimal mit MEME und einem Zusatz von 1 % Penicillin und 1 % Streptomycin gewa-

schen sowie durch Zugabe von je 3 ml Trypsin-EDTA-Lösung (0,02 % EDTA und 

0,05 % Trypsin, ICN Biochemicals, Costa Mesa, USA) für 5 min im Brutschrank vom 

Boden der Gewebekulturflasche abgelöst. Nach Waschen der so gewonnenen Zellen 

mit MEME + 10 % FKS + 1 % Penicillin und 1 % Streptomycin (400 x g, 5 min, 4° C) 

wurden diese in neue Gewebekulturflaschen überführt. Als Zielzellen in einem Zytotoxi-

zitätstest kamen Zellen aus einer zwei Tage vorher angelegten Passage zum Einsatz. 

Dafür wurden je 1,0 x 105 Zellen/ml (CTAC- bzw. Vero-Zellen) in eine 96-Loch-Flachbo-

denplatte (Falcon®, Becton Dickinson, Heidelberg) überführt, so dass sich nach einer 

Inkubationsdauer von 26 Stunden (SCHMITZ, 2000) der für den Zytotoxizitätstest benö-

tigte einheitliche Zellrasen (Monolayer) bildete. 

 

3.1.3.2 Durchführung des Rose Bengal Assays (RBA) 
 

Nach der Bildung eines Zielzellmonolayers (s. 3.1.3.1) wurden 100 µl der isolierten Ef-

fektorzellen (s. 3.1.2) je nach Versuchsreihe in unterschiedlichen Effektor-Zielzellver-

hältnissen zugegeben. Dabei entsprachen die Effektorzellkonzentrationen 1,0 x 107, 

5,0 x 106 oder 2,5 x 105 Zellen/ml jeweils einer E/T ratio von 100:1, 50:1 und 25:1. Die 

Einstellung des Effektor-Zielzellverhältnisses ergab sich anhand der Zellausbeute, die je 

nach eingesetztem Depletionsverfahren teilweise erheblich variierte. Zur Bestimmung 

der Zytotoxizität wurde für jedes Effektor-Zielzellverhältnis ein Sechsfachansatz ange-

fertigt, so dass jeweils zwei der gleichen Ansätze von der selben Düse des Microplate 

Washers (Titertek® Microplate Washer S8/S12, Flow Laboratories Ltd., Irvine, Schott-

land) gewaschen wurden (s. unten, Berechnung der Zytotoxizität). Als Kontrolle dienten 

Zielzellmonolayer, die ohne Effektorzellen unter Zugabe von 100 µl RPMI-1640 + 10 % 

FKS inkubiert wurden. 
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Nach einer Koinkubationszeit der Effektor- und Zielzellen von 14 Stunden im Brut-

schrank (s. 3.1.3.1) erfolgte das Entfernen des Überstands samt abgelöster Ziel- und 

Effektorzellen nach vorausgehendem fünfmaligem vorsichtigem Mischen mit einer 

Mehrkanalpipette (s. Schema 1: Prinzip des RBA). Anschließend wurden jeder Platten-

vertiefung je 100 µl einer 0,25 %igen Rose-Bengal-Gebrauchslösung (Sigma-Aldrich 

Chemie GmbH, Deisenhofen) zugegeben und nach 3 Minuten abgeschüttet. Mit dem 

Microplate Washer (s. oben) wurden die Zellen dann unter Anwendung des Waschpro-

gramms „super“ dreimal mit je 650 µl NaCl-PBS pro Vertiefung gewaschen (SCHMITZ, 

2000; Abb. 2a-b). Die noch vorhandene Flüssigkeit wurde aus der Platte herausgeklopft 

und der von den noch adhärenten Zellen aufgenommene Farbstoff durch Zugabe von 

200 µl 50 %igem Ethanol-PBS pro Vertiefung aus den Zellen in den Überstand über-

führt. Als Kontrolle dienten 200 µl 50 %iges Ethanol-PBS in einer zellfreien Vertiefung. 

Nach 5 Minuten erfolgte die Bestimmung der optischen Dichte des Überstandes mittels 

eines ELISA-Photometers (Titertek Multiscan® Plus, Flow Laboratories, Schweiz) bei 

einer Wellenlänge von 570 nm mit einer Referenzwellenlänge von 630 nm zur Korrektur 

des unspezifischen Hintergrundes. Der angeschlossene Computer mit dem Computer-

programm EIA, Version 3.10 (Stefan Ufer und ICN Biomedicals GmbH, Eschwege) er-

fasste die Messdaten und ermittelte jeweils die arithmetischen Mittelwerte der gleichen 

Ansätze eines Effektor-Zielzellverhältnisses, die mit derselben Düse des Microplate 

Washers gewaschen wurden. Anhand dieser Mittelwerte wurde wiederum die Zytotoxi-

zität durch Einsetzen der Mittelwerte in folgende Formel berechnet: 

 

⎟
⎠
⎞

⎜
⎝
⎛ ×−= 100

Kontrolle OD
Testansatz OD100  % in tätZytotoxizi  

 

Aus dem Mittelwert der so errechneten drei Zytotoxizitätswerte pro Zelllinie und Verdün-

nung ergab sich sodann die jeweilige Gesamtzytotoxizität. 

 

In Ausnahmefällen können bei Anwendung dieser Formel durch höhere optische Dich-

ten in der Effektor-Zielzellkultur im Vergleich zur Kontrollkultur auch negative Werte ent-

stehen. Dies ist dann der Fall, wenn bei fehlender Zytotoxizität in den Kontrollkulturen 

(nur Zielzellen, keine Effektorzellen zugegeben) durch den Waschvorgang mechanisch 

mehr Zellen entfernt werden als in den Effektor-Zielzellkulturen. 
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3.1.4 Depletion adhärenter und phagozytierender Zellen 
 

Um die nach 3.1.2 gewonnenen Effektorzellen weiter von kontaminierenden Zellen zu 

befreien, sollte eine Depletion adhärenter und / oder phagozytierender Zellen durchge-

führt werden. Die Depletion adhärenter Zellen erfolgte dabei zunächst über Adhärenz in 

Plastikgewebekulturflaschen (im Folgenden kurz als Adhärenz bezeichnet).  

Anschließend sollten auch phagozytierende Zellen durch Aufnahme von Carbonyleisen 

aus dem Isolat entfernt werden. Da die Zugabe von Carbonyleisen zu den isolierten Zel-

len für eine definierte Inkubationszeit in einer Gewebekulturflasche (s. 3.1.3.1) erfolgt, 

ist die Depletion phagozytierender Zellen immer auch mit einer Depletion plastikadhä-

renter Zellen verbunden. Dennoch soll dieses Verfahren im Folgenden nur als Phagozy-

tose bezeichnet werden.  

Um den Einfluss der Phagozytose im Unterschied zur Adhärenz bestimmen zu können, 

wurde zuerst der Einfluss der Adhärenz auf Zellzusammensetzung und Zytotoxizität un-

tersucht. 

 

3.1.4.1 Einfluss der Adhärenz auf Zellzusammensetzung und Zytotoxizität 
 

Zunächst wurden die Zielzellen wie unter  3.1.3.1 beschrieben vorbereitet. Bei den Ziel-

zellen handelte es sich dabei allerdings ausschließlich um CTAC-Zellen, Vero-Zellen 

wurden hierfür nicht eingesetzt. 

Die Effektorzellen wurden zunächst wie unter 3.1.2 beschrieben isoliert, gezählt, im Ad-

via differenziert und ein Teil im RBA bei einer E/T ratio von 50:1 eingesetzt. 

Der übrige Teil des Zellisolats wurde in eine Gewebekulturflasche mit einer Bodenfläche 

von 25 cm2 (s. 3.1.3.1) gegeben und für 2 Stunden im CO2-Brutschrank (s. 3.1.3.1) in-

kubiert. Nach Ablauf dieser Zeit wurde die Flasche geschwenkt, um nicht adhärente 

Zellen zu resuspendieren. Diese wurden mit dem Überstand entnommen und die Fla-

sche nochmals mit RPMI-1640 plus 10 % FKS gespült. Nach Bestimmung der Zellzahl 

und der Zellzusammensetzung erfolgte auch mit diesen Zellen das Ansetzen eines RBA 

mit einer E/T ratio von 50:1. 

 



3     Eigene Untersuchungen  39 

Anschließend sollten die verbliebenen adhärenten Zellen durch zweimalige Zugabe von 

7 ml EDTA-Lösung (s. Anhang) und einer Inkubationszeit von 20 – 30 Minuten im CO2-

Brutschrank (s. 3.1.3.1) vom Boden der Gewebekulturflasche gelöst werden.  

Nach 2-maligem Waschen der abgelösten Zellen mit RPMI-1640 und Resuspendieren 

in 3 ml RPMI-1640 + 10 % FKS wurden Zellzahl und Zellzusammensetzung dieser Zell-

suspension bestimmt. Zusätzlich wurde bei ausreichender Zellausbeute auch mit den 

adhärenten Zellen ein RBA mit einer E/T ratio von 50:1 angesetzt. 

Die Auswertung der Rose Bengal Assays erfolgte jeweils nach Ablauf einer Koinkubati-

onszeit der Effektor- und Zielzellen von 14 Stunden. 

 

3.1.4.2 Einfluss der Phagozytose auf Zellzusammensetzung und Zytotoxizi-
tät 

 

Darüber hinaus sollte der Einfluss einer Depletion phagozytierender Zellen auf die Zell-

zusammensetzung und die Zytotoxizität untersucht werden. Dazu wurde zunächst mit 

der Hälfte der Percoll®-isolierten Zellsuspension eine Adhärenz wie unter 3.1.4.1 be-

schrieben durchgeführt (Flasche 1). Die andere Hälfte wurde vor Überführung in eine 

Gewebekulturflasche derselben Art und Größe mit 0,05 – 0,1 g Carbonyleisenpulver 

HF3 (BASF, Ludwigshafen) versetzt (Flasche 2).  

Nach Zugabe von je 5 ml sterilem RPMI-1640 + 10 % FKS zu Flasche 1 und 2 erfolgte 

eine Inkubation für 2 Stunden im CO2-Brutschrank (s. 3.1.3.1), in deren Anschluss nicht 

adhärente Zellen durch leichtes Schwenken resuspendiert wurden. Aus Flasche 2 wur-

de sowohl freies als auch aufgenommenes Carbonyleisen zusammen mit den phago-

zytierenden Zellen durch Zugabe eines sterilen Magnetrührers für 10 Minuten entfernt. 

Je nach Menge des verbliebenen Carbonyleisens wurde dieser Vorgang 2 – 3-mal wie-

derholt. 

Anschließend wurden die Überstände beider Flaschen in je ein Zentrifugenröhrchen 

überführt und mit 5 ml RPMI-1640 + 10 % FKS gewaschen. Zellzahl und Zellzusam-

mensetzung wurden bestimmt (s. 3.1.2) und die beiden Zellsuspensionen jeweils mit 

einer E/T ratio von 100:1 im RBA eingesetzt (s. 3.1.3.2). Dabei musste bei Einsatz der 

Zellsuspension aus Flasche 2 auf die Untersuchung einer Negativkontrolle mit Verozel-

len verzichtet werden, da nicht mehr genügend Effektorzellen zur Verfügung standen. 
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3.1.4.3 Charakterisierung von Monozyten durch kombinierte Carbonylei-
senphagozytose und α-Naphtylacetatesterasefärbung 

 

Um die Eisenphagozytose lichtmikroskopisch nachzuweisen, wurden die Überstände 

aus Flasche 1 und Flasche 2 (s. 3.1.4.2) in einer separaten Versuchsreihe nach einer 

Inkubationszeit von zwei Stunden im CO2-Brutschrank in ein Zentrifugenröhrchen über-

führt und die Zellzahl zur Anfertigung von Zytozentrifugenpräparaten auf 1,0 x 106 Zel-

len/ml eingestellt. Anschließend wurden 300 µl dieser Zellsuspension in einer Zytozen-

trifuge (Thermo Electron Corporation, Dreieich) bei 800 x g für 10 Minuten auf einen 

Objektträger aufzentrifugiert. Nach Trocknung der Objektträger erfolgte die histochemi-

sche Färbung mit LEUKOGNOST®-EST (E.Merck, Darmstadt) zur Darstellung der 

α-Naphtylacetatesteraseaktivität nach Angabe des Herstellers: 

Zur Herstellung der Färbelösung wurden 0,8 g Reagenz 1 in 60 ml Aqua dest. gelöst 

(im Folgenden als Lösung A bezeichnet). Anschließend wurde eine Flasche Reagenz 2 

in 2 ml Aceton gelöst und unter kräftigem Schütteln zu Lösung A gegeben (im Folgen-

den als Lösung B bezeichnet). In der leeren Flasche des Reagenz 2 wurden nun je 

0,2 ml Reagenz 3a und 3b gemischt (entspricht nach einer Diazotierungszeit von 1 Mi-

nute Lösung C). Daraufhin wurden Lösung B und C gemischt und durch ein schnelllau-

fendes Filter in eine Stehküvette filtriert. Da diese Färbung maximal 2 Stunden stabil ist, 

wurde sofort nach der Herstellung mit der Färbung begonnen, indem die luftgetrockne-

ten Zytozentrifugenpräparate zunächst für 1 Minute im LEUKOGNOST®-Fixiergemisch 

fixiert und anschließend für 1 Minute mit Aqua dest. abgespült wurden. Danach wurden 

die so behandelten Objektträger in der zuvor bereiteten Färbelösung für 2 Stunden im 

Dunkeln inkubiert sowie anschließend für 10 Sekunden mit Aqua dest. abgespült und 

für 30 Minuten mit Mayers Hämalaunlösung gegengefärbt. Nach Bläuen (Abspülen) der 

Objektträger mit Leitungswasser für 3 – 5 Minuten wurden diese mit Glyceringel einge-

deckt. 

 

 

3.1.5 Depletion von CD4+- und CD8+-Zellen 
 

Die Depletion von CD4+- und CD8+-Zellen erfolgte durch positive immunomagnetische 

Separation. Um eine positive Separation durchführen zu können, mussten zunächst die 
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jeweiligen spezifischen primären Antikörper, die unter 3.1.5.1 näher spezifiziert werden, 

an Sekundärantikörper gebunden werden. Als Sekundärantikörper wurden Antikörper 

verwendet, die bereits an magnetische Kügelchen (Dynabeads®, Invitrogen Dynal® AS, 

Oslo, Norwegen) gekoppelt waren, und zwar Dynabeads® Sheep anti-Rat im Falle der 

Depletion CD4+-Zellen bzw. Dynabeads® Sheep anti-Mouse zur Depletion CD8+-Zellen. 

 

3.1.5.1 Kopplung der primären Antikörper an Dynabeads® 
 

Die in vorliegender Arbeit verwendeten Primärantikörper sind gegen Epitope von kani-

nem CD4 und kaninem CD8 gerichtet und wurden freundlicherweise von Prof. Dr. W. 

Baumgärtner (Institut für Pathologie, Stiftung Tierärztliche Hochschule Hannover) zur 

Verfügung gestellt. Dabei handelt es sich um die Antikörper Rat anti-Dog CD4 (Klon 

YKIX302.9.3.7) und Mouse anti-Dog CD8 (Klon Dog 10-1-1). 

 

3.1.5.1.1 Kopplung von Rat anti-Dog CD4 Antiserum an mit Sheep anti-Rat IgG 
gekoppelten Dynabeads®   

 

Zur Kopplung des monoklonalen, von der Ratte stammenden Antikörpers anti-Dog CD4 

an die mit Sheep anti-Rat - Antikörpern gekoppelten Dynabeads® (Dynabeads® M-450  

Sheep anti-Rat IgG, im Folgenden kurz als „Dynabeads®“ bezeichnet) wurden letztere 

zunächst 3-mal nach Angaben des Herstellers mit Waschpuffer für CD4 (s. Anhang) ge-

waschen. Dazu wurden die Dynabeads® in ein Rundbodenzentrifugenröhrchen aus 

Glas (Schott, bezogen über Laborhandel Reinke, Gießen) überführt (107 Dynabeads® 

pro 1 µg Antikörper Rat anti-Dog CD4 bei einem erwünschten Gesamtvolumen von 

2 ml) und für 1 Minute in einen Halter mit einem Permanentmagneten gestellt. Dadurch 

sammelten sich die Dynabeads® an der dem Magneten zugewandten Seite des Zentri-

fugenröhrchens (s. Abb. 3), und die verbleibende Flüssigkeit konnte abpipettiert wer-

den. Anschließend wurde das Röhrchen vom Magneten entfernt, die am Röhrchenrand 

haftenden Beads mit 2 ml Waschpuffer resuspendiert und wieder in den Halter mit dem 

Magneten gestellt. Dieser Vorgang wurde insgesamt 3-mal durchgeführt (s. oben).  

Die anschließende Kopplung von je 107 gewaschener Dynabeads® mit 1 µg Antikörper 

Rat anti-Dog CD4 (Klon YKIX302.9.3.7) erfolgte durch Inkubation in einem Rundboden-

zentrifugenröhrchen (s. oben) im Dynal® Sample Mixer für 30 Minuten bei 4° C (ent-

spricht im Folgenden der Bezeichnung „gekoppelte Beads“). Danach wurden die gekop-
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pelten Beads nach Herstellerangaben erneut 4-mal mit Waschpuffer für CD4 gewa-

schen und im ursprünglich angesetzten Volumen (2 ml) resuspendiert. Die Aufbewah-

rung der gekoppelten Beads erfolgte im Kühlschrank bei 4° C. 

 

3.1.5.1.2 Kopplung von Mouse anti-Dog CD8 Antiserum an mit Sheep anti-
Mouse IgG gekoppelten Dynabeads®  

 

Die Kopplung des monoklonalen Antikörpers Mouse anti-Dog CD8 (Klon Dog 10-1-1) an 

mit Sheep anti-Mouse gekoppelten Dynabeads® (Dynabeads® M-450 Sheep anti-Mouse 

IgG) erfolgte in gleicher Weise (s. 3.1.5.1.1). Allerdings wurde der im Anhang beschrie-

bene Waschpuffer für CD8 eingesetzt, und die gekoppelten Beads wurden nach Her-

stellerangaben im Anschluss an die Inkubation 3-mal gewaschen. 

 

3.1.5.2 Einfluss der Depletion von CD4+- und CD8+-Zellen auf Zellzusammen-
setzung und Zytotoxizität 

 

Erneut wurden Effektorzellen isoliert sowie Zellzahl und Zellzusammensetzung des Iso-

lats bestimmt (s. 3.1.2). Anschließend wurde die Zellzahl je nach gewünschter E/T ratio 

eingestellt und ein RBA angesetzt (s. 3.1.3). Untersucht wurden die Effektor-Zielzellver-

hältnisse 100:1, 50:1 und 25:1. Als Zielzellen dienten jeweils CTAC- und Verozellen, 

wobei – eine ausreichend große Zellausbeute vorausgesetzt – ein Sechsfachansatz 

gleicher Zellzusammensetzung angefertigt wurde (s. 3.1.3.2).  

 

Nach Ansetzen eines RBA mit der entsprechenden E/T ratio und Bestimmung der Zell-

zusammensetzung im Advia wurden die verbleibenden Effektorzellen bei 4° C bis zur 

Verwendung aufbewahrt.  

Die benötigte Menge gekoppelter Beads (nach Herstellerangaben 2 x 107 Beads pro ml 

Zellsuspension) wurde resuspendiert und in einem Rundbodenzentrifugenröhrchen aus 

Glas gewaschen (PBS/BSA-Puffer, pH = 7,4, s. Anhang, Waschvorgang s. 3.1.5.1.1). 

Das Waschen der Beads wurde den Herstellerangaben entsprechend bei Depletion 

CD4+-Zellen insgesamt 4-mal, bei Depletion CD8+-Zellen 3-mal wiederholt. Nach dem 

letzten Waschen erfolgte die Resuspendierung der Beads mit dem ursprünglich errech-

neten Volumen, so dass eine Konzentration von 2 x 107 Beads pro ml Zellsuspension 

sichergestellt war. 
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Die gekühlten Effektorzellen wurden in das runde Zentrifugenröhrchen mit den gewa-

schenen Beads überführt und für 30 Minuten bei 4° C in einem Dynal® Sample Mixer 

inkubiert. Nach erneuter Einwirkung des Magnetfeldes für 2 – 3 Minuten wurde der 

Überstand, also die CD4+- oder CD8+-freie Zellsuspension, in ein neues Zentrifugen-

röhrchen überführt. Nach Bestimmung der Zellzahl im Überstand erfolgte das Ansetzen 

eines RBA mit dem jeweiligen Effektor-Zielzellverhältnis (s. oben) und die Bestimmung 

der Zellzusammensetzung im Advia nach dem Depletionsvorgang. 

 

Die Bindung CD4+- oder CD8+-Zellen an die gekoppelten Beads wurde bei jedem Effek-

torzellisolat nach Resuspendierung lichtmikroskopisch überprüft. Auf gleiche Weise 

konnte in Vorversuchen eine Kreuzreaktivität der isolierten Effektorzellen mit den Se-

kundärantikörpern auf den Beads (also mit Dynabeads® M-450 Sheep anti-Rat IgG und 

mit Dynabeads® M-450 Sheep anti-Mouse IgG) ausgeschlossen werden. 

  

Um die Bindung der CD4+- und CD8+-Zellen an die gekoppelten Beads besser darzu-

stellen, wurde nach Depletion dieser Zellen von einigen Effektorzellisolaten Zytozentri-

fugenpräparate hergestellt (s. 3.1.4.3), mit Kernechtrot gefärbt und in Ölimmersion foto-

grafiert. 

 

3.1.5.3 Rasterelektronenmikroskopische Darstellung der an Dynabeads® 
gebundenen CD4+- oder CD8+-Zellen 

 

Zur Darstellung der bereits im Lichtmikroskop beobachteten Rosettenbildung wurden 

zusätzlich rasterelektronenmikroskopische Aufnahmen angefertigt. Dazu wurden die 

nach 3.1.5.2 gewonnenen gebundenen CD4+- oder CD8+-Zellen zunächst nochmals mit 

ihrem jeweiligen Waschpuffer, anschließend in reiner HBSS (PAA Laboratories, Cölbe) 

1-mal gewaschen. Nach Resuspendierung des Pellets in 100 µl HBSS wurden 250 µl 

1,2 %ige Glutaraldehyd-Fixierungslösung in 0,1 M Cacodylatpuffer zugegeben (s. An-

hang). Nach einer Fixierung bei Zimmertemperatur für 1 Stunde wurde 2-mal mit 

0,166 M Cacodylatpuffer gewaschen (s. Anhang). Die Nachfixierung erfolgte in 200 µl 

1 % OsO4 in 0,1 M Cacodylatpuffer über Nacht (s. Anhang). Am nächsten Morgen wur-

de erneut mit 250 µl 0,166 M Cacodylatpuffer gewaschen, in 50 µl 0,166 M Cacodylat-

puffer resuspendiert und anschließend 1 Tropfen der Suspension in die Vertiefung einer 

speziellen Metallkammer, deren Boden und nach Verschluss auch deren obere Öffnun-
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gen mit Filterpapier zum Durchströmen mit Flüssigkeiten verschlossen wurden, auf ein 

vorher in die Metallkammer eingelegtes, mit einem Locher ausgestanztes Staniolplätt-

chen überführt (BURKHARDT, 1980). Danach wurden die Zellen in der Kammer durch 

Einhängen in die verschiedenen Bäder einer aufsteigenden n-Propanol-Reihe entwäs-

sert (30 %, 50 %, 70 %, 90 % je 1 x für 10 Minuten, sowie 3 x für 10 Minuten in 100 % 

n-Propanol) und danach für jeweils 10 Minuten in Mischungen aus Alkohol und Iso-

amylacetat überführt (Mischungen 3:1, 1:1, 1:3 und 2 x reines Iso-amylacetat). An-

schließend wurde die Trocknungskammer zur Kritischen-Punkt-Trocknung (E 2000 II, 

Polaron Equipment, Wetford, Herdfordshire) mit CO2 gespült, um überschüssigen 

Alkohol zu entfernen. Es folgte die Trocknung des Präparates in der Druckkammer nach 

Aufheizen des flüssigen CO2 am kritischen Punkt bei 41° C und 86 bar. Nach Befesti-

gung der Staniolplättchen mit den getrockneten Zellen auf einem Präparatträger für die 

Rasterelektronenmikroskopie mit flüssigem Graphit (Taab Laboratories Equipment Limi-

ted, England, C126) konnte das Präparat mit Gold bedampft werden (Sputter-Gerät Bal-

zers Union, Liechtenstein). Die Untersuchung der Präparate erfolgte im Rasterelektro-

nenmikroskop des Instituts für Veterinär-Anatomie, -Histologie und -Embryologie der 

Justus-Liebig-Universität Gießen (Digital Scanning Microscope DSM 940, Zeiss, 

Deutschland), die Aufnahmen wurden mit Hilfe einer eingebauten Kleinbildkamera auf 

Rollfilm angefertigt.  

 

 

3.1.6 Untersuchung von Zellkulturüberständen auf spontane 
zytotoxische Aktivität nach Koninkubation von Ziel- und 
Effektorzellen 

 

Um eine zytotoxische Aktivität von Zellkulturüberständen nach 14-stündiger Koinkuba-

tion von Ziel- und Effektorzellen und damit eine mögliche Bedeutung löslicher Faktoren 

zu untersuchen, wurde zunächst ein Zytotoxizitätstest (RBA) mit Percoll®-isolierten Ef-

fektorzellen bei einer E/T ratio von 100:1 angesetzt (Platte I, Schema 4; s. auch 3.1.3). 

Dabei wurden die isolierten Effektorzellen auf Platte I allerdings nicht nur mit, sondern 

auch ohne Zielzellkontakt (CTAC- und Verozellen) inkubiert (Schema 4).  
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Unmittelbar vor Durchführung des RBA mit Platte I wurden je 120 µl der Überstände 

von Platte I auf eine zweite 96-Loch-Flachbodenplatte mit CTAC- und Vero-Zellen als 

Zielzellen überführt (Platte II, Schema 4). Anschließend wurde die Zytotoxizität zu-

nächst auf Platte I mittels RBA bestimmt, nach Ablauf der Inkubationszeit von 14 Stun-

den wurde auch auf Platte II ein RBA durchgeführt (s. 3.1.3). 

 

 

Schema 4: Untersuchung auf Zytotoxizität der Überstände (Versuchsaufbau) 

 

Das relativ geringe Volumen von 120 µl wurde gewählt, um ein Überführen noch intak-

ter Effektorzellen beim Abpipettieren und damit eine Zellkontamination der Überstände 

möglichst auszuschließen.  

 

Die Überführung erfolgte dabei grundsätzlich ohne vorherige Zentrifugation, da in Vor-

versuchen bei einem Volumen von 120 µl kein Unterschied in der Zytotoxizität zwischen 

der Übertragung zentrifugierter und unzentrifugierter Überstände festgestellt werden 

konnte (Daten nicht dargestellt).  

C C C 

C C C 

C C C 

C C C 

V V V 

V V V 

V V V 

V V V 

C C C 

C C C 

V V V 

V V V 

C C C 

C C C 

C C C 

C C C 

V V V 

V V V 

V V V 

V V V 

V V V 

V V V 

C C C 

C C C 

Zentrifugation

Platte I Platte II 

= Überführen des Überstandes von Platte I auf Platte II 

= Effektorzellen  = CTAC-Zellen  = Vero-ZellenC V 



3     Eigene Untersuchungen  46 

Lediglich bei den Effektorzellen, die ohne Zielzellkontakt auf Platte I inkubiert wurden, 

wurde vor der Überführung eine Zentrifugation vorgenommen, um ein Übertragen noch 

aktiver Effektorzellen und damit ein falsch positives Ergebnis zu verhindern.  

 

 

3.1.7 Einfluss von Haltung und Geschlecht der Blutspender auf 
die Zytotoxizität 

 

Da für die durchgeführten Untersuchungen teilweise nicht genügend Klinikhunde zur 

Verfügung standen, mussten auch Beagle aus privaten Haushalten als Blutspender he-

rangezogen werden. Um einen möglichen Einfluss der Haltungsform und des Ge-

schlechts auf die Zytotoxizität zu untersuchen, wurden die Hunde in Klinikhunde und 

Privathunde eingeteilt (s. 3.1.1; Tabelle 7 im Anhang). 

Anschließend wurden die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichung der 

Zytotoxizitäten beider Gruppen bei den Effektor-Zielzellverhältnissen 100:1 und 50:1 

direkt nach Percoll®-Isolierung ermittelt. Mit diesen Daten wurde dann eine zweifakto-

rielle Varianzanalyse für unabhängige Stichproben durchgeführt, bei der auch das Ge-

schlecht der untersuchten Tiere Berücksichtigung fand. 

In einem Fall wurde ein Hund sowohl als Klinikhund als auch später als Privathund zur 

Blutentnahme herangezogen. Dabei handelte es sich um die Beaglehündin Tine, Hund 

Nummer 14 bzw. 31 (Tabelle 7 im Anhang). 

 

 

3.1.8 Korrelation von Lymphozytenreinheit und Zytotoxizität 
 

Des Weiteren sollte ein möglicher Zusammenhang zwischen Lymphozytenreinheit und 

ermittelter Zytotoxizität untersucht werden. Dafür wurden zunächst der direkt nach Per-

coll®-Isolierung mittels Advia bestimmte Lymphozytenanteil und die ermittelte Zytotoxizi-

tät aller Blutspendertiere bei einer E/T ratio von 100:1 und 50:1 gegenübergestellt. Die 

Analyse dieser Daten erfolgte anschließend anhand einer linearen Regression. 

 

 



3     Eigene Untersuchungen  47 

3.1.9 Statistische Auswertung 
 

Die Datenhaltung und -auswertung sowie die Erstellung der grafischen Abbildungen er-

folgte an den Rechnern der Arbeitsgruppe Biomathematik und Datenverarbeitung des 

Fachbereichs Veterinärmedizin der Justus-Liebig-Universität Gießen. Dabei wurden die 

statistischen Auswertungen unter Verwendung des Statistikprogrammpaketes BMDP/-

Dynamic, Release 7.0 (DIXON, 1993) durchgeführt. Die grafischen Abbildungen wurden 

auf einem Personalcomputer mit Hilfe des Programms PlotIT für Windows (Version 

3.20h, EISENSMITH, 1994) erzeugt. 

 

Sofern eine Normalverteilung vorlag, wurden arithmetische Mittelwerte (X) und Stan-

dardabweichungen (s) bestimmt, bei schiefer Verteilung erfolgte eine logarithmische 

Transformation der Daten und die Datenbeschreibung mit Hilfe von geometrischen Mit-

telwerten (Xg) und Streufaktoren (SF). 

Der Einfluss der Adhärenz sowie einer zusätzlichen Phagozytose auf Zahl und Anteil 

der Leukozytenarten sowie auf die Zytotoxizität wurde mit einem t-Test für verbundene 

Stichproben mit dem Programm BMDP 3D untersucht. 

Die Auswertungen bezüglich eines Einflusses der Depletion CD4+- und CD8+-Zellen auf 

Zahl und Anteil der Leukozytenarten sowie auf die Zytotoxizität erfolgten bei Normalver-

teilung mit Hilfe eines t-Tests für abhängige Stichproben, bei schiefer Verteilung mit 

dem Wilcoxon-Test (Programm BMDP 3D). 

Auch das Vorliegen einer spontanen zytotoxischen Aktivität von Zellkulturüberständen 

nach Koinkubation von Ziel- und Effektorzellen wurde anhand eines t-Tests überprüft, 

allerdings anhand paarweiser Vergleiche für die Zielgröße „Zytotoxizität“ (Programm 

BMDP 3D). 

Eine Korrelation von Lymphozytenreinheit und Zytotoxizität wurde mit einem t-Test auf 

lineare Abhängigkeit ebenfalls mit dem Programm BMDP 3D überprüft. 

Die Bestimmung eines Einflusses von Haltung und Geschlecht auf die Zytotoxizität er-

folgte mit dem Programm BMDP 7D im Rahmen einer zweifaktoriellen Varianzanalyse 

für unabhängige Stichproben. 
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Bei der Benennung der Signifikanzen wurden folgende Bezeichnungen verwendet: 

p ≤ 0,001 : hoch signifikant  

p ≤ 0,01 : signifikant 

p ≤ 0,05 : schwach signifikant 

p > 0,05 : nicht signifikant 

 

In den Grafiken und Tabellen gibt „n“ jeweils die Zahl der untersuchten Hunde an. 
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4 ERGEBNISSE 
 

4.1 Quantitativer Nachweis zytotoxischer Aktivität 
 

4.1.1 Gesamtleukozytenzahl und Differentialblutbild 
 

Die Gesamtleukozytenzahl der klinisch unauffälligen Beagle-Hunde lag mit ihrem arith-

metischem Mittelwert von 7,31 x 109/l innerhalb des von KRAFT et al. (1999) angege-

benen Referenzbereichs für die Tierart Hund von 6 - 12 x 109/l Leukozyten im periphe-

ren Blut (Tabelle 1). Auch die arithmetischen Mittelwerte der einzelnen Leukozytenarten 

verließen die genannten Referenzbereiche nicht. Einzig der Anteil der Monozyten über-

schritt mit einem Prozentsatz von 5,45 leicht den Referenzbereich von 0 - 4 %.  

 

Tabelle 1: Referenzbereiche und Mittelwerte (Minimum, Maximum) der Gesamt-
leukozytenzahl sowie der relativen und absoluten Zellzahlen der einzelnen 
Leukozytenarten im peripheren Blut (Advia-Messung) 

Referenzbereich Blutspendehunde
Gesamtleukozytenzahl [109/l] 6 - 12 7,31 ± 2,98
Neutrophile Granulozyten [%] 55 - 75 60,78 ± 8,04
Neutrophile Granulozyten [109/l] 3 - 9 4,51 ± 2,33
Lymphozyten [%] 13 - 30 29,4 ± 7,32
Lymphozyten [109/l] 1 - 3,6 2,10 ± 0,78
Eosinophile Granulozyten [%] 0 - 6 2,85 ± 1,63
Eosinophile Granulozyten [109/l] 0,04 - 0,6 0,23 ± 0,19
Monozyten [%] 0 - 4 5,45 ± 2,70
Monozyten [109/l] 0,04 - 0,5 0,38 ± 0,18

 
 

4.1.2 Isolierung von Effektorzellen 
 

Bei der Isolierung von Effektorzellen mittels Zentrifugation über einen Percoll®-Dichte-

gradienten von 58,5 % konnte eine Lymphozytenreinheit von über 90 % erzielt werden. 

Im Verhältnis dazu stellte sich der Anteil „kontaminierender“ Zellen mit einem Prozent-

satz von jeweils 4 % oder weniger als relativ gering dar (Grafik 1, Tabelle 8 im Anhang). 
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Grafik 1: Mittelwerte der relativen Anteile einzelner Leukozyten [%] nach Per-

coll®-Isolierung; n = 74 
 

 

4.1.3 Depletion adhärenter Zellen 
 
4.1.3.1 Einfluss der Adhärenz auf die Zellzusammensetzung 
 
Die Gesamtleukozytenzahl verringerte sich durch Adhärenz von einem geometrischen 

Mittelwert von 4,72 x 109/l direkt nach Percoll®-Isolierung auf einen geometrischen Mit-

telwert von 2,34 x 109/l nach Adhärenz (Tabelle 2, Tabellen 9b-c im Anhang). Diese Re-

duktion erwies sich mit einem p-Wert von p < 0,001 als statistisch hoch signifikant. 

 

Bei den relativen Anteilen der Leukozyten konnte ein leichter Anstieg des Lymphozy-

tenanteils von 91,6 % direkt nach Percoll®-Isolierung auf 92,49 % nach Adhärenz fest-

gestellt werden. Dieser Anstieg stellte sich jedoch als nicht signifikant heraus (Grafik 2, 

Tabelle 2, Tabellen 9b-c im Anhang). 
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Tabelle 2: Gesamtleukozytenzahl isolierter Leukozyten und relative Anteile der Leu-
kozyten am Zellisolat vor und nach Adhärenz; n = 20  

vor Adhärenz nach Adhärenz

Zellzahl Advia [109/l] 1) 4,72 ; 2,19 2,34 ; 2,30

Lymphozyten [%] 2) 91,60 ± 4,71 92,49 ± 4,58

Neutrophile Granulozyten [%] 1) 1,04 ; 1,95 1,03 ; 2,03

Eosinophile Granulozyten [%] 1) 3,53 ; 1,95 2,92 ; 2,14

Monozyten [%] 1) 1,79 ; 2,10 1,47 ; 1,96

1) Xg; SF
2) X ± s

 
Bei den kontaminierenden Zellen (Monozyten sowie neutrophile und eosinophile Gra-

nulozyten) resultierte die Adhärenz dagegen in einer geringgradigen Reduktion der rela-

tiven Zellanteile der Monozyten und eosinophilen Granulozyten (Grafik 3, Tabelle 2, Ta-

bellen 9b-c im Anhang). Diese Reduktion erwies sich jedoch lediglich bei den eosinophi-

len Granulozyten mit einem p-Wert von 0,02 als statistisch schwach signifikant, wäh-

rend die Reduktion der Monozyten statistisch nicht signifikant ausfiel. Die relativen An-

teile der neutrophilen Granulozyten blieben durch die Adhärenz dagegen nahezu unbe-

einflusst (Grafik 3, Tabelle 2, Tabellen 9b-c im Anhang).  
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Grafik 2: Relativer Anteil isolierter Lymphozyten [%] vor und nach Adhärenz; Mit-

telwert und Standardabweichung; n = 20 
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Grafik 3: Relativer Anteil kontaminierender Zellen [%] vor und nach Adhärenz; 

geometrischer Mittelwert und Streufaktor; n = 20 
 
 
4.1.3.1.1 Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten adhären-

ter Zellen 
 

Bei der Gesamtleukozytenzahl der adhärenten Zellen konnte keine statistische Signifi-

kanz ermittelt werden, da es nicht in allen Fällen gelang, die adhärenten Zellen komplett 

vom Boden der Plastikflaschen abzulösen. Dadurch war die Zahl der untersuchten Hun-

de, deren Daten in die Statistik einflossen, nur äußerst gering. Dennoch kann festgehal-

ten werden, dass die Zellausbeute der adhärenten Zellen äußerst gering war. Die Daten 

sind trotz fehlender statistischer Signifikanz in Tabelle 9d im Anhang dargestellt. 

 

Auch von den adhärenten Zellen wurden die relativen Anteile der Leukozyten mittels 

Advia bestimmt, obgleich die Ergebnisse keine statistische Signifikanz aufweisen (s. 

Gesamtleukozytenzahl). Unter den adhärenten Zellen stellten Lymphozyten mit einem 

Anteil von ca. 41 % die stärkste Fraktion dar. Aber auch eosinophile und neutrophile 

Granulozyten waren im arithmetischen Mittel mit ca. 29 % bzw. mit ca. 20 % zahlreich 

vertreten. Der Anteil der Monozyten betrug dagegen lediglich ca. 8 %, wobei generell 

hohe Standardabweichungen zu verzeichnen waren (Tabelle 9d im Anhang). 
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4.1.3.2 Einfluss der Adhärenz auf die spontane zytotoxische Aktivität 
 
Bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 50:1 wurden jeweils arithmetischer Mittel-

wert und Standardabweichung der spontanen zytotoxischen Aktivität gegenüber CTAC-

Zellen vor und nach Adhärenz bestimmt. Dabei wird unter der Bezeichnung „vor Adhä-

renz“ die Zytotoxizität der Effektorzellen direkt nach Percoll®-Isolierung dargestellt. 

Vor Adhärenz ergab sich ein arithmetischer Mittelwert der spontanen zytotoxischen Ak-

tivität gegenüber CTAC-Zellen von 24,2 % (Standardabweichung 17,4 %). Nach Adhä-

renz halbierte sich dieser Wert bei einer ebenso hohen Standardabweichung annähernd 

auf 13,3 % (Grafik 4, Tabelle 9e im Anhang). Diese doch beachtliche Reduktion der 

spontanen Zytotoxizität stellte sich mit einem p-Wert von 0,01 als statistisch signifikant 

dar. 
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Grafik 4: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten [%] gegenüber 

CTAC- Zellen vor und nach Adhärenz; E/T ratio 50:1; Mittelwert und 
Standardabweichung; n = 12 

 

4.1.3.2.1 Spontane zytotoxische Aktivität der adhärenten Zellen 
 

Die angestrebte Ermittlung der Zytotoxizität der adhärenten Zellen konnte aufgrund 

zu geringer Zellausbeute (s. oben) nur in drei Fällen mit einem Effektor-Zielzellverhält-

nis von 50:1 durchgeführt werden. Daher wurde auf die Darstellung dieser Ergebnisse 

verzichtet. 
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4.1.4 Depletion adhärenter und phagozytierender Zellen  
 
4.1.4.1 Morphologische Darstellung der Eisenphagozytose und des  

α-Naphtylacetatesterasegehaltes in Monozyten 
 

Zur Charakterisierung von Monozyten wurde neben der Eisenphagozytose gleichzeitig 

auch der α-Naphtylacetatesterasegehalt beurteilt. Bei lichtmikroskopischer Betrachtung 

in Ölimmersion konnten Monozyten aufgrund ihrer dunkelbraunen, körnigen Farbreak-

tion identifiziert werden. In einigen Monozyten war auch Carbonyleisen als grauschwar-

ze Körnchen im Zytoplasma zu erkennen (Abb. 4a-b). In anderen Leukozyten konnte im 

Gegensatz dazu kein phagozytiertes Carbonyleisen nachgewiesen werden (Abb. 4a). 

 

4.1.4.2 Einfluss der Phagozytose auf die Zellzusammensetzung 
 
Bei kombinierter Anwendung von Adhärenz und Phagozytose, im Folgenden nur als 

Phagozytose bezeichnet, konnte eine hoch signifikante Reduktion (p < 0,0001) der Ge-
samtleukozytenzahl im Vergleich zur Leukozytenzahl nach Adhärenz beobachtet wer-

den. Die bereits unter 4.1.3.1 beschriebene hoch signifikante Abnahme der Gesamtleu-

kozytenzahl durch Adhärenz verglichen mit der Gesamtleukozytenzahl nach Percoll®-

Isolierung bestätigte sich somit (p < 0,0001, Tabelle 3, Tabellen 10b-d im Anhang). 

 

Tabelle 3: Gesamtleukozytenzahl isolierter Leukozyten und relative Anteile der Leu-
kozyten am Zellisolat vor und nach Adhärenz sowie nach Phagozy-
tose; n = 8 

vor Adhärenz nach Adhärenz nach Phagozytose

ZZ Advia [109/l] 1) 4,83 ; 1,71 2,62 ; 1,79 1,80 ; 1,63

Lymphozyten [%] 2) 92,71 ± 2,54 93,42 ± 3,17 93,39 ± 3,01

Neutrophile G. [%] 1) 1,56 ; 1,50 1,33 ; 1,62 1,67 ; 3,50

Eosinophile G. [%] 1) 3,34 ; 1,72 2,72 ; 2,05 3,37 ; 2,00

Monozyten [%] 1) 2,10 ; 1,71 1,56 ; 1,89 0,69 ; 1,64

1) Xg; SF
2) X ± s
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Nach Bestimmung der relativen Leukozytenanteile im Advia vor und nach Adhärenz 

sowie nach Phagozytose zeigten Monozyten nach Adhärenz erneut eine nicht signifi-

kante Verringerung ihres relativen Anteils (vgl. 4.1.3.1). Durch zusätzliche Phagozyto-
se kam es zu einer weiteren, jetzt allerdings signifikanten Reduktion des relativen Mo-

nozytenanteils (p = 0,007). Eine vollständige Monozytendepletion konnte allerdings 

auch auf diesem Weg nicht erzielt werden (Grafik 5).  
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Grafik 5: Relative Anteile kontaminierender Zellen vor und nach Adhärenz so-

wie nach Phagozytose; geometrischer Mittelwert und Streufaktor;  
n = 8 

 
Um den Einfluss der durchgeführten Depletionsverfahren auf die Monozytenzahl besser 

aufzuzeigen, wurde die vor Adhärenz bestimmte Monozytenzahl als 100 % dargestellt 

(Grafik 6). Durch Adhärenz verringerte sich der relative Monozytenanteil um ca. 26 % 

nicht signifikant (p = 0,22). Erst die Kombination von Adhärenz und Zugabe von Carbo-

nyleisen (Phagozytose) bewirkte mit p = 0,007 eine signifikante Reduktion der Mono-

zyten um ca. 67 % (Grafik 6).  

Auch nach kombinierter Adhärenz und Phagozytose ist also noch ca. ein Drittel des ur-

sprünglichen Monozytenanteils im Isolat enthalten. 
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Grafik 6: Relativer Anteil von Monozyten nach Adhärenz bzw. nach Phagozy-

tose im Vergleich zum Monozytenanteil vor Adhärenz (entspricht 100 %); 
geometrischer Mittelwert und Streufaktor; n = 8  

 

Die relativen Anteile von Lymphozyten (Grafik 7) sowie neutrophilen und eosinophi-
len Granulozyten (Grafik 5) zeigten dagegen nur geringfügige, nicht signifikante Verän-

derungen. Die unter 4.1.3.1 beschriebene Reduktion des relativen Anteils eosinophiler 

Granulozyten nach Adhärenz bestätigte sich zwar, stellte sich hier bei einer geringeren 

Anzahl untersuchter Hunde allerdings nicht als statistisch signifikant dar. 
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Grafik 7: Relativer Anteil isolierter Lymphozyten [%] vor und nach Adhärenz so-

wie nach Phagozytose; Mittelwert und Standardabweichung; n = 8  
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4.1.4.3 Einfluss der Phagozytose auf die spontane zytotoxische Aktivität 
 
Bestimmt wurden die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichung der spon-

tanen zytotoxischen Aktivität gegenüber CTAC- und Vero-Zellen bei einem Effektor-

Zielzellverhältnis von 100:1.  

Gegenüber CTAC-Zellen verringerte sich der nach Adhärenz bestimmte arithmetische 

Mittelwert der spontanen zytotoxischen Aktivität von 20,2 % um fast die Hälfte auf 

10,9 % nach Phagozytose (Grafik 8, Tabelle 10e im Anhang). Mit p = 0,21 war diese 

Reduktion jedoch nicht statistisch signifikant. 

 

Wegen des hohen Zellverlustes bei den jeweiligen Depletionsverfahren konnte die 

spontane zytotoxische Aktivität gegenüber Vero-Zellen als Negativkontrolle nur nach 

Adhärenz bestimmt werden, jedoch nicht nach der Kombination von Adhärenz und Pha-

gozytose (Grafik 8). Eine Zytotoxizität gegenüber Vero-Zellen war jedoch nicht nachzu-

weisen (Grafik 8, Tabelle 10e im Anhang). 
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Grafik 8: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten [%] nach Adhä-

renz (CTAC- und Vero-Zellen) sowie nach Phagozytose (CTAC-Zellen); 
E/T ratio 100:1; Mittelwert und Standardabweichung; n = 8 

 

Wie auch aus Grafik 8 ersichtlich, war bei beiden Depletionsverfahren eine hohe Stan-

dardabweichung der spontanen zytotoxischen Aktivität zu beobachten (Tabelle 10e im 

Anhang).  
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4.1.5 Depletion von CD4+- und CD8+-Zellen 
 

4.1.5.1 Morphologische Darstellung der gebundenen Lymphozyten an Dyna-
beads® 

 

Die Bindung CD4+- und CD8+-Zellen wurde bei jedem Hund nach Inkubation der isolier-

ten Effektorzellen mit den gekoppelten Dynabeads® lichtmikroskopisch kontrolliert. In 

Abbildung 5a sind CD8+-Zellen nach Kernechtrotfärbung dargestellt, die an mit Primär- 

und Sekundärantikörpern gekoppelte Dynabeads® gebunden sind. Dabei war meist die 

Bindung mehrerer Beads an eine CD8+-Zelle zu beobachten, die häufig in einer Roset-

tenbildung der Beads um eine CD8+-Zelle resultierte. Es traten aber auch Agglomerate 

von mehreren Lymphozyten mit an ihrer Oberfläche gebundenen Magnetkügelchen auf. 

Gleiches war bei der rasterelektronenmikroskopischen Darstellung CD8+-Zellen zu 

beobachten, wobei die Rosettenbildung hier besonders gut zu erkennen war (Abb. 5b, 

Abb. 6-7).   

 

4.1.5.2 Einfluss der Depletion von CD4+-Zellen auf die Zellzusammensetzung 
 

Die Gesamtleukozytenzahl verringerte sich durch Inkubation der Percoll®-isolierten Ef-

fektorzellen mit Rat anti-Dog CD4 deutlich um ca. 58 %. Dabei stellte sich diese Reduk-

tion der Gesamtleukozytenzahl mit einem p-Wert von < 0,0001 hoch signifikant dar (Ta-

belle 4, Tabellen 11b-c im Anhang). 

 

Tabelle 4: Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten vor und 
nach Depletion CD4+-Zellen; Mittelwert und Standardabweichung; n = 19 

vor Depletion nach Depletion

ZZ Advia [109/l] 7,43 ± 8,42 3,07 ± 4,31

Lymphozyten [%] 92,07 ± 2,44 91,67 ± 3,89

Neutrophile Granulozyten [%] 1,96 ± 1,09 2,72 ± 1,87

Eosinophile Granulozyten [%] 3,19 ± 1,52 3,44 ± 1,59

Monozyten [%] 2,35 ± 1,16 1,82 ± 1,44
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Nach der Depletion CD4+-Zellen konnte bei den verschiedenen Leukozyten lediglich  

ein signifikanter Anstieg des relativen Anteils neutrophiler Granulozyten beobachtet 

werden (p = 0,03). Ansonsten fiel kein signifikanter Unterschied in der Leukozytenver-

teilung auf (Grafik 9, Tabelle 4, Tabellen 11b-c im Anhang), insbesondere war auch die 

geringfügige Abnahme des relativen Lymphozytenanteils statistisch nicht signifikant. 
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Grafik 9: Relative Anteile isolierter Leukozyten [%] vor und nach Depletion CD4+-

Zellen; Mittelwert und Standardabweichung; n = 19 
 

4.1.5.3 Einfluss der Depletion von CD4+-Zellen auf die spontane zytotoxi-
sche Aktivität 

 

Untersucht wurden die Effektor-Zielzellverhältnisse 100:1, 50:1 und 25:1, wobei jeweils 

die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabweichung der spontanen zytotoxi-

schen Aktivität gegenüber CTAC- und Vero-Zellen bestimmt wurden.  

 

Gegenüber CTAC-Zellen ergab sich direkt nach Percoll®-Isolierung bei einem Effektor-

Zielzellverhältnis von 100:1 eine zytotoxische Aktivität von 37,3 % im arithmetischen 

Mittel bei einer Standardabweichung von 31,2 %. Nach Depletion CD4+-Zellen konnte 
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dagegen ein arithmetischer Mittelwert der spontanen zytotoxischen Aktivität gegenüber 

CTAC-Zellen von 42,0 % mit einer geringeren Standardabweichung von 21,8 % ermit-

telt werden (Grafik 10, Tabellen 11d-e im Anhang). Dieser geringe Anstieg der Zytotoxi-

zität stellte sich mit einem p-Wert von p > 0,05 jedoch als nicht signifikant dar. 

 

Auch bei den Effektor-Zielzellverhältnissen 50:1 und 25:1 veränderte sich die zytotoxi-

sche Aktivität gegenüber CTAC-Zellen nach Depletion CD4+-Zellen kaum. Bei dem Ef-
fektor-Zielzellverhältnis von 50:1 zeigte sich mit einem arithmetischen Mittelwert von 

44,8 % vor Depletion CD4+-Zellen zwar ein leichter Anstieg des arithmetischen Mittel-

werts nach Depletion auf 46,7 %. Dieser Anstieg war mit p = 0,59 jedoch nicht signifi-

kant (Grafik 10, Tabellen 11d-e im Anhang). 
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Grafik 10: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten [%] gegenüber 

CTAC- Zellen vor und nach Depletion CD4+-Zellen; E/T ratio 100:1, 
50:1 und 25:1; Mittelwert und Standardabweichung; n = 19 

 

Beim Vergleich der arithmetischen Mittelwerte vor und nach Depletion CD4+-Zellen 

konnte bei dem Effektor-Zielzellverhältnis von 25:1 sogar ein leichtes Absinken der 

Zytotoxizität von 31,7 % auf 29,4 % beobachtet werden. Dieser Unterschied war mit 

p = 0,51 jedoch ebenfalls nicht signifikant (Grafik 10, Tabellen 11d-e im Anhang). 
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Gegenüber Vero-Zellen konnte bei dem Effektor-Zielzellverhältnis von 100:1 eine 

nicht signifikante Reduktion der Zytotoxizität von einem arithmetischen Mittelwert von 

2,8 % vor Depletion CD4+-Zellen auf –9,9 % nach Depletion dieser Zellen beobachtet 

werden (Grafik 11, Tabellen 11d-e im Anhang).  

 

Bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 50:1 war ein arithmetischer Mittelwert von 

13,9 % vor Depletion sowie ein nahezu unveränderter arithmetischer Mittelwert von 

16,0 % nach Depletion zu verzeichnen (p > 0,05; Grafik 11, Tabellen 11d-e im Anhang). 

 

Bei dem ebenfalls untersuchten Effektor-Zielzellverhältnis von 25:1 war dagegen ein 

Absinken des arithmetischen Mittelwerts der spontanen zytotoxischen Aktivität gegen-

über Vero-Zellen von 11,8 % vor Depletion CD4+-Zellen auf 3,0 % nach Depletion die-

ser Zellen zu beobachten. Auch in diesem Fall stellte sich das Absinken der Zytotoxizi-

tät jedoch als nicht signifikant dar (Grafik 11, Tabellen 11d-e im Anhang).  

Wie in Grafik 11 weiterhin zu sehen ist, ergab sich bei Bestimmung der Zytotoxizität bei 

allen eingesetzten Effektor-Zielzellverhältnissen eine relativ hohe Standardabweichung 

(s. auch Tabellen 11d-e im Anhang). 
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Grafik 11: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten [%] gegenüber 

Vero-Zellen vor und nach Depletion CD4+-Zellen; E/T ratio 100:1, 50:1 
und 25:1; Mittelwert und Standardabweichung; n = 19  
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4.1.5.4 Einfluss der Depletion von CD8+-Zellen auf die Zellzusammensetzung 
 

Die Depletion CD8+-Zellen resultierte in einer Reduktion der Gesamtleukozytenzahl 
von etwas mehr als 50 %. Dabei erwies sich die Erniedrigung der Zellzahl mit 

p = 0,0001 als hoch signifikant (Tabelle 5, Tabellen 12b-c im Anhang).  

 

Tabelle 5: Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten vor und 
nach Depletion CD8+-Zellen; Mittelwert und Standardabweichung; n = 18 

vor Depletion nach Depletion

ZZ Advia [109/l] 8,39 ± 6,62 3,85 ± 3,30

Lymphozyten [%] 91,88 ± 3,16 91,15 ± 2,81

Neutrophile Granulozyten [%] 1,55 ± 1,53 1,92 ± 1,54

Eosinophile Granulozyten [%] 3,89 ± 2,36 4,04 ± 2,31

Monozyten [%] 2,17 ± 1,20 2,21 ± 1,37
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Grafik 12: Relative Anteile isolierter Leukozyten [%] vor und nach Depletion CD8+-

Zellen; Mittelwert und Standardabweichung; n = 18 
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Ein signifikanter Einfluss der Depletion CD8+-Zellen auf die Leukozytenarten konnte 

nicht beobachtet werden (Tabelle 5, Tabellen 12b-c im Anhang, Grafik 12).  

 

4.1.5.5 Einfluss der Depletion von CD8+-Zellen auf die spontane zytotoxi-
sche Aktivität 

 

Bestimmt wurden erneut jeweils die arithmetischen Mittelwerte und die Standardabwei-

chung der spontanen zytotoxischen Aktivität gegenüber CTAC- und Vero-Zellen bei den 

Effektor-Zielzellverhältnissen 100:1, 50:1 und 25:1. 

 

Gegenüber CTAC-Zellen ergab sich direkt nach Percoll®-Isolierung bei einem Effektor-

Zielzellverhältnis von 100:1 ein arithmetischer Mittelwert der zytotoxischen Aktivität 

von 28,1 % bei einer Standardabweichung von 35,0 %. Nach Depletion CD8+-Zellen er-

höhte sich dieser Wert auf 43,1 % bei einer Standardabweichung von 23,0 %. Dieser 

Anstieg der zytotoxischen Aktivität gegenüber CTAC-Zellen um den Faktor 1,5 war mit 

einem p-Wert von 0,07 jedoch statistisch nicht signifikant (Grafik 13, Tabellen 12d-e im 

Anhang). 

 

Bei den Effektor-Zielzellverhältnissen 50:1 und 25:1 konnten ebenfalls keine signifikan-

ten Veränderungen der spontanen zytotoxischen Aktivität gegenüber CTAC-Zellen nach 

Depletion CD8+-Zellen beobachtet werden. Bei dem Effektor-Zielzellverhältnis von 
50:1 betrug der arithmetische Mittelwert der Zytotoxizität vor Depletion CD8+-Zellen 

36,0 % bei einer Standardabweichung von 21,0 %. Der arithmetische Mittelwert nach 

Depletion lag fast unverändert bei 37,3 % (Standardabweichung 15,5 %). 

 

Bei dem Effektor-Zielzellverhältnis von 25:1 war mit einem arithmetischen Mittelwert 

von 15,3 % vor Depletion CD8+-Zellen und einem Mittelwert von 19,6 % nach der De-

pletion ebenfalls ein nur geringfügiger Anstieg zu verzeichnen. Die Standardabwei-

chung erwies sich in beiden Fällen als hoch (Grafik 13, Tabellen 12d-e im Anhang). 
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Grafik 13: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten [%] gegenüber 

CTAC-Zellen vor und nach Depletion CD8+-Zellen; E/T ratio 100:1, 
50:1 und 25:1; Mittelwert und Standardabweichung; n = 18 

 

Gegenüber Vero-Zellen konnte bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 100:1 ein 

statistisch nicht signifikanter Anstieg der zytotoxischen Aktivität nach Depletion CD8+-

Zellen von 8,0 % auf 18,9 % festgestellt werden (arithmetische Mittelwerte, p = 0,06). 

Die Standardabweichung lag jeweils bei etwa 20 % (Grafik 14, Tabellen 12d-e im An-

hang). 

 

Bei den Effektor-Zielzellverhältnissen 50:1 und 25:1 war ebenfalls ein leichter, nicht sig-

nifikanter Anstieg der Zytotoxizität gegenüber Vero-Zellen zu verzeichnen. Dabei stieg 

der arithmetische Mittelwert der spontanen zytotoxischen Aktivität bei dem Effektor-
Zielzellverhältnis 50:1 von - 4,4 % vor auf (+) 4,4 % nach Depletion CD8+-Zellen.  

 

Bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 25:1 betrug die mittlere Zytotoxizität vor De-

pletion CD8+-Zellen 1,3 %. Nach Depletion erhöhte sich der arithmetische Mittelwert auf 

9,1 % (p > 0,05, Grafik 14, Tabellen 12d-e im Anhang).  
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Grafik 14: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten [%] gegenüber 

Vero-Zellen vor und nach Depletion CD8+-Zellen; E/T ratio 100:1, 50:1 
und 25:1; Mittelwert und Standardabweichung; n = 18 

 

 

4.2 Zytotoxizität von Zellkulturüberständen nach 
Koinkubation von Ziel- und Effektorzellen 

 

4.2.1 Isolierung von Effektorzellen 
 

Die Ergebnisse der Percoll®-Isolierung (s. 3.1.2) sind in Tabelle 6 und in Tabelle 13b im 

Anhang dargestellt. Die Werte für die Gesamtleukozytenzahl und die relativen Anteile 

der einzelnen Leukozytenarten liegen in ähnlicher Höhe wie diejenigen der bereits 

durchgeführten Isolierungen (Tabellen 10b, 11b, 12b im Anhang).  

 



4     Ergebnisse  66 

Tabelle 6: Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten nach Per-
coll®-Isolierung; n = 8 

Percoll®-Isolierung

Zellzahl Advia [109/l] 1) 6,92 ; 2,82

Lymphozyten [%] 2) 89,34 ± 3,79

Neutrophile Granulozyten [%] 1) 1,86 ; 1,86

Eosinophile Granulozyten [%] 1) 3,09 ; 2,14

Monozyten [%] 1) 3,80 ; 1,66

1) Xg; SF
2) X ± s

 
 

4.2.2 Spontane zytotoxische Aktivität von Zellkulturüberständen 
 

Der auf Platte I durchgeführte Nachweis spontaner zytotoxischer Aktivität der direkt 

nach Percoll®-Isolierung erhaltenen Effektorzellen (Zytox 1) ergab im arithmetischen 

Mittel eine zytotoxische Aktivität gegenüber CTAC-Zellen von 30,9 % bei einer Stan-

dardabweichung von 18,2 % (Schema 5, Grafik 15, Tabelle 13c im Anhang). Der arith-

metische Mittelwert der Zytotoxizität gegenüber Vero-Zellen betrug dagegen -9,6 % mit 

einer sehr hohen Standardabweichung von 31,8 % (Grafik 16, Tabelle 13d im Anhang). 

Dabei stellte sich der Unterschied zwischen der spontanen zytotoxischen Aktivität von 

CTAC-Zellen und Vero-Zellen mit p = 0,006 statistisch signifikant dar.  

 

Bei der anschließend überprüften spontanen zytotoxischen Aktivität von Kulturüberstän-

den der Platte I (Zytox 2, Schema 5) konnte sowohl gegenüber CTAC- als auch gegen-

über Vero-Zellen keine spontane zytotoxische Aktivität gemessen werden. Der arithme-

tische Mittelwert der Zytotoxizität der Überstände gegenüber CTAC-Zellen betrug 4,2 % 

bei einer Standardabweichung von 2,5 % (Grafik 15, Tabelle 13c im Anhang). Mit einem 

p-Wert von p = 0,002 stellte sich dieses Ergebnis ebenfalls statistisch signifikant dar. 
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Schema 5: Zytotoxizität der Überstände (Versuchsaufbau) 

 

Der arithmetische Mittelwert der spontanen Zytotoxizität gegen Vero-Zellen lag mit 

-2,0 % und einer Standardabweichung von 8,9 % im negativen Bereich (p > 0,05, Gra-

fik 16, Tabelle 13d im Anhang).  

Somit war weder gegenüber CTAC- noch gegenüber Vero-Zellen eine spontane zyto-

toxische Aktivität der Zellkulturüberstände nachweisbar. 

 

Auch die zentrifugierten Überstände der Effektorzellen, die vor Überführen auf Platte II 

noch keinen Zielzellkontakt hatten, zeigten praktisch keine Zytotoxizität (Zytox 3, Sche-

ma 5). 

C C C 

C C C 

C C C 

C C C 

V V V 

V V V 

V V V 

V V V 

C C C 

C C C 

V V V 

V V V 

Zentrifugation

= Effektorzellen  = Vero-Zellen

Platte I Platte II 

= Überführen des Überstandes von Platte I auf Platte II 

C C C 

C C C 

C C C 

C C C 

C C C 

C C C 

V V V 

V V V 

V V V 

V V V 

V V V 

V V V 

= Zytox 1 = Zytox 2 = Zytox 3 

 = CTAC-Zellen C V 



4     Ergebnisse  68 

-10

0

10

20

30

40

50

Zy
to

to
xi

zi
tä

t [
%

]

Zytox 1 Zytox 2 Zytox 3

CTACCTAC

Zytox 1 = E/T ratio 100:1
Zytox 2 = Überstand E/T ratio 100:1
Zytox 3 = Überstand Effektorzellen allein

 
Grafik 15: Spontane zytotoxische Aktivität Percoll®-isolierter Leukozyten und 

deren Überstände [%] gegenüber CTAC-Zellen; Mittelwert und Standard-
abweichung; n = 8 
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Grafik 16: Spontane zytotoxische Aktivität Percoll®-isolierter Leukozyten und 

deren Überstände [%] gegenüber Vero-Zellen; Mittelwert und Standard-
abweichung; n = 8 
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Gegenüber CTAC-Zellen konnte ein arithmetischer Mittelwert der spontanen Zytotoxizi-

tät von lediglich 3,2 % mit einer Standardabweichung von 5,0 % gemessen werden 

(Grafik 15, Tabelle 13c im Anhang), mit einem p-Wert von p > 0,05 war dieses Ergebnis 

jedoch statistisch nicht signifikant.  

 

Auch gegenüber Vero-Zellen war mit einem arithmetischen Mittelwert der spontanen 

Zytotoxizität von -7,1 % keine zytotoxische Aktivität nachweisbar (p = 0,04, Grafik 16, 

Tabelle 13d im Anhang). 

 

Der Vergleich der unter Zytox 2 und Zytox 3 ermittelten Zytotoxizitäten erwies sich mit  

p jeweils > 0,05 weder gegenüber CTAC-Zellen noch gegenüber Vero-Zellen als statis-

tisch signifikant.  

 

 

4.3 Korrelation von Lymphozytenreinheit und Zytotoxi-
zität 

 

Weder bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 100:1 noch von 50:1 ergab sich ein sta-

tistisch signifikanter Zusammenhang (p > 0,05) zwischen der durchschnittlichen Zyto-

toxizität und dem relativen Lymphozytengehalt der isolierten Zellsuspension, wie dies 

anhand einer linearen Regressionsanalyse untersucht wurde (Grafiken 17 und 18, Ta-

bellen 14a-b im Anhang). 
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Grafik 17:  Lineare Regressionsanalyse von Lymphozytenreinheit und Zytotoxi-

zität; E/T ratio 100:1; n = 46 
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Grafik 18: Lineare Regressionsanalyse von Lymphozytenreinheit und Zytotoxi-

zität; E/T ratio 50:1; n = 14 
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4.4 Einfluss der Haltung und des Geschlechts der Blut-
spender auf die Zytotoxizität 

 

Nach Einteilung der untersuchten Hunde in Haltungsgruppen (s. 3.1.1, Tabelle 7 im An-

hang) ergab sich bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 100:1 ein deutlicher Unter-

schied zwischen den zu vergleichenden Gruppen (Grafik 19). Für die Gruppe der Klinik-

hunde konnte insgesamt (männliche und weibliche Tiere zusammengenommen) ein 

arithmetischer Mittelwert der spontanen zytotoxischen Aktivität von 28,7 % ermittelt wer-

den, der in der Gruppe der Privathunde auf 60,1 % anstieg (Tabellen 15a-b im Anhang). 

Die Standardabweichung lag mit 16,4 % bei den Klinikhunden und 21 % bei den unter-

suchten Privathunden jeweils in einem ähnlichen Bereich. Der beobachtete Gruppenun-

terschied war mit p = 0,003 statistisch signifikant. 
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Grafik 19: Spontane zytotoxische Aktivität von Klinikhunden und Privathunden 
in [%] gegenüber CTAC-Zellen; E/T ratio 100:1 und 50:1; Mittelwert und 
Standardabweichung 

 

Bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 100:1 können zum Vergleich der Zytotoxizitä-

ten der Klinik- und Privathunde auch die Ergebnisse des Hundes „Tine“ herangezogen 

werden, deren Blut sowohl als Klinikhund als auch zu einem späteren Zeitpunkt als Pri-

vathund für die Untersuchungen zur Verfügung stand. Auch hier zeigte sich ein Anstieg 

der zytotoxischen Aktivität von 58,3 % in Gruppenhaltung in der Klinik auf 89,5 % nach 

Blutentnahme in Privathaltung (Tabellen 15a-b im Anhang, Hund Nr. 14 bzw. 31). 
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Im Gegensatz dazu stellten sich die Unterschiede in der zytotoxischen Aktivität der Ver-

gleichsgruppen bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 50:1 als nicht signifikant dar. 

Hier lag der arithmetische Mittelwert der spontanen Zytotoxizität mit 29,4 % in der Grup-

pe der Klinikhunde zwar unter dem der Privathunde mit 38,6 %, unterschied sich jedoch 

nicht so deutlich wie bei dem Effektor-Zielzellverhältnis von 100:1 (Grafik 19). Die Stan-

dardabweichung betrug bei den Klinikhunden 18,4 % sowie 24,2 % bei den Privathun-

den (Tabellen 15c-d im Anhang). 

 

Bei der Untersuchung eines Geschlechtseinflusses auf die spontane zytotoxische Akti-

vität der verschiedenen Haltungsgruppen konnte kein statistisch signifikanter Unter-

schied festgestellt werden. 
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5 DISKUSSION 
 

5.1 Monozyten  
 

5.1.1 Depletion von Monozyten 
 

5.1.1.1 Adhärenz 
 

Die Adhärenz wurde bei Mensch (HELFAND et al., 1982) und Schwein (YANG et al., 

1987) als effektives und gut durchführbares Verfahren zur Depletion oder zur Gewin-

nung von Monozyten beschrieben. Auch beim Hund wurde die Adhärenz zur Monozy-

tendepletion eingesetzt (KNAPP et al., 1993). In vorliegender Arbeit zeigten jedoch  Mo-

nozyten des Hundes eine geringere Adhärenz als die von Mensch und Schwein. So er-

zielten YANG et al. (1987) beim Schwein eine Monozytenreinheit der adhärenten Zellen 

von über 99 %. Auch beim Menschen handelte es sich bei den adhärenten Zellen mit 

einem Anteil von mehr als 95 % hauptsächlich um Monozyten (HELFAND et al., 1982). 

So verringerte sich in den Untersuchungen von HELFAND et al. (1982) der Anteil der 

Monozyten am Isolat von 10 – 25 % vor Adhärenz auf weniger als 1 % Monozyten nach 

Adhärenz. Beim Hund wurde in vorliegender Untersuchung durch Adhärenz dagegen 

lediglich eine nicht signifikante Reduktion der Monozyten um ca. 26 % erzielt. Auch 

KRAKOWKA et al. (1983/1984) konnten beim Hund durch Adhärenz selten mehr als 

50 % der ursprünglich vorhandenen Monozyten entfernen.  

 

Die in vorliegender Arbeit beobachtete Reduktion der Gesamtleukozytenzahl durch Ad-

härenz stellte sich beim Hund mit ungefähr 50 % höher dar (Ergebnis hoch signifikant) 

als die von BERMAN et al. (2000) für den Menschen beschriebene Reduktion um 

durchschnittlich ein Drittel. Dies könnte darauf zurückzuführen sein, dass beim Hund 

neben Monozyten auch andere Leukozytenarten eine Adhärenz an Plastikoberflächen 

zeigen. SHAW et al. (1984) bestimmten unter den adhärenten Zellen einen Anteil an 

Monozyten von 67 %. Neutrophile Granulozyten und Lymphozyten zeigten in ihrer Un-

tersuchung ebenfalls eine Adhärenz. KURZMANN et al. (1993) beobachteten beim 

Hund auch eine Adhärenz eosinophiler Granulozyten. Ihren Untersuchungen zufolge 
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befanden sich etwa 50 % Lymphozyten sowie etwa 8 % eosinophile Granulozyten und 

nur ca. 43 % Monozyten unter den adhärenten Zellen, was im Widerspruch zu der von 

HELFAND et al. (1982) und YANG et al. (1987) erwähnten Dominanz der Monozyten 

unter den adhärenten Zellen steht. 

 

Somit kann beim Hund keine sichere Depletion von Blutmonozyten durch Adhärenz al-

leine erreicht werden. Dies entspricht den Ergebnissen von KRAKOWKA et al. (1983/ 

1984), die für den Hund auch Monozyten beschreiben, welche nicht adhärent sind und 

somit von einer Depletion durch Adhärenz nicht erfasst werden. Auch DE BRUIN et al. 

(2005) beobachteten nach Adhärenz noch einen relativen Monozytenanteil von 8 % im 

Isolat. 

 

5.1.1.2 Phagozytose 
 

Die Zugabe von Carbonyleisen zu Blut oder zu einem Isolat erfolgt, um zusätzlich zu 

den adhärenten Eigenschaften auch phagozytierende Eigenschaften einiger Leukozy-

tenarten für ihre Depletion zu nutzen (RASKIN et al., 1989; KRAKOWKA et al., 1983/ 

1984). KRAKOWKA et al. (1983/1984) und DE BRUIN et al. (2005) steigerten beim 

Hund die mittels Adhärenz erzielte Reinheit eines Isolats durch zusätzliche Carbonylei-

senphagozytose und erreichten so eine effektivere Monozytendepletion. RINGLER et 

al. (1985) konnten durch Inkubation mit Carbonyleisen den Anteil phagozytierender Zel-

len von 9 – 14 % nach Isolierung über Ficoll-Hypaque auf 0 – 2 % im Zellisolat reduzie-

ren. Dies entspricht den Ergebnissen vorliegender Arbeit. Auch hier verblieben nach 

Carbonyleisenphagozytose im Mittel 0,69 % Monozyten im Zellisolat (geometrischer 

Mittelwert). Allerdings wird durch eine Kombination von Adhärenz und Phagozytose ge-

nau wie nach Adhärenz alleine keine vollständige Monozytendepletion beim Hund er-

reicht. KRAKOWKA et al. (1983/1984) führten diese Tatsache auf die Existenz nichtad-

härenter, nichtphagozytierender Monozyten zurück. So erzielten sie in ihren Untersu-

chungen durch Adhärenz selten eine Reduktion der Monozyten um mehr als 50 %. 

Durch zusätzliche Carbonyleisenphagozytose erhöhte sich diese Reduktion hingegen 

auf rund 75 %, was den hier gefundenen Ergebnissen in etwa entspricht. 

 

Die in der Literatur beschriebene verstärkte Monozytendepletion durch eine Kombina-

tion von Adhärenz und Carbonyleisenphagozytose im Vergleich zu alleiniger Adhärenz 
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bestätigte sich somit im Rahmen vorliegender Arbeit, und die Ergebnisse erwiesen sich 

mit p = 0,007 auch als statistisch signifikant.  

Durch Carbonyleisenzugabe muss allerdings im Vergleich zur Adhärenz alleine eine 

weitere, statistisch hoch signifikante (p < 0,001) Reduktion der Gesamtleukozytenzahl 

in Kauf genommen werden. 

 

5.1.1.3 Immunomagnetische Separation 
 

Sowohl die Depletion CD4+-Zellen als auch die Depletion CD8+-Zellen hatte keinen sig-

nifikanten Einfluss auf den prozentualen Monozytenanteil im Zellisolat. Dennoch war ein 

unspezifischer Zellverlust bei den Monozyten festzustellen, da der nach Depletion 

CD4+- und CD8+-Zellen eigentlich zu erwartende Anstieg der relativen Anteile anderer 

Leukozytenarten bei den Monozyten nicht beobachtet werden konnte. Eine unspezifi-

sche Bindung von Leukozyten an Dynabeads® konnte als Ursache hierfür in Vorversu-

chen bereits ausgeschlossen werden, nachdem isolierte Leukozyten mit Dynabeads® 

Sheep anti-Rat bzw. Dynabeads® Sheep anti-Mouse ohne entsprechende Primäran-

tikörper auf den Beads inkubiert wurden. GEE et al. (1991) wirkten einem unspezifi-

schen Zellverlust bei Depletion über immunomagnetische Separation durch Erhöhung 

des Volumens der Suspensionsflüssigkeit entgegen, um zwischen den Beads „gefan-

gene“, aber nicht über spezifische Antikörper gebundene Zellen in den Überstand zu 

überführen. In vorliegender Arbeit wurde allerdings schon mit relativ großen Flüssig-

keitsvolumina gearbeitet. Somit dürfte für den beobachteten Zellverlust der Leukozyten 

in erster Linie eine Adhärenz dieser Zellen an der Glasoberfläche des bei Depletion ver-

wendeten Zentrifugenröhrchens verantwortlich gewesen sein. Eine eindeutige Klärung 

dieser Frage war im Rahmen dieser Untersuchungen allerdings nicht möglich. 

 

5.1.2 Einfluss der Monozyten auf die spontane Zytotoxizität 
 

Der arithmetische Mittelwert der spontanen zytotoxischen Aktivität von Effektorzellen 

gegenüber CTAC-Zellen halbierte sich nach Adhärenz bei einer E/T ratio von 50:1 sta-

tistisch signifikant (p = 0,01). Auch nach der kombinierten Anwendung von Adhärenz 

und Phagozytose reduzierte sich die spontane zytotoxische Aktivität gegenüber CTAC-
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Zellen im Vergleich zur Adhärenz um annähernd die Hälfte (E/T ratio 100:1). Diese Re-

duktion erwies sich jedoch mit einem p-Wert von 0,21 als nicht signifikant. 

 

Demnach muss die spontane zytotoxische Aktivität sowohl von adhärenten als auch 

von phagozytierenden Zellen positiv beeinflusst werden. Da jedoch verschiedene Leu-

kozytenarten eine Adhärenz zeigen bzw. zur Phagozytose befähigt sind (SHAW et al., 

1984; KURZMANN et al., 1993; RIVAS et al., 1995; ROITT et al., 1995), ist noch nicht 

abschließend geklärt, welche Leukozyten für das Absinken der Zytotoxizität verantwort-

lich sind.  

 

Monozyten, deren prozentualer Anteil durch Adhärenz um 26 % sowie durch zusätzli-

che Phagozytose um ca. 67 % verringert wurde, wird prinzipiell sowohl eine direkte als 

auch eine indirekte Beteiligung an der Auslösung einer zytotoxischen Aktivität zu-

geschrieben. Zum einen zeigten sie nach Aktivierung selbst eine tumorschädigende 

Wirkung in vitro (SHAW et al., 1984). Zum anderen wird eine Beeinflussung der zyto-

toxischen Aktivität von NK-Zellen über Sekretion verschiedener Botenstoffe diskutiert, 

mit deren Hilfe Monozyten sowohl eine inhibitorische als auch eine stimulierende Wir-

kung auf die Zytotoxizität ausüben (MYSLIWSKA et al., 1992; LOUGHRAN et al., 1985; 

NOCERA et al., 1983; PONTAROLLO et al., 2002; GUENTHER et al., 1994). 

 

Außerdem wird eine zeitabhängige Beeinflussung der Zytotoxizität bei Depletion 

durch Adhärenz diskutiert. BLOOM et al. (1990) beschrieben beim Menschen nach De-

pletion der Monozyten durch 60-minütige Adhärenz ein Ansteigen der Zytotoxizität der 

verbliebenen Effektorzellen. Bei Inkubationszeiten von mehr als 12 Stunden kam es hin-

gegen zu einem Absinken ihrer Zytotoxizität. BLOOM et al. (1990) führten dies auf das 

Verhältnis von PGE und IL-1 zurück. Der Gehalt an PGE stieg bei Koinkubation von 

Effektorzellen und Monozyten mit der Inkubationsdauer an und wirkte sich umgekehrt 

proportional auf die Zytotoxizität aus (BLOOM et al., 1990). 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde ein Einfluss unterschiedlicher Inkubationszeiten der 

Adhärenz nicht untersucht. Eine Inkubationszeit der Percoll®-isolierten Zellen von zwei 

Stunden wurde gewählt, um auch bei der Kombination von Adhärenz und Carbonylei-

senphagozytose eine ausreichend lange Inkubationszeit für die Phagozytose zu ge-

währleisten.  
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Ein inhibitorischer Effekt von Monozyten auf die spontane zytotoxische Aktivität wird 

von MYSLIWSKA et al. (1992) für den Menschen beschrieben. Dabei war die Suppres-

sion der zytotoxischen Aktivität von Monozyten besonders bei Individuen ausgeprägt, 

bei denen nur eine geringe Zytotoxizität gemessen werden konnte. 

Beim Hund berichteten LOUGHRAN et al. (1985) ebenfalls von einer Unterdrückung 

der Zytotoxizität durch Monozyten, da in ihren Untersuchungen die Zytotoxizität nach 

Depletion von Monozyten und Makrophagen anstieg.  

 

Das in vorliegender Arbeit sowohl nach Adhärenz als auch nach Phagozytose beobach-

tete Absinken der spontanen Zytotoxizität wurde von anderen Autoren durch eine Re-
duktion der zytotoxischen Aktivität von NK-Zellen nach Depletion von Monozyten 

und Makrophagen bestätigt. RINGLER et al. (1985) berichteten beim Hund nach Deple-

tion phagozytierender Zellen von einem Absinken der Zytotoxizität von 17 – 66 %. Da-

bei führten sie diese Reduktion auf die nach Depletion fehlende Abgabe von IFN durch 

diese Zellen zurück, was auch von PONTAROLLO et al. (2002) für das Rind beschrie-

ben wurde. Nach TAN et al. (1993) erfolgt die Aktivierung von NK-Zellen beim Hund da-

gegen monozytenunabhängig, was den Untersuchungen von HELFAND et al. (1982) 

beim Menschen entspricht. 

 

Worauf das Absinken der Zytotoxizität nach Adhärenz und Phagozytose zurückzuführen 

ist, kann nicht eindeutig beantwortet werden, da neben Monozyten auch alle anderen 

Leukozytenarten eine Adhärenz zeigen bzw. auch Granulozyten grundsätzlich zur Pha-

gozytose fähig sind. Ein Einfluss von Monozyten auf die zytotoxische Aktivität von NK-

Zellen konnte jedenfalls nicht nachgewiesen werden.  

 

 



5     Diskussion  78 

5.2 Neutrophile Granulozyten 
 

5.2.1 Depletion neutrophiler Granulozyten 
 

5.2.1.1 Adhärenz 
 

Neben Monozyten zeigen auch neutrophile Granulozyten beim Hund eine Adhärenz an 

Plastikoberflächen (SHAW et al., 1984). Dementsprechend wurde die Adhärenz auch 

zur Depletion von Granulozyten eingesetzt (FUNK, 2001).  

 

Im Gegensatz dazu stellten sich die relativen Anteile neutrophiler Granulozyten in der 

hier vorgestellten Untersuchung nach zweistündiger Adhärenz nahezu unverändert dar 

(s. 4.1.3.1). Eine effektive Depletion neutrophiler Granulozyten durch Adhärenz konnte 

somit nicht erzielt werden. Dies entspricht den Beobachtungen von DE BRUIN et al. 

(2005) beim Hund. 

 

5.2.1.2 Phagozytose 
 

Neben der Depletion von Monozyten führt die Zugabe von Carbonyleisen zum Zellisolat 

auch zur Depletion anderer phagozytierender Leukozyten. RIVAS et al. (1995) setzen 

die Carbonyleisenphagozytose ein, um neutrophile Granulozyten aus Hundeblut zu ent-

fernen. Dazu versetzten sie Hundeblut mit HBSS und inkubierten es für 1 Stunde bei 

39° C im Wasserbad mit Carbonyleisen. Im Rahmen vorliegender Arbeit konnte jedoch 

keine signifikante Reduktion der neutrophilen Granulozyten durch Carbonyleisenzugabe 

beobachtet werden. Es trat vielmehr ein leichter, nicht signifikanter Anstieg der relativen 

Granulozytenanteile im Zellisolat nach Carbonyleisenzugabe auf. Dieser erklärt sich 

durch die signifikante Reduktion des relativen Monozytenanteils, da die Leukozytenar-

ten, die durch das Carbonyleisen unbeeinflusst bleiben, dann höhere relative Anteile 

aufweisen.  

 

Eine statistisch signifikante Depletion neutrophiler Granulozyten durch Carbonyleisen-

zugabe konnte in der vorliegenden Arbeit im Gegensatz zu den Beobachtungen von 



5     Diskussion  79 

RIVAS et al. (1995) nicht festgestellt werden, was allerdings den Beobachtungen von 

DE BRUIN et al. (2005) entspricht. 

 

5.2.1.3 Immunomagnetische Separation 
 

Obwohl CD4 beim Hund von einigen neutrophilen Granulozyten exprimiert wird (GUEN-

THER et al., 1994; WÜNSCHMANN, 1998; BOKEMEYER, 2003), war in vorliegender 

Arbeit dennoch ein signifikanter Anstieg der neutrophilen Granulozyten nach Depletion 

CD4+-Zellen im Zellisolat zu beobachten (p = 0,03), der im Rahmen der hier durchge-

führten Untersuchungen nicht erklärt werden kann. Denkbar wäre eine Depletion aller 

anderen Leukozyten über eine unspezifische Bindung dieser an Dynabeads® als Ur-

sache für den Anstieg der neutrophilen Granulozyten. Eine solche Bindung konnte in 

Vorversuchen allerdings ausgeschlossen werden (s. 5.1.1.3).  

 

Die Depletion CD8+-Zellen hatte dagegen keinen signifikanten Einfluss auf die relativen 

Anteile neutrophiler Granulozyten im Zellisolat.  

 

5.2.2 Einfluss neutrophiler Granulozyten auf die spontane Zyto-
toxizität 

 

BLOOM et al. (1986) beobachteten beim Hund keine Beteiligung von Granulozyten an 

der spontanen zytotoxischen Aktivität, wobei keine Angaben darüber gemacht werden, 

ob es sich hierbei um neutrophile oder um eosinophile Granulozyten handelt. In ihren 

Untersuchungen bewirkte die Zugabe von Granulozyten zu den Effektorzellen im CRA 

keine Veränderung der spontanen Zytotoxizität.  

GONDOLF (1994) beschrieb beim Hund dagegen eine schwach signifikant negative 

Korrelation zwischen dem relativen Anteil neutrophiler Granulozyten im Percoll®-Isolat 

und der Höhe der spontanen Zytotoxizität. Als mögliche Ursachen hierfür vermutete sie 

zum einen die Behinderung des Zellkontakts zwischen Ziel- und Effektorzellen durch 

kontaminierende Zellen, zum anderen die mögliche Schädigung oder Inaktivierung der 

Effektorzellen infolge der Freisetzung verschiedener lysosomaler Enzyme oder reaktiver 

O2-Radikale aus geschädigten Granulozyten. 
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Demnach könnten neutrophile Granulozyten einen negativen Einfluss auf die Zytotoxi-

zität ausüben, allerdings müsste die Zytotoxizität dann nach Depletion dieser Zellen an-

steigen. In vorliegender Arbeit wurde jedoch ein Absinken der Zytotoxizität nach Adhä-

renz und Phagozytose beobachtet. Ein negativer Einfluss neutrophiler Granulozyten auf 

die Zytotoxizität konnte somit nicht festgestellt werden.  

 

 

5.3 Eosinophile Granulozyten 
 

5.3.1 Depletion eosinophiler Granulozyten 
 

5.3.1.1 Adhärenz 
 

KURZMANN et al. (1993) beschrieben eine Adhärenz von Monozyten, eosinophilen 

Granulozyten und Lymphozyten beim Hund, wobei sie ca. 8 % eosinophile Granulozy-

ten unter den adhärenten Zellen nachweisen konnten. Auch in vorliegender Arbeit kon-

nte eine Reduktion der eosinophilen Granulozyten nach zweistündiger Plastikadhärenz 

gezeigt werden. Dabei stellte sich die Reduktion der eosinophilen Granulozyten durch 

Adhärenz alleine als statistisch schwach signifikant dar (p = 0,02; s. 4.1.3.1).  Somit ist 

eine Depletion eosinophiler Granulozyten durch Adhärenz beim Hund möglich.   

 

5.3.1.2 Phagozytose 
 

Nach KURZMANN et al. (1993) und ROITT et al. (1995) zeigen eosinophile Granulozy-

ten nicht nur eine Adhärenz, sondern sind auch zur Phagozytose fähig. In der vorliegen-

den Untersuchung war jedoch durch Zugabe von Carbonyleisen im Vergleich zur Adhä-

renz keine weitere Reduktion, sondern vielmehr ein nicht signifikanter Anstieg des An-

teils eosinophiler Granulozyten zu verzeichnen. Dieser Anstieg erklärt sich durch die 

signifikante Reduktion des relativen Monozytenanteils, da Leukozytenarten, die durch 

das Carbonyleisen unbeeinflusst bleiben, ansteigende relative Anteile erkennen ließen 

(s. 5.2.1.2). 
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Demnach ist die Carbonyleisenphagozytose kein geeignetes Verfahren, um eosinophile 

Granulozyten aus Percoll®-isolierten Effektorzellen zu entfernen, was den Aussagen 

von DE BRUIN et al. (2005) beim Hund entspricht. 

 

5.3.1.3 Immunomagnetische Separation 
 

Es konnte keine signifikante Veränderung der Anteile eosinophiler Granulozyten nach 

Depletion CD4+- oder CD8+-Zellen festgestellt werden. 

 

 

5.3.2 Einfluss eosinophiler Granulozyten auf die spontane Zyto-
toxizität 

 

Eine Beteiligung eosinophiler Granulozyten an der spontanen zytotoxischen Aktivität 

der Effektorzellen wird unterschiedlich beurteilt. So verneinten BLOOM et al. (1986) 

beim Hund eine Beteiligung aller Granulozyten an der spontanen zytotoxischen Aktivi-

tät, da sie in ihren Untersuchungen nach Zugabe von Granulozyten zu den Effektorzel-

len im CRA keine Veränderung der Zytotoxizität beobachteten. Dennoch zeigten eosi-

nophile Granulozyten des Hundes in Untersuchungen zur spontanen Zytotoxizität eine 

Bindung an Zielzellen (KNAPP et al., 1993). GONDOLF (1994) berichtete bei dieser 

Tierart von einer positiven Korrelation des relativen Anteils eosinophiler Granulozyten 

im Isolat und der Höhe der spontanen Zytotoxizität.  

 

Die in vorliegender Arbeit beobachtete Reduktion der spontanen Zytotoxizität nach Ad-

härenz und Phagozytose könnte somit auch auf eine Beteiligung eosinophiler Granulo-

zyten an der spontanen zytotoxischen Aktivität zurückzuführen sein, da eosinophile 

Granulozyten durch Adhärenz auch depletiert werden. Eine eindeutige Klärung dieser 

Frage ist zum derzeitigen Zeitpunkt jedoch nicht möglich, da das beobachtete Absinken 

der Zytotoxizität zum einen nicht signifikant war, und zum anderen auch andere Leuko-

zytenarten eine Adhärenz zeigen und / oder zur Phagozytose fähig sind, so dass diese 

ebenfalls für das Absinken der Zytotoxizität verantwortlich sein könnten. 
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5.4 CD4+-Zellen 
 

5.4.1 Depletion von CD4+-Zellen 
 

Sowohl die Depletion CD4+-Zellen als auch die Depletion CD8+-Zellen erfolgte mittels 

immunomagnetischer Separation. Für die hier beschriebene Untersuchung wurde die 

direkte Methode bevorzugt, da hierbei die Bindung der Primär- an die Sekundärantikör-

per vor Inkubation mit den Zielzellen stattfindet, so dass selbst bei einer zu hohen Pri-

märantikörperdichte auf den Zielzellen die Bindung an den Sekundärantikörper nicht be-

hindert wird. Außerdem wird die Kopplung der Primär- an die Sekundärantikörper bei ei-

ner möglichen Konfigurationsänderung des Primärantikörpers nach Bindung an die Ziel-

zelle nicht beeinflusst (GEE et al., 1991). 

 

In vorliegender Untersuchung wurde der Antikörper Rat anti-Dog CD4, ein monoklona-

ler Antikörper der Subklasse IgG2a (Klon YKIX302.9.3.7), zur Depletion eingesetzt, der 

beim Hund spezifisch CD4+-Zellen bindet (VOGL, 1995; WÜNSCHMANN et al., 1999). 

GUENTHER et al. (1994) ermittelten einen Anteil von 41 % CD4+-Lymphozyten an Leu-

kozyten in Hundeblut. BOKEMEYER (2003) konnte mit dem auch in vorliegender Arbeit 

verwendeten Antikörper beim Beagle insgesamt einen Gehalt CD4+-Zellen von 38,2 % 

im Blut nachweisen. In seinen Vorversuchen stellten sich sogar 42,4 % der Leukozyten 

als CD4+-Zellen dar. In der vorliegenden Untersuchung konnte dagegen eine signifikan-

te Reduktion der Gesamtleukozytenzahl nach Depletion CD4+-Zellen um etwa 58 % be-

obachtet werden, was sich nur mit einem unspezifischen Zellverlust erklären lässt, der 

im Rahmen des Depletionsverfahrens auftritt (s. 5.1.1.3). 

 

Im Ergebnis können CD4+-Zellen beim Hund durch immunomagnetische Separation ef-

fektiv mit dem Antikörper Rat anti-Dog CD4 entfernt werden. Die Bindung der Zielzellen 

an die gekoppelten Beads konnte im Anschluss an jede Depletion lichtmikroskopisch, 

sowie bei Isolaten von einigen Hunden auch rasterelektronenmikroskopisch nachgewie-

sen werden.  
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5.4.2 Einfluss von CD4+-Zellen auf die spontane Zytotoxizität 
 

Für den Menschen beschrieben BERG et al. (2001) eine Steigerung der Zytotoxizität 

durch CD4+-Zellen, indem diese IFN-γ freisetzten, durch das wiederum zytotoxische T-

Lymphozyten, NK-Zellen und Makrophagen stimuliert wurden. Auch HAHN et al. (1995) 

berichteten beim Menschen von einer zytotoxischen Aktivität CD4+-Zellen nach vorheri-

ger Präsentation des entsprechenden Antigens. Für den Hund konnten diese Beobach-

tungen allerdings in der vorliegenden Arbeit nicht bestätigt werden, da bei keinem unter-

suchten Effektor-Zielzellverhältnis ein signifikanter Anstieg oder eine Reduktion der Zy-

totoxizität beobachtet wurde. Die zytotoxische Aktivität der eingesetzten Effektorzellen 

stellte sich vor und nach der Depletion CD4+-Zellen nahezu unverändert dar. Diese Be-

funde decken sich mit den Ergebnissen von MOORE et al. (1992), nach denen die De-

pletion CD4+-Zellen beim Hund ebenfalls keinen Einfluss auf die Zytotoxizität nahm.  

 

Aufgrund vorliegender Ergebnisse bestehen beim Hund somit keine Anzeichen dafür, 

dass CD4+-Zellen an der Auslösung der spontanen zytotoxischen Aktivität beteiligt sind. 

 

Auffällig war allerdings die bei einigen Hunden beobachtete spontane Zytotoxizität ge-

genüber Vero-Zellen von mehr als 10 % (s. Tabellen 11d-e im Anhang). Vero-Zellen 

gelten als insensitiv gegenüber einer spontanen zytotoxischen Aktivität kaniner NK-

Zellen und wurden daher auch in vorliegender Arbeit als Negativkontrolle eingesetzt, 

obwohl bereits GONDOLF (1994) in ihren Untersuchungen bei einem Effektor-Zielzell-

verhältnis von 100:1 im Mittel eine Zytotoxizität von 14,1 % gegen Vero-Zellen im RBA 

beobachten konnte. Auch HOLMES et al. (1989) beschrieben eine Zytotoxizität einzel-

ner Hunde gegenüber insensitiven Zielzellen. Dabei konnten sie diese Zytotoxizität aber 

nicht spezifisch bei einem Hund nachweisen. Bei Wiederholungsmessungen desselben 

Hundes zu unterschiedlichen Zeitpunkten waren erhebliche Schwankungen zu beo-

bachten. Diese Befunde entsprechen zum Teil den in der vorliegenden Arbeit gemach-

ten Beobachtungen. So wurde Hund Nr. 26 mehrfach als Blutspender eingesetzt, eine 

Zytotoxizität gegenüber Vero-Zellen war allerdings nur einmal nachweisbar. 

 

HOLMES et al. (1989) machten dafür vorausgehende klinisch inapparente Virusinfekti-

onen verantwortlich, die in einer Aktivierung von NK-Zellen resultierten. Ob das Auftre-
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ten einer Zytotoxizität gegen Vero-Zellen allerdings auch in vorliegender Arbeit auf kli-

nisch inapparente Virusinfektionen zurückzuführen ist, kann nicht sicher geklärt werden. 

Die Blutspender und deren Differentialblutbild zeigten jedenfalls zum Zeitpunkt der Blut-

entnahme keine klinischen Auffälligkeiten. 

Außerdem wiesen in der vorliegenden Untersuchung bestimmte Hunde (Hund Nr. 17, 

19, 27 und 30) auch nach unterschiedlichen Zeitpunkten der Blutentnahme bei allen un-

tersuchten Effektor-Zielzellverhältnissen eine deutlich über 10 % liegende spontane Zy-

totoxizität gegenüber Vero-Zellen auf.  

 

Dies legt die Vermutung nahe, dass NK-Zellen einzelner Hunde die Fähigkeit besitzen, 

üblicherweise insensitive Zelllinien zu lysieren. Für den Menschen wird eine solche Fä-

higkeit von LAK ebenfalls beschrieben (GRIMM et al., 1982). 

 

 

5.5 CD8+-Zellen 
 

5.5.1 Depletion von CD8+-Zellen 
 

Beim Menschen wird CD8 sowohl von zytotoxischen T-Lymphozyten (BENNETT et al., 

1998) als auch von ca. 30 % der NK-Zellen exprimiert (ROBERTSON et al., 1990). Der 

in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Antikörper Mouse anti-Dog CD8 (Klon 

Dog 10-1-1 oder M10) gehört zur Subklasse IgG1 (VOß et al., 1993).  Er reagiert spezi-

fisch mit der α-Kette des kaninen CD8-Antigens, das als Oberflächenglykoprotein von 

zytotoxischen und immunmodulierenden T-Zellen exprimiert wird (WÜNSCHMANN, 

1998). Unter Einsatz dieses Antikörpers bestimmte BOKEMEYER (2003) einen Anteil 

von 37,2 % CD8+-Zellen in Beagleblut. Bei der hier vorgestellten Untersuchung wurde 

nach Depletion CD8+-Zellen sogar eine schwach signifikante Reduktion der Gesamtleu-

kozytenzahl von etwa 50 % beobachtet. Da die Reduktion der Gesamtleukozytenzahl 

den von BOKEMEYER (2003) ermittelten Anteil CD8+-Zellen um etwa 10 % überschrei-

tet und die relativen Anteile anderer Leukozytenarten durch die Depletion kaum beein-

flusst werden, findet anscheinend auch eine Reduktion anderer Leukozytenarten statt, 

wie schon unter 5.1.1.3 beschrieben. 

 



5     Diskussion  85 

Die Ergebnisse zeigen, dass CD8+-Zellen durch immunomagnetische Separation effek-

tiv entfernt werden können. Eine Bindung CD8+-Zellen an den an Dynabeads® gekop-

pelten Antikörper Mouse anti-Dog CD8 wurde nicht nur licht-, sondern auch rasterelek-

tronenmikroskopisch kontrolliert und dargestellt (s. Abb. 5-7).  

 

5.5.2 Einfluss von CD8+-Zellen auf die spontane Zytotoxizität 
 

ORTALDO et al. (1986) beobachteten beim Menschen ein Absinken der Zytotoxizität im 

CRA nach Einsatz eines spezifischen Antikörpers gegen CD8. Dennoch wird nach ihren 

Untersuchungen die Zytotoxizität hauptsächlich durch CD3-CD8- LGL hervorgerufen. 

BERG et al. (2001) gehen zwar von einer Beteiligung CD8+-Zellen an der spezifischen 

Tumorabwehr aus, diese erfolgte aber erst nach Aktivierung dieser Zellen. Beim Hund 

reduzierte sich die Zielzelllyse nach Einsatz des Antikörpers gegen CD8+-Zellen (Maus-

mAk, Klon Dog 10-1-1 oder M10) in Zytotoxizitätsversuchen um 58 % (VOß et al., 

1993).  

Im Gegensatz dazu führte die Depletion CD8+-Zellen in den hier vorgestellten Untersu-

chungen bei einer E/T ratio von 100:1 zu einem nicht signifikanten Ansteigen der Zyto-

toxizität um den Faktor 1,5 (p = 0,07). Dieser Anstieg deckt sich zwar mit Befunden von 

HÖTZL et al. (1991), nach denen MT811+-Zellen (CD8+-Zellen) die spontane Zytotoxizi-

tät beim Hund unterdrückten. Allerdings konnte bei den in der vorliegenden Arbeit eben-

falls untersuchten Effektor-Zielzellverhältnissen von 50:1 und 25:1 ein Anstieg der Zyto-

toxizität nicht beobachtet werden.  

Vermutlich ist das beobachtete Ansteigen der Zytotoxizität eher auf einen höheren rela-

tiven Anteil von NK-Zellen in der Funktion als Effektorzellen zurückzuführen, der sich 

besonders bei dem Effektor-Zielzellverhältnis 100:1 bemerkbar macht. 

 

Wie bei den Untersuchungen zur Depletion CD4+-Zellen konnte auch in dieser Ver-

suchsreihe eine Zytotoxizität gegen Vero-Zellen beobachtet werden (Tabellen 12d-e im 

Anhang). Auf den Effekt einer zytotoxischen Aktivität gegen diese gegenüber kaninen 

NK-Zellen eigentlich insensitive Zelllinie wurde bereits unter 5.4.2 eingegangen.  

 

Insgesamt ergeben sich anhand der vorliegenden Ergebnisse keine Anzeichen dafür, 

dass CD8+-Zellen an der spontanen zytotoxischen Aktivität beim Hund beteiligt sind.  
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5.6 Adhärente NK-Zellen (A-NK-Zellen) 
 

Nach VITOLO et al. (1993) existieren beim Menschen adhärente NK-Zellen (A-NK), die 

nicht nur eine Plastikadhärenz zeigen, sondern auch eine besondere zytotoxische Akti-

vität besitzen. Auch beim Hund konnte eine Plastikadhärenz von Lymphozyten nachge-

wiesen werden. So bestimmten KURZMANN et al. (1993) 50 % Lymphozyten unter den 

adhärenten Zellen, was im Einklang mit den hier gefundenen Ergebnissen steht. Die 

Differenzierung der adhärenten Zellen im Advia ergab einen Anteil von ca. 41 % 

Lymphozyten.  

Nach SHAW et al. (1984) handelt es sich beim Hund bei den adhärenten Lymphozyten 

um B-Lymphozyten, die keinen Einfluss auf die zytotoxische Aktivität ausüben (NARIAI 

et al., 1999). Im Gegensatz dazu erwähnten RINGLER et al. (1985) eine Zytotoxizität 

adhärenter Zellen beim Hund, die auch nach den hier vorliegenden Ergebnissen nicht 

ausgeschlossen werden kann, da eine signifikante Reduktion der spontanen zytotoxi-

schen Aktivität gegenüber CTAC-Zellen nach Adhärenz beobachtet wurde (p = 0,01). 

 

Inwiefern adhärente NK-Zellen bei Zytotoxizitätsbestimmungen in vitro eine Rolle spie-

len, bei denen die Zielzellen als Monolayer vorliegen, ist allerdings fraglich. Nach VU-

JANOVIC et al. (1995) übertraf beim Menschen nämlich die zytotoxische Aktivität von 

NA-NK-Zellen in vitro die der adhärenten NK-Zellen, sofern Monolayer als Zielzellen 

eingesetzt wurden. A-NK-Zellen waren dagegen nach ihren Untersuchungen in vivo zu 

einer effektiveren Bekämpfung von Tumorzellen fähig, da sie über ihre Adhäsionsmole-

küle in Tumore eindringen konnten. Wie VUJANOVIC et al. (1995) durch in vitro Unter-

suchungen an Spheroiden zeigten, ermöglichten A-NK-Zellen dabei auch NA-NK-Zellen 

das Eindringen in das Tumorinnere. 

Zusätzlich beobachteten VUJANOVIC et al. (1995) einen unterschiedlichen Zytotoxizi-

tätsmechanismus von A-NK und NA-NK-Zellen. Nach ihren Untersuchungen bewirkten 

NA-NK-Zellen ihren zytotoxischen Effekt hauptsächlich über die Sekretion von Perforin, 

während A-NK-Zellen zusätzlich in der Lage waren, eine Apoptose in der Zielzelle her-

vorzurufen. 

 

Beim Hund beschrieben SCHMITZ et al. (2003) bei Koinkubation von Percoll®-isolierten 

Effektorzellen mit CTAC-Zielzellen bei ca. 30 % der Zielzellen Zeichen einer Nekrose 
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und bei 13 – 23 % Zeichen einer Apoptose. Ob allerdings unterschiedliche Adhärenzei-

genschaften von NK-Zellen dafür verantwortlich sind, ist bislang nicht bekannt. Weiter-

hin kann anhand der hier gefundenen Ergebnisse nicht abschließend geklärt werden, 

inwieweit das Absinken der Zytotoxizität nach Adhärenz auf adhärente NK-Zellen zu-

rückzuführen ist. Hierzu wäre eine genaue Identifizierung der adhärenten Zellen erfor-

derlich, was allerdings wegen fehlender spezifischer Antikörper für NK-Zellen beim 

Hund zurzeit nicht möglich ist.  

Das Vorkommen adhärenter NK-Zellen beim Hund kann aufgrund der hier vorliegenden 

Untersuchungen jedenfalls nicht ausgeschlossen werden. 

 

 

5.7 Zytotoxizität von Zellkulturüberständen 
 

Über den Mechanismus, der NK-Zellen befähigt, Zielzellen abzutöten, wird seit längerer 

Zeit kontrovers diskutiert. Umstritten ist dabei auch die Frage, ob zytotoxische Substan-

zen in den Überstand abgegeben werden und so eine Zytotoxizität überhaupt erst oder 

zumindest mit verursachen können. Dafür sprechen Befunde von DUKE et al. (1986), 

nach deren Beobachtungen die Lyse der Zielzellen sowohl über einen direkten Zell-zu-

Zellkontakt als auch über die Sekretion löslicher Faktoren der Effektorzellen hervorge-

rufen werden konnte.  

 

Bisher erfolgte die Bestimmung einer Zytotoxizität von Zellkulturüberständen beim 

Hund meist mittels CRA (NAKADA et al., 1996). Durch den CRA werden allerdings vor-

wiegend sekretorische Prozesse berücksichtigt, die in einer Nekrose resultieren. Da mit-

tels RBA nicht nur nekrotische, sondern zusätzlich auch apoptotische Zielzellen erfasst 

werden (GONDOLF et al., 1996; SCHMITZ et al., 2003), wurde in der vorliegenden Ar-

beit eine Zytotoxizität der Kulturüberstände unter Verwendung eines RBA untersucht. 

 

Dabei wurde zunächst in einem Zytotoxizitätstest nach Koinkubation von Percoll®-iso-

lierten Effektorzellen mit CTAC-Zielzellen die spontane zytotoxische Aktivität der Effek-

torzellen nachgewiesen. Der Kulturüberstand dieser Zellen war jedoch nicht in der La-

ge, eine Zytotoxizität an Zielzellen auf einer zweiten Kulturplatte auszulösen.  
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Im Gegensatz dazu konnten DUKE et al. (1986) beim Menschen lösliche zytotoxische 

Substanzen (NKCF) im zellfreien Überstand nachweisen, die eine DNA-Fragmentation 

in den Zielzellen verursachten. Auch NAKADA et al. (1996) beschrieben beim Hund ei-

nen zytotoxischen Effekt durch NKCF im Überstand.  

 

Nach Befunden anderer Autoren sind die in den Überstand abgegebenen Substanzen 

hingegen überhaupt nicht oder nur unwesentlich an der Auslösung einer Zytotoxizität 

beteiligt. KRÄHENBÜHL et al. (1991) vermuteten für den Menschen, dass die Zytotoxi-

zität nicht allein auf der Abgabe zytotoxischer Substanzen in den Überstand basiert. 

Zum einen werde das in den Überstand abgegebene Perforin relativ schnell durch Lipi-

de und Lipoproteine inaktiviert, zum anderen stelle die Exozytose zytotoxischer Sub-

stanzen in den interzellulären Raum einen streng calciumabhängigen Prozess dar. Da 

aber auch eine calciumunabhängige Zytotoxizität beobachtet werden kann, könne die 

Zytotoxizität somit nicht allein auf eine Sekretion zytotoxischer Substanzen in den Über-

stand zurückzuführen sein.  

 

Ähnliches beschrieben NARIAI et al. (1999) für den Hund. So geben NK-Zellen des 

Hundes zwar zytotoxische Faktoren in den Zellkulturüberstand ab, NARIAI et al. (1999) 

vermuteten jedoch, dass die Zytotoxizität, die durch diese Faktoren hervorgerufen wird, 

eher schwach ist. Sie konnten vielmehr zeigen, dass Zellfortsätze zwischen Ziel- und 

Effektorzellen gebildet werden, was für einen direkten Zell-zu-Zellkontakt und somit für 

das Auftreten einer NK-zellvermittelten Zytotoxizität entscheidend ist. SCHMITZ et al. 

(2003) beobachteten beim Hund nicht nur eine Kontaktaufnahme mit der Zielzelle über 

Ausstülpungen der Effektorzelle, sondern auch eine Rosettenbildung der NK-Zellen um 

die Zielzelle nach einer Koinkubation der Effektor- und Zielzellen von 14 Stunden. 

 

In der vorliegenden Arbeit wurde dementsprechend zwar nach 14 Stunden eine signifi-

kante Zytotoxizität der Effektorzellen festgestellt, eine zytotoxische Aktivität der Zellkul-

turüberstände konnte nach Ablauf der Inkubationszeit aber nicht gemessen werden. 

Demnach sind lösliche Faktoren, die in den Überstand abgegeben werden, nicht für die 

Auslösung einer Zytotoxizität entscheidend. Vielmehr scheint die Ausbildung eines di-

rekten Zell-zu-Zellkontakts der entscheidende Vorgang für die Zielzelllyse zu sein. 
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5.8 Lymphozytenreinheit und Zytotoxizität 
 

Ausgehend von der Überlegung, dass eine steigende Lymphozytenreinheit mit einem 

höheren Anteil von NK-Zellen korreliert sein könnte, sollte ein Zusammenhang zwi-

schen Lymphozytenreinheit und zytotoxischer Aktivität überprüft werden. Auch andere 

Autoren beschäftigten sich mit dieser Fragestellung. Nach KNAPP et al. (1993) nimmt 

die Lymphozytenreinheit insofern Einfluss auf die Zytotoxizität, als bei einem hohen An-

teil kontaminierender Zellen das Effektor-Zielzellverhältnis nicht sicher eingestellt wer-

den kann. Auch GONDOLF (1994) vermutete eine Behinderung des Zellkontakts zwi-

schen Ziel- und Effektorzellen durch kontaminierende Zellen als Ursache für eine 

schwach signifikant negative Korrelation zwischen dem Anteil neutrophiler Granulozyten 

und der Höhe der zytotoxischen Aktivität.  

LEVY et al. (1989) untersuchten beim Menschen einen möglichen Zusammenhang zwi-

schen dem Low-NK-Syndrom, das mit persistent niedriger NK-Aktivität einhergeht, und 

der prozentualen oder absoluten Zahl von NK-Zellen, konnten allerdings keinen Zusam-

menhang nachweisen. 

 

In der Mehrzahl der Untersuchungen zur spontanen zytotoxischen Aktivität wurde bei 

Mensch und Hund die Isolierung von Effektorzellen über einen einstufigen Ficoll-Hypa-

que-Gradienten vorgenommen. Bei diesem Trennmedium erhält man beim Hund jedoch 

meist nur eine relativ niedrige Lymphozytenausbeute von wenig mehr als 70 % 

(SCHMITZ, 2000). KNAPP et al. (1993) konnten zwar beim Hund bei einer Isolierung 

über Ficoll-Hypaque (1.066/1.119) eine Lymphozytenreinheit von knapp 93 % erzielen. 

Über den Anteil von LGL treffen sie jedoch keine Aussage. In den vorliegenden Unter-

suchungen wurde daher die bereits von GONDOLF (1994) für den Hund beschriebene 

Isolierung von Blutlymphozyten über einen einstufigen Percoll®-Dichtegradienten von 

58,5 % durchgeführt, da bei diesem Gradienten ein hoher Anteil an LGL im Isolat ent-

halten ist. So identifizierte GONDOLF (1994) mit dieser Methode durchschnittlich 9,4 % 

der isolierten Lymphozyten als LGL bei einem mittleren Anteil von 72,3 % Lymphozyten 

im Isolat (Zelldifferenzierung anhand nach Giemsa gefärbter Zytozentrifugenpräparate). 

In vorliegender Arbeit wurde das Differentialblutbild dagegen mit Hilfe des automati-

schen Hämatologiesystems Advia 120 erstellt, so dass wesentlich mehr Zellen zur Zell-

differenzierung herangezogen werden konnten. Hierbei wurde ein durchschnittlicher re-
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lativer Lymphozytenanteil von 91 % direkt nach Percoll®-Isolierung ermittelt. Dem höhe-

ren Lymphozytenanteil entsprechend befanden sich auch weniger kontaminierende Zel-

len im Isolat (s. 4.1.2, Grafik 1, Tabelle 8 im Anhang). 

 

Trotz der in der vorliegenden Arbeit erzielten hohen Lymphozytenreinheit ergab sich je-

doch kein statistisch signifikanter Zusammenhang zwischen Lymphozytenreinheit und 

zytotoxischer Aktivität (E/T ratio 100:1, 50:1). Dieses Ergebnis steht im Einklang mit Un-

tersuchungen von GONDOLF (1994), die beim Hund ebenfalls keinen signifikanten Ein-

fluss des Lymphozytenanteils auf die Zytotoxizität feststellen konnte, wobei sie aller-

dings hierbei die Zytotoxizität mittels CRA bestimmte.  

 

Dennoch bleibt natürlich bei starker Kontamination mit anderen Zellen das Problem des 

schlecht einstellbaren Effektor-Zielzellverhältnisses mit den daraus resultierenden Kon-

sequenzen für die Vergleichbarkeit von Zytotoxizitäten innerhalb einer E/T ratio beste-

hen, so dass allein aus diesem Grund die Durchführung weiterer Aufreinigungsschritte 

erforderlich erscheint. Außerdem hat sich nach immunomagnetischer Separation CD8+-

Zellen gezeigt, dass eine Depletion von Nicht-NK-Zellen einen positiven Einfluss auf die 

Zytotoxizität nehmen kann. 

 

 

5.9 Einfluss von Haltung und Geschlecht der Blutspen-
der auf die Zytotoxizität 

 

Nach Percoll®-Isolierung konnte sowohl bei einer E/T ratio von 100:1 als auch von 50:1 

eine höhere Zytotoxizität der Privathunde im Vergleich zu den Klinikhunden beobachtet 

werden, wobei sich dieser Unterschied allerdings nur bei einer E/T ratio von 100:1 als 

signifikant darstellte. Die beobachtete Differenz in der Höhe der Zytotoxizität warf die 

Frage auf, ob dieses Ergebnis allein auf die Haltungsbedingungen oder auch auf ande-

re Faktoren wie Alter und Geschlecht zurückzuführen ist.  

 

Nach GREELEY et al. (1996) kommt es beim Hund zu einem leichten, wenn auch nicht 

signifikanten Anstieg der Zytotoxizität im Alter. Eine Unterteilung der untersuchten Hun-

de in verschiedene Altersgruppen war im Rahmen vorliegender Arbeit zwar nicht mög-
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lich, da nicht genügend Tiere einer Altersgruppe zur Verfügung standen, um eine sta-

tistisch gesicherte Aussage treffen zu können. Dennoch kann die bei den Privathunden 

beobachtete höhere Zytotoxizität nicht allein auf einen etwaigen Alterseinfluss zurück-

geführt werden, da sowohl bei den Klinikhunden als auch bei den Privathunden Tiere 

verschiedenen Alters von 1 – 11 Jahren untersucht wurden.  

 

Beim Menschen beschrieben FERNANDES et al. (1981) und PROSS et al. (1982) ei-

nen geschlechtsspezifischen Unterschied in der NK-Aktivität, wonach die Zytotoxizität 

nur bei älter werdenden männlichen Probanden, nicht jedoch bei Frauen anstieg. Die 

hier durchgeführten Untersuchungen liefern indes keine Hinweise auf einen ge-

schlechtsspezifischen Einfluss.  

 

Die signifikant höhere zytotoxische Aktivität der Privathunde im Vergleich zu den Klinik-

hunden bei einer E/T ratio von 100:1 sowie die nicht signifikant höhere Zytotoxizität bei 

einer E/T ratio von 50:1 kann daher anhand dieser Ergebnisse nicht hinreichend sicher 

erklärt werden. Sie geben jedoch Anhaltspunkte dafür, dass die Haltungsbedingungen 

über die jeweils unterschiedlichen psychosozialen Belastungen auch Auswirkungen auf 

die Zytotoxizität haben. 

Für den Menschen beschrieben LEVY et al. (1989) und LOTZOVA (1991) einen negati-

ven Einfluss von Stress auf die Aktivität von NK-Zellen. Damit wäre eine größere psy-

chische Belastung der Tiere, die im Zwinger in Gruppenhaltung leben, als Ursache für 

die festgestellte Diskrepanz zwischen der Zytotoxizität von Klinik- und Privathunden 

denkbar.  
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6 ZUSAMMENFASSUNG 
 

1. Im Literaturteil wird ein kurzer Überblick über Morphologie und Funktion von Na-

türlichen Killerzellen (NK-Zellen) sowie den Mechanismus ihrer Zytotoxizität ge-

geben. Da im Rahmen dieser Arbeit der Einfluss von anderen Leukozytenarten 

auf die zytotoxische Aktivität von NK-Zellen untersucht werden sollte, erfolgen 

zunächst Angaben bezüglich der Isolierung von Lymphozyten aus Blut, sowie der 

Depletion kontaminierender Leukozytenarten, speziell von Monozyten sowie 

CD4+- und CD8+-Zellen. Auch die Messmethode der zytotoxischen Aktivität der 

im Isolat enthaltenen Zellen wird kurz dargestellt. Außerdem wird der bisher be-

kannte Einfluss einzelner Leukozytenarten auf die Zytotoxizität beschrieben.  

 

2. Die beim Menschen bereits beschriebene und besonders ausgeprägte zytotoxi-

sche Aktivität sogenannter adhärenter NK-Zellen (A-NK) wird diskutiert. Um ei-

nen Einfluss der Adhärenz an Plastikoberflächen auf Zellzusammensetzung und 

Zytotoxizität zu untersuchen, wurde jeweils vor und nach der Depletion plastikad-

härenter Leukozyten sowohl ein Zytotoxizitätstest als auch eine Bestimmung der 

relativen Zellanteile durchgeführt. Dabei stellten sich die relativen Anteile isolier-

ter Lymphozyten und neutrophiler Granulozyten nach Adhärenz nahezu unverän-

dert dar. Monozyten und eosinophile Granulozyten zeigten jeweils eine Reduk-

tion ihres relativen Zellanteils nach Adhärenz. Diese erwies sich allerdings nur 

hinsichtlich der eosinophilen Granulozyten als statistisch schwach signifikant  

(p = 0,02). Die von einigen Autoren beschriebene effektive Monozytendepletion 

durch Adhärenz bestätigte sich nach den hier vorliegenden Ergebnissen für den 

Hund nicht.  

 

Bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 50:1 konnte nach Adhärenz eine sta-

tistisch signifikante Reduktion der zytotoxischen Aktivität um knapp die Hälfte be-

obachtet werden (p = 0,01). Dies könnte ein Hinweis auf die Existenz adhärenter 

NK-Zellen beim Hund sein, da bei Differenzierung der adhärenten Zellen Lym-

phozyten nachgewiesen werden konnten. Eine mögliche Beteiligung anderer ad-

härenter Zellen (beispielsweise Monozyten und eosinophile Granulozyten) an der 

spontanen zytotoxischen Aktivität ist aufgrund dieser Ergebnisse zwar nicht si-
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cher auszuschließen, direkte Hinweise darauf konnten allerdings nicht ermittelt 

werden.  

 

3. Zur Erzielung einer effektiveren Monozytendepletion wurde die Adhärenz mit ei-

ner Carbonyleisenzugabe zu den isolierten Zellen kombiniert. Mit einem p-Wert 

von p = 0,007 stellte sich die auf diesem Weg erreichte weitere Reduktion der 

Monozyten zwar als signifikant heraus, eine vollständige Monozytendepletion 

konnte allerdings auch hierdurch nicht erzielt werden. Ein signifikanter Einfluss 

der Carbonyleisenphagozytose auf die relativen Anteile der anderen isolierten 

Leukozytenarten, nämlich von Lymphozyten, neutrophilen und eosinophilen Gra-

nulozyten konnte nicht nachgewiesen werden. 

Bei dem Vergleich der zytotoxischen Aktivität ohne bzw. nach Zugabe des Car-

bonyleisens ergab sich ein statistisch nicht signifikantes Absinken der Zytotoxi-

zität von 20,2 % nach alleiniger Adhärenz auf 10,9 % nach kombinierter Adhä-

renz und Carbonyleisenphagozytose. Ob diese Reduktion nur durch Monozyten 

oder auch durch neutrophile bzw. eosinophile Granulozyten bedingt ist, kann auf-

grund vorliegender Ergebnisse nicht sicher beantwortet werden. 

 

4. Die Depletion CD4+-Zellen erfolgte mittels immunomagnetischer Separation. Da-

bei wurde der spezifische Antikörper Rat anti-Dog CD4 eingesetzt. Die Depletion 

von CD4+-Zellen resultierte in einer signifikanten Erniedrigung der Gesamtleuko-

zytenzahl, die allerdings nicht nur auf eine Depletion CD4+-Zellen zurückzuführen 

ist. Vielmehr müssen auch andere Leukozytenarten bei der Depletion verloren 

gehen. Eine unspezifische Bindung dieser Zellen an Dynabeads® mit ihrem be-

reits gekoppelten Sekundärantikörper Sheep anti-Rat konnte in Vorversuchen 

ausgeschlossen werden. Ob der Zellverlust auf eine Adhärenz der Leukozyten 

an der Oberfläche des verwendeten Zentrifugenröhrchens zurückzuführen ist, 

konnte nicht geklärt werden. Ein Einfluss CD4+-Zellen auf die Zytotoxizität konnte 

bei keinem untersuchten Effektor-Zielzellverhältnis beobachtet werden. Die 

Zytotoxizität stellte sich vielmehr im Vergleich vor und nach Depletion CD4+-

Zellen nahezu unverändert dar (p > 0,05).  

Dieses Ergebnis weist klar darauf hin, dass CD4+-Zellen nicht an der Auslösung 

der spontanen zytotoxischen Aktivität beim Hund beteiligt sind.  



6     Zusammenfassung  94 

5. Nach immunomagnetischer Separation von CD8+-Zellen mittels eines an Dyna-

beads® Sheep anti-Mouse gekoppelten spezifischen Antikörpers (Mouse anti-

Dog CD8) konnte ebenfalls eine signifikante Reduktion der Gesamtleukozyten-

zahl beobachtet werden. Diese Reduktion ist allerdings nicht nur auf eine Deple-

tion CD8+-Zellen zurückzuführen, sondern wie bei der Depletion CD4+-Zellen gin-

gen auch andere Leukozytenarten bei dieser Methode verloren.  

Die Ermittlung der zytotoxischen Aktivität erfolgte bei unterschiedlichen Effektor-

Zielzellverhältnissen. Bei einer E/T ratio von 100:1 konnte dabei gegenüber 

CTAC-Zellen ein nicht signifikanter Anstieg der zytotoxischen Aktivität nach De-

pletion CD8+-Zellen um den Faktor 1,5 beobachtet werden. Bei Untersuchung 

der Effektor-Zielzellverhältnisse 50:1 und 25:1 konnte jedoch kein bzw. nur ein 

geringgradiger, nicht signifikanter Anstieg der zytotoxischen Aktivität verzeichnet 

werden (p > 0,05). 

 

Diese Ergebnisse lassen darauf schließen, dass CD8+-Zellen ebenfalls keinen 

bedeutenden Einfluss auf die spontane Zytotoxizität von kaninen NK-Zellen neh-

men. Der bei einem Effektor-Zielzellverhältnis von 100:1 beobachtete Anstieg der 

Zytotoxizität ist vermutlich auf eine Anreicherung der Effektorzellen im Isolat zu-

rückzuführen. Insgesamt weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass beim Hund 

die spontane Zytotoxizität im Wesentlichen auf NK-Zellen beruht.  

 

6. Nach Koinkubation von Ziel- und Effektorzellen konnte keine zytotoxische Aktivi-

tät von löslichen zytotoxischen Faktoren im Zellkulturüberstand nachgewiesen 

werden (p = 0,002). Demzufolge ist beim Hund ein direkter Zell-zu-Zellkontakt 

zwischen Ziel- und Effektorzellen für die Auslösung der spontanen Zytotoxizität 

von entscheidender Bedeutung, lösliche zytotoxische Faktoren im Zellkulturüber-

stand spielen hierbei offenbar keine Rolle. 

 

7. Da alle in vorliegender Arbeit nach der Percoll®-Isolierung angewendeten Aufrei-

nigungsverfahren mit einem hohen Zellverlust einhergehen, sollte überprüft wer-

den, ob eine weitere Aufreinigung der Percoll®-isolierten Effektorzellen für den 

Einsatz im Zytotoxizitätstest überhaupt sinnvoll ist. Zwischen dem Anteil isolierter 

Lymphozyten und der Höhe der Zytotoxizität ergab sich weder bei einem Effek-

tor-Zielzellverhältnis von 100:1 noch bei einer E/T ratio von 50:1 ein statistisch 
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gesicherter Zusammenhang (p > 0.05). Inwieweit ein Nutzen aus zusätzlichen 

Aufreinigungsverfahren, die signifikant mit einer Reduktion der Gesamtleukozy-

tenzahl verbunden sind, gezogen werden kann, muss daher je nach Untersu-

chungsziel überdacht werden. Zumindest ist bei einer starken Kontamination der 

isolierten Lymphozyten mit anderen Leukozytenarten das Effektor-Zielzellverhält-

nis nur schlecht einzustellen, da als Effektorzellen in erster Linie die Gruppe der 

Lymphozyten mit den darin enthaltenen NK-Zellen entscheidend sind. 

 

8. Weiterhin wurde der in der Literatur diskutierte Einfluss äußerer Faktoren auf die 

zytotoxische Aktivität untersucht. Dazu wurde die jeweils mittlere zytotoxische 

Aktivität von Klinikhunden, die unter standardisierten Bedingungen gehalten wur-

den, mit der von Hunden aus privatem Besitz bei einem Effektor-Zielzellverhält-

nis von 100:1 bzw. 50:1 direkt nach Percoll®-Isolierung verglichen. Die Privathun-

de wiesen bei einer E/T ratio von 100:1 mit einem p-Wert von 0,003 eine signifi-

kant höhere mittlere Zytotoxizität auf (60,1 % im Vergleich zu 28,7 %). Auch bei 

der E/T ratio von 50:1 zeigten die Privathunde eine geringgradig höhere mittlere 

Zytotoxizität, die sich allerdings als nicht signifikant darstellte.  

 

Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass die Haltung und möglicherweise damit 

verbundene Stressfaktoren der Tiere einen Einfluss auf das Immunsystem und 

auf die spontane zytotoxische Aktivität nehmen. Das für den Menschen beschrie-

bene Low-NK-Syndrom, welches mit erniedrigter NK-Aktivität einhergeht und 

häufig bei deprimierten und gestressten Personen auftritt, könnte somit auch 

beim Hund vorkommen.  
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7 SUMMARY 
 

1. The morphology and function of natural killer cells (NK cells) as well as their kil-

ling mechanisms and the determination of NK cell activity is described shortly. 

Furthermore, information about lymphocyte isolation from canine blood, depletion 

methods of contaminating leucocytes, especially concerning monocytes, CD4+ 

and CD8+ cells, is given. The function of these leucocytes as well as their influ-

ence on spontaneous cytotoxicity, as far as it is known, is described. 

 

2. The possible role of adherent NK cells (A-NK), which are reported to show an es-

pecially high cytotoxic activity in humans, is discussed and examined in this stu-

dy. Therefore, of each Beagle dog the total blood cell numbers and differential 

blood counts as well as the spontaneous cytotoxic activities of the isolated cells 

were determined prior to and after incubation in plastic culture dishes. Although 

depletion of adherent cells had no effect on lymphocytes and neutrophilic granu-

locytes, a reduction in the relative cell counts of monocytes and eosinophilic gra-

nulocytes could be observed after adherence to plastic surfaces. However, only 

the number of eosinophilic granulocytes was reduced significantly (p = 0.02) after 

plastic adherence. A significant depletion of monocytes through plastic adheren-

ce, which is often described in literature, could not be demonstrated in the pre-

sent study for the dog. 

At an effector to target cell ratio of 50:1 the spontaneous cytotoxic activity was 

significantly reduced by almost 50 % (p = 0.01) after adherence to plastic surfa-

ces. These results suggest that adherent cells with cytotoxic activity (NK cells) 

also exist in dogs, due to lymphocytes being recognized in the adherent cell 

fraction. Nevertheless, monocytes and eosinophilic granulocytes showed adhe-

rence to plastic surfaces, too, and may therefore also be responsible for the ob-

served reduction in cytotoxic activity. 

 

3. Since in the present study monocytes could not be depleted sufficiently by plastic 

adherence, this method was combined with phagocytosis of carbonyl iron by the 

isolated cells. This way a significant reduction of monocytes could be achieved 

(p = 0.007), although monocytes were not depleted completely. The relative cell 
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numbers of lymphocytes, neutrophilic and eosinophilic granulocytes were not sig-

nificantly influenced by carbonyl iron phagocytosis.  

The cytotoxic activity was not significantly reduced from a mean cytotoxic activity 

of 20.2 % after plastic adherence to a mean cytotoxic activity of 10.9 % after de-

pletion of adherent and phagocytosing cells, which could be due to either mono-

cytes, neutrophilic granulocytes or eosinophilic granulocytes. 

 

4. Depletion of CD4+ cells was carried out by immunomagnetic separation with Dy-

nabeads® Sheep anti-Rat coupled with the specific monoclonal antibody Rat anti-

Dog CD4. Depletion of CD4+ cells resulted in a significantly decreased absolute 

cell count, which can not only be due to the depletion of CD4+ cells, since other 

leucocytes are reduced as well. No unspecific binding of these cells to Dyna-

beads® Sheep anti-Rat could be observed, though. Whether the cell loss has to 

be attributed to an adherence of leucocytes to the glass surface of centrifugation 

tubes, cannot be answered in the present study. 

In the present study no difference in cytotoxic activity prior to and after depletion 

of CD4+ cells could be observed (p > 0.05), indicating CD4+ cells are not involved 

in spontaneous cytotoxic activities in dogs. 

 

5. After immunomagnetic separation of CD8+ cells with Dynabeads® Sheep anti-

Mouse, coupled with the specific monoclonal antibody Mouse anti-Dog CD8, a 

significantly decreased absolute cell count could be observed, which again – as 

described for CD4+ cells – cannot only be due to the depletion of CD8+ cells. At 

an effector to target cell ratio of 100:1 the cytotoxic activity against CTAC cells in-

creased not significantly 1.5 times. Concerning the effector to target cell ratios 

50:1 and 25:1 no or only a slight increase of the cytotoxic activity could be obser-

ved (p > 0.05). 

These results suggest CD8+ cells do not influence the cytotoxic activity of canine 

NK cells significantly. The observed, not significant increase of cytotoxicity at an 

effector to target cell ratio of 100:1 may rather be due to an enrichment of effector 

cells in the isolated cell suspension. Altogether, the results of the present study 

indicate spontaneous cytotoxic activity in the dog is basically induced by NK-

cells.  
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6. Additionally, a cytotoxic activity of supernatants produced in a cytotoxicity assay, 

which is often described in literature, was examined. Nevertheless, no such cyto-

toxic activity could be observed in the present study (p = 0.002). 

Therefore, in dogs a direct cell-to-cell contact between effector and target cells is 

crucial to induce cytotoxicity in target cells. 

 

7. Since all described isolation and depletion methods resulted in a significant re-

duction of the absolute cell count, a correlation between the relative lymphocyte 

cell count (including NK cells) and the mean cytotoxicity of the effector cells mea-

sured after Percoll® isolation was examined. In the present study no such corre-

lation was observed, though, neither at an effector to target cell ratio of 100:1 nor 

at an effector to target cell ratio of 50:1 (p > 0.05).  

Nevertheless, inaccuracies in the effector to target cell ratios due to contamina-

ting cells should always be considered. 

 

8. Finally, the mean cytotoxicity after Percoll® isolation of Beagle dogs living in pri-

vate households was compared to that of Beagle dogs living in standardized con-

ditions. At an effector to target cell ratio of 100:1 dogs living in private households 

showed a mean cytotoxicity of 60.1 %, which was significantly higher than the cy-

totoxic activitity measured in dogs living in standardized conditions (28.7 %, 

p = 0.003). At an effector to target cell ratio of 50:1 dogs living in private house-

holds again showed a slightly increased cytotoxic activity, which was not signifi-

cant this time, though. 

These results suggest that living conditions (e.g. stress) may influence the im-

mune system and spontaneous cytotoxic activity. Therefore, a “low NK syndro-

me”, which in humans often occurs in depressed and stressed persons and is 

characterized by persistently low NK activity, might also exist in dogs. 
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8 ABBILDUNGEN 
 
Die Vergrößerungsangaben beziehen sich bei den lichtmikroskopischen Aufnahmen je-

weils auf das verwendete Objektiv. Die eingesetzte Fotokamera hat hier einen zusätzli-

chen Vergrößerungsfaktor von 2,5.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  

 
Abb. 1  Isolierung von Blutlymphozyten über einen Percoll®-Dichtegradienten 

 
Leukozytenbande als wolkige Trübung zwischen darüber stehendem Ge-
webekulturmedium und darunter befindlichem Percoll®-Gradienten sowie 
Erythrozytensäule im unteren Teil des Röhrchens nach Zentrifugation 
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Abb. 2  Zellmonolayer nach Anwendung des Waschprogramms „super“ im RBA 

 
a) CTAC ohne Effektorzellen (Kontrolle), noch annähernd dichter Zellra-

sen vorhanden, Rose Bengal Färbung, Primärvergrößerung: 100 x 
 
b) CTAC mit Effektorzellen, nur noch einige adhärente CTAC vorhanden, 

Rose Bengal Färbung, Primärvergrößerung: 80 x  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abb. 3 Dynabeads® unter Einwirkung eines Permanentmagneten im Zentrifugen-

röhrchen (nach Dynal®, mit freundlicher Genehmigung von Invitrogen) 
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Abb. 4  α-Naphtylacetatesterasefärbung und Carbonyleisenphagozytose   

 
a) Darstellung der Anfärbbarkeit verschiedener Leukozyten bei Färbung 

mit α-Naphtylacetatesterase; Monozyten (    ): diffuse, körnige dunkel-
braune Färbung und schwarze Carbonyleisenpartikel im Zytoplasma; 
Lymphozyten (    ): einzelne körnige braune Farbreaktionen im Zyto-
plasma, keine Carbonyleisenpartikel; neutrophile Granulozyten (    ): 
gelappter Kern, keine Farbreaktion, keine Carbonyleisenpartikel,  
Vergrößerung: Ölimmersion 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
  

 
b) Von einem Monozyten phagozytiertes Carbonyleisen als schwarze, un-

terschiedlich große Partikel im Zytoplasma erkennbar, daneben diffus 
braune Niederschläge von α-Naphtylacetat, links basophil gefärbter, 
eingebuchteter Kern vorhanden, α-Naphtylacetatesterasefärbung, 
Vergrößerung: Ölimmersion 
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Abb. 5  CD8+-Zellen (   ), gebunden an mit Mouse anti-Dog CD8 gekoppelten 

Dynabeads® Sheep anti-Mouse (    /        ) 
 

a) Kernechtrotfärbung, Vergrößerung: Ölimmersion  
b) REM, Primärvergrößerung: 2500 x   

 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Abb. 6   Agglomerate von Dynabeads® um CD8+-Zellen, Lymphozyten mit finger-

förmigen Oberflächenfortsätzen, Dynabeads®  mit glatter Oberfläche, REM 
 
a)  Lymphozyten (   ) vorwiegend oberflächlich im Agglomerat  

gebunden (Dynabeads® ,        ), Primärvergrößerung:  3000 x  
 
b)  Lymphozyt (       ) tiefer im Agglomerat erkennbar, Primärvergrößer-

ung: 3000 x 
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Abb. 7  Rosettenbildung von Dynabeads® um CD8+-Zellen, REM 
 

a) Zirkulär angeordnete Dynabeads®, Primärvergrößerung:  2500 x  
b) Kappenartig angeordnete Dynabeads®, Primärvergrößerung: 3000 x   
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10 ANHANG 
 

10.1 Tabellen1) 

 
10.1.1 Herkunft und Geschlecht der Blutspendehunde 

 
Tabelle 7: 

Herkunft Hund Nr. Name Geschlecht
Klinikhunde 1 Eddie m

2 Dusty m
3 Nena w
4 Luise w
5 Cora w
6 Charly m
7 Doro w
8 Paula w
9 Biene w

10 Lasse m
11 Marko m
12 Gonzo m
13 Robby m
14 Tine w
15 Jacky w
16 Lucy w
17 Babsie w
18 Camilla w
19 Tara w
20 Pia w
21 Lotte w

Privathunde 22 Nina w
23 Salli w
24 Henry m
25 Eileena w
26 Minou w
27 Ela w
28 Henry m
29 James m
30 Frodo m
31 Tine w

 
1) * = keine Angaben bzw. nicht bestimmt; weitere Angaben zu den verwendeten 

Abkürzungen finden sich im Abkürzungsverzeichnis 
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10.1.2 Relative Anteile der Leukozyten nach Percoll®-Isolierung 
 
Tabelle 8:   Relative Anteile der Leukozyten nach Percoll®-Isolierung; n = 74 

Hund Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 92,95 1,60 3,35 1,95

86,50 1,45 5,80 5,75
93,75 0,40 3,15 2,45
81,45 5,25 7,85 4,85
88,15 0,50 8,00 2,80
88,20 2,35 6,05 2,55
90,40 0,60 6,60 1,90
91,60 2,05 4,35 1,80

2 91,50 3,00 2,80 2,50
96,00 1,00 2,20 0,40
88,10 0,45 9,75 1,25
91,50 0,75 5,75 1,60
93,80 1,20 2,20 2,10
91,85 4,65 1,60 1,35

3 87,55 1,50 8,30 2,55
4 81,80 5,55 7,00 3,10
5 97,40 0,70 1,40 0,50

87,55 * * 8,45
95,05 0,60 2,05 1,65
88,30 3,45 2,10 5,20
90,70 2,50 3,10 3,00

6 94,10 2,10 2,00 1,50
91,10 3,50 2,75 1,80
89,20 2,55 4,15 3,40
93,85 1,70 1,40 1,80
91,40 0,75 4,85 2,65
89,95 3,60 2,30 3,85
86,70 3,05 7,95 2,10

7 93,50 0,60 3,80 1,90
8 95,40 0,40 2,20 1,70
9 90,10 1,10 1,90 6,80

90,25 2,05 2,85 4,10
10 91,75 0,90 5,25 1,75
11 95,05 0,95 2,40 1,30
12 94,05 0,70 2,50 2,45

92,60 1,05 1,85 3,95
93,60 1,35 2,55 2,25
94,65 0,70 2,95 1,10
93,70 0,90 2,00 1,40
94,70 1,65 2,40 0,95
94,60 0,50 1,90 2,40

13 87,35 0,80 9,45 1,80
80,75 1,35 12,40 4,80
93,20 0,60 2,50 3,30
86,95 4,15 4,85 3,75
96,10 1,15 1,50 1,05

14 92,20 1,20 1,70 4,30  
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Tabelle 8:   Relative Anteile der Leukozyten nach Percoll®-Isolierung; n = 74 

[Fortsetzung] 

Hund Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
15 92,20 1,40 1,40 4,30

85,95 1,85 6,10 4,70
16 81,30 3,35 6,15 8,85

92,95 0,70 3,85 2,15
94,35 0,50 3,20 1,65

17 95,85 0,65 1,25 1,35
92,85 2,40 2,05 2,75

18 94,95 0,95 1,20 1,50
91,10 4,75 1,90 2,15

19 87,75 4,30 2,65 5,20
20 79,05 4,05 11,95 4,05
21 90,05 0,65 6,70 2,05
22 96,60 1,30 1,20 0,40

91,65 2,85 1,50 3,75
92,85 2,70 1,55 2,70

23 79,90 1,50 15,95 2,45
24 92,35 0,70 4,40 2,35
25 93,70 0,70 3,50 2,00
26 94,25 0,95 3,45 1,00

95,85 0,50 2,70 0,70
93,50 2,80 1,60 1,85

27 91,25 0,40 6,80 1,25
91,75 0,60 5,80 1,65

28 93,50 2,00 1,85 2,55
29 91,70 1,45 3,95 2,75
30 89,65 2,35 5,15 2,60
31 94,40 0,80 3,60 0,90
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10.1.3 Einfluss der Adhärenz auf Zellzusammensetzung und Zyto-
toxizität 

 

Tabelle 9a: Gesamtleukozytenzahl im Blut und Differentialblutbild; n = 20  

Hund Leukozyten Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr.  [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 5,20 33,55 53,45 3,15 8,05
1 5,80 12,15 62,15 1,70 23,10
1 6,20 34,70 56,45 2,50 5,90
2 5,00 33,30 59,10 3,20 3,10
2 5,40 19,80 69,35 1,80 7,35
2 5,60 29,90 54,00 2,90 10,00
3 13,00 25,40 61,10 7,10 4,30
4 12,10 27,75 61,35 5,30 4,00
5 7,90 25,80 65,60 1,60 6,35
6 11,40 23,75 68,75 3,70 3,50
7 * * * * *
8 8,00 25,25 65,90 1,00 4,20
9 5,00 30,05 62,85 1,05 4,60

10 7,10 37,70 49,45 7,40 4,60
11 9,10 31,65 63,25 1,45 3,20
12 5,10 36,45 56,95 2,95 4,00
22 3,80 24,25 69,75 1,20 4,40
23 10,70 36,45 48,65 8,25 4,85
24 6,90 34,40 53,10 5,50 6,45
25 8,80 36,20 54,65 2,80 5,45
X 7,48 29,39 59,78 3,40 6,18
s 2,71 6,68 6,53 2,26 4,47
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Tabelle 9b: Gesamtleukozytenzahl isolierter Leukozyten und relative Anteile der Leu-
kozyten am Zellisolat vor Adhärenz; n = 20  

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr.  [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 2,00 86,50 1,45 5,80 5,75
1 8,40 92,95 1,60 3,35 1,95
1 7,57 93,75 0,40 3,15 2,45
2 10,40 91,50 3,00 2,80 2,50
2 3,20 96,00 1,00 2,20 0,40
2 5,45 88,10 0,45 9,75 1,25
3 9,80 87,55 1,50 8,30 2,55
4 1,40 81,80 5,55 7,00 3,10
5 4,70 97,40 0,70 1,40 0,50
6 1,10 94,10 2,10 2,00 1,50
7 7,20 93,50 0,60 3,80 1,90
8 8,80 95,40 0,40 2,20 1,70
9 1,87 90,10 1,10 1,90 6,80

10 3,41 91,75 0,90 5,25 1,75
11 3,01 95,05 0,95 2,40 1,30
12 5,93 94,05 0,70 2,50 2,45
22 2,10 96,60 1,30 1,20 0,40
23 22,50 79,90 1,50 15,95 2,45
24 9,30 92,35 0,70 4,40 2,35
25 5,90 93,70 0,70 3,50 2,00
X 6,20 91,60 1,33 4,44 2,25
s 4,88 4,71 1,18 3,57 1,58
Xg 4,72 * 1,04 3,53 1,79
SF 2,19 * 1,95 1,95 2,10
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Tabelle 9c: Gesamtleukozytenzahl isolierter Leukozyten und relative Anteile der Leu-
kozyten am Zellisolat nach Adhärenz; n = 20  

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr.  [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 0,73 89,40 2,90 4,65 2,70
1 4,90 93,40 0,60 3,35 2,30
1 4,31 96,70 0,50 1,70 0,60
2 2,90 93,40 1,60 2,60 2,25
2 1,60 95,60 1,15 2,30 0,45
2 3,11 87,05 0,60 10,80 1,15
3 4,00 88,30 0,95 9,10 1,50
4 0,64 81,55 8,25 4,40 5,50
5 2,40 97,60 0,70 1,10 0,50
6 0,50 95,20 2,20 1,30 0,80
7 4,60 93,00 0,70 4,20 1,90
8 4,30 94,25 0,45 2,85 2,15
9 1,04 91,95 1,05 1,90 4,85
10 1,55 93,10 1,40 3,15 1,55
11 1,48 93,90 1,50 2,40 1,90
12 3,49 97,40 0,50 0,95 0,85
22 1,00 96,05 1,15 0,90 1,40
23 12,50 82,20 0,85 14,70 1,95
24 4,80 94,35 0,60 3,70 1,15
25 3,60 95,35 0,75 2,65 0,95
X 3,17 92,49 1,42 3,94 1,82
s 2,67 4,58 1,72 3,58 1,32
Xg 2,34 * 1,03 2,92 1,47
SF 2,30 * 2,03 2,14 1,96

 
 

Tabelle 9d: Gesamtleukozytenzahl isolierter Leukozyten und relative Anteile der Leu-
kozyten am Zellisolat; adhärente Zellen; n = 12 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr.  [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 0,23 81,60 6,60 7,80 4,05
1 0,05 26,45 25,30 37,75 9,50
2 0,81 73,95 4,40 15,90 4,85
2 0,04 19,15 34,75 36,50 9,55
3 0,40 46,25 9,25 31,15 12,70
4 0,04 25,65 25,00 42,40 5,80
5 0,07 47,90 15,00 23,30 12,90
6 0,01 17,15 36,45 34,30 8,55

22 0,05 11,30 64,00 14,85 9,85
23 0,23 37,75 3,15 56,25 1,70
24 0,12 61,15 6,00 26,00 6,40
25 0,10 50,55 13,00 24,70 9,85
X 0,18 41,57 20,24 29,24 7,98
s 0,23 22,74 18,01 13,38 3,44
Xg 0,10 * 13,80 25,70 7,08
SF 3,24 * 2,51 1,70 1,78
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Tabelle 9e: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten in [%] gegenüber 
CTAC- Zellen vor und nach Adhärenz; E/T ratio 50:1; n = 12 

Hund Nr. vor Adhärenz nach Adhärenz
1 2,3 -22,0
1 10,9 -1,9
2 15,6 -0,5
2 47,5 15,6
3 9,1 8,4
4 37,1 17,6
5 14,3 7,1
6 53,6 39,2

22 11,9 7,0
23 37,5 26,5
24 39,0 45,9
25 11,8 16,9
X 24,22 13,32
s 17,40 18,38
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10.1.4 Einfluss von Adhärenz und Phagozytose auf 
Zellzusammensetzung und Zytotoxizität 

 
Tabelle 10a: Gesamtleukozytenzahl im Blut und Differentialblutbild; n = 8 

Hund Leukozyten Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 6,20 34,70 56,45 2,50 5,90
2 5,60 29,90 54,00 2,90 10,00
7 * * * * *
8 8,00 25,25 65,90 1,00 4,20
9 5,00 30,05 62,85 1,05 4,60

10 7,10 37,70 49,45 7,40 4,60
11 9,10 31,65 63,25 1,45 3,20
12 5,10 36,45 56,95 2,95 4,00
X 6,59 32,24 58,41 2,75 5,21
s 1,55 4,34 5,84 2,21 2,26

 
 

Tabelle 10b: Gesamtleukozytenzahl isolierter Leukozyten und relative Anteile der Leu-
kozyten am Zellisolat vor Adhärenz; n = 8 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 7,57 93,75 0,40 3,15 2,45
2 5,45 88,10 0,45 9,75 1,25
7 7,20 93,50 0,60 3,80 1,90
8 8,80 95,40 0,40 2,20 1,70
9 1,87 90,10 1,10 1,90 6,80

10 3,41 91,75 0,90 5,25 1,75
11 3,01 95,05 0,95 2,40 1,30
12 5,93 94,05 0,70 2,50 2,45
X 5,41 92,71 0,69 3,87 2,45
s 2,45 2,54 0,27 2,61 1,81
Xg 4,83 * 1,56 3,34 2,10
SF 1,71 * 1,50 1,72 1,71
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Tabelle 10c: Gesamtleukozytenzahl isolierter Leukozyten und relative Anteile der Leu-
kozyten am Zellisolat nach Adhärenz; n = 8 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 4,31 96,70 0,50 1,70 0,60
2 3,11 87,05 0,60 10,80 1,15
7 4,60 93,00 0,70 4,20 1,90
8 4,30 94,25 0,45 2,85 2,15
9 1,04 91,95 1,05 1,90 4,85

10 1,55 93,10 1,40 3,15 1,55
11 1,48 93,90 1,50 2,40 1,90
12 3,49 97,40 0,50 0,95 0,85
X 2,99 93,42 0,84 3,49 1,87
s 1,44 3,17 0,42 3,11 1,32
Xg 2,62 * 1,33 2,72 1,56
SF 1,79 * 1,62 2,05 1,89

 
 

Tabelle 10d: Gesamtleukozytenzahl isolierter Leukozyten und relative Anteile der Leu-
kozyten am Zellisolat [%] nach Phagozytose; n = 8 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 2,36 88,65 8,05 1,95 0,85
2 1,96 90,15 0,60 7,65 0,90
7 2,10 92,70 0,70 6,10 0,40
8 2,95 95,80 0,25 2,95 0,60
9 0,71 96,20 0,80 1,00 1,80

10 1,61 92,00 0,60 6,30 0,70
11 1,16 94,65 0,40 4,10 0,55
12 2,93 96,95 0,10 2,40 0,40
X 1,97 93,39 1,44 4,06 0,78
s 0,80 3,01 2,68 2,39 0,45
Xg 1,80 * 1,67 3,37 0,69
SF 1,63 * 3,50 2,00 1,64
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Tabelle 10e: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten in [%] nach Adhä-
renz (CTAC- und Vero-Zellen) sowie nach Phagozytose (CTAC-Zellen); 
E/T ratio 100:1; n = 8 

Hund CTAC CTAC Vero
Nr. nach Adhärenz nach Phagozytose nach Adhärenz
1 28,80 24,40 -0,85
2 36,00 31,00 13,00
7 22,50 -16,40 -17,50
8 10,00 9,30 3,30
9 -4,20 4,20 *

10 9,60 15,20 -6,90
11 5,10 5,90 1,60
12 53,50 13,50 -3,50
X 20,16 10,89 -1,55
s 18,81 14,29 9,42
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10.1.5 Einfluss der Depletion von CD4+-Zellen auf 
Zellzusammensetzung und Zytotoxizität 

 
Tabelle 11a: Gesamtleukozytenzahl im Blut und Differentialblutbild; n = 19 

Hund Leukozyten Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 4,80 29,10 60,05 3,50 5,60
1 5,60 34,30 54,80 3,35 6,10
2 5,00 24,90 65,75 1,85 6,15
5 8,50 21,00 68,65 2,40 6,50
6 10,50 26,05 67,20 3,60 2,30

12 5,00 23,20 67,60 1,90 6,40
12 5,60 25,55 65,75 2,30 5,50
13 8,30 27,00 64,20 2,45 5,65
16 10,50 34,80 56,60 3,10 4,40
18 7,00 42,00 49,65 2,20 4,35
22 * 29,70 63,15 1,55 4,70
22 3,80 24,50 69,05 1,85 3,80
26 * 28,70 62,85 2,15 4,90
26 6,60 19,05 71,30 1,05 7,45
27 7,10 46,80 41,45 7,05 3,80
28 7,30 25,05 66,90 1,45 5,15
29 7,20 30,05 60,65 3,30 4,60
30 5,90 18,60 73,75 2,35 4,25
31 6,30 41,40 43,90 2,65 10,35
X 6,76 29,04 61,75 2,63 5,37
s 1,88 7,76 8,89 1,29 1,69
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Tabelle 11b: Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten vor Depletion 
von CD4+-Zellen; n = 19 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 1,30 88,20 2,35 6,05 2,55
1 2,10 91,60 2,05 4,35 1,80
2 4,50 93,80 1,20 2,20 2,10
5 0,40 88,30 3,45 2,10 5,20
6 3,70 89,95 3,60 2,30 3,85
12 3,10 94,65 0,70 2,95 1,10
12 3,20 94,70 1,65 2,40 0,95
13 16,00 86,95 4,15 4,85 3,75
16 33,90 92,95 0,70 3,85 2,15
18 0,90 94,95 0,95 1,20 1,50
22 * 91,65 2,85 1,50 3,75
22 2,40 92,85 2,70 1,55 2,70
26 * 94,25 0,95 3,45 1,00
26 10,50 93,50 2,80 1,60 1,85
27 8,30 91,75 0,60 5,80 1,65
28 3,20 93,50 2,00 1,85 2,55
29 14,50 91,70 1,45 3,95 2,75
30 5,00 89,65 2,35 5,15 2,60
31 13,30 94,40 0,80 3,60 0,90
X 7,43 92,07 1,96 3,19 2,35
s 8,42 2,44 1,09 1,52 1,16

 
 
Tabelle 11c: Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten nach Deple-

tion von CD4+-Zellen; n = 19 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 0,60 89,30 2,80 5,35 1,85
1 0,60 89,60 4,00 3,40 2,80
2 2,00 94,30 1,30 2,50 1,50
5 0,20 77,70 8,30 6,60 7,05
6 1,60 90,05 3,05 5,60 1,10
12 1,30 93,20 1,10 3,50 1,40
12 1,50 93,45 2,90 2,70 0,75
13 * 93,90 1,80 3,10 1,10
16 17,80 91,95 1,10 3,60 3,15
18 0,40 89,55 2,35 4,80 1,55
22 * 93,05 2,65 1,60 2,50
22 1,00 90,40 6,25 1,25 1,85
26 * 94,70 1,05 3,10 0,90
26 4,50 93,40 3,85 1,50 1,15
27 3,60 90,60 2,00 6,05 1,10
28 1,50 93,70 2,60 1,65 1,80
29 5,60 93,40 1,40 3,60 1,50
30 1,30 94,95 1,90 2,30 0,65
31 5,60 94,55 1,30 3,10 0,85
X 3,07 91,67 2,72 3,44 1,82
s 4,31 3,89 1,87 1,59 1,44  
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Tabelle 11d: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten in [%] gegenüber 
CTAC- und Vero-Zellen vor Depletion von CD4+-Zellen; E/T ratio 100:1, 
50:1 und 25:1; n = 19  

Hund CTAC Vero
Nr. (100:1) (50:1) (25:1) (100:1) (50:1) (25:1)
1 62,30 * * * * *
1 56,90 20,50 9,40 * * 13,90
2 20,70 * * -3,70 * *
5 -11,10 * * * * *
6 0,00 * * * * *
12 48,00 * * -30,20 * *
12 * 50,30 41,00 * 14,10 -5,40
13 12,20 * * * * *
16 -29,80 * * 32,20 * *
18 53,90 * * * * *
22 52,80 * * -7,30 * *
22 46,90 34,30 24,00 * 6,30 8,10
24 * 29,20 19,80 * 2,60 22,30
26 34,40 * * -6,70 * *
26 46,30 38,40 31,90 40,20 32,30 26,60
27 65,30 57,50 19,70 11,20 32,60 9,90
29 * 22,90 18,80 * 13,30 8,90
30 49,00 69,90 63,50 * 23,70 27,60
31 89,50 80,60 57,40 -13,40 -13,60 -5,80
X 37,33 44,84 31,72 2,79 13,91 11,79
s 31,21 21,12 18,60 23,66 15,70 12,32
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Tabelle 11e: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten in [%] gegenüber 
CTAC-Zellen nach Depletion von CD4+-Zellen; E/T ratio 100:1, 50:1 
und 25:1; n = 19 

Hund CTAC Vero
Nr. (100:1) (50:1) (25:1) (100:1) (50:1) (25:1)
1 * * * * * *
1 10,80 31,00 13,30 * 22,50 15,40
2 43,20 * * -7,60 * *
5 21,70 * * -61,70 * *
6 6,10 * * * * *

12 40,10 * * * * *
12 49,40 57,00 35,30 * 5,00 1,50
13 9,60 * * * * *
16 27,70 * * -0,90 * *
18 53,80 * * -84,60 * *
22 49,30 * * -8,20 * *
22 51,00 40,30 34,10 * 13,60 -6,20
24 * 42,10 18,20 * 1,30 -28,80
26 45,60 * * -5,20 * *
26 52,90 53,60 41,50 56,60 52,20 35,30
27 63,80 37,20 14,60 -24,80 1,60 4,20
29 34,30 35,40 19,50 27,20 27,20 -3,20
30 70,10 68,90 48,80 * 23,80 17,20
31 85,10 54,40 39,20 10,00 -2,90 -8,20
X 42,03 46,66 29,39 -9,92 16,03 3,02
s 21,76 12,41 13,12 40,54 17,49 18,24
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10.1.6 Einfluss der Depletion von CD8+-Zellen auf 
Zellzusammensetzung und Zytotoxizität 

 
Tabelle 12a: Gesamtleukozytenzahl im Blut und Differentialblutbild; n = 18 

Hund Leukozyten Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten[%] [%]
1 6,00 27,35 58,95 3,80 7,85
1 4,80 29,10 60,05 3,50 5,60
2 4,30 26,00 66,20 2,70 3,70
2 8,80 18,10 74,70 1,35 4,40
5 5,70 30,20 56,70 4,20 6,30
6 16,60 14,60 79,00 2,10 3,90
6 10,20 26,20 68,15 2,70 2,40
12 5,70 30,20 61,15 2,30 4,40
12 4,90 28,75 63,20 2,80 4,10
13 10,60 24,80 67,75 1,55 5,25
13 11,20 28,85 63,50 1,65 5,35
15 4,30 34,35 56,90 1,70 4,70
16 10,50 34,80 56,60 3,10 4,40
17 5,70 33,80 55,50 0,80 7,65
18 7,90 41,60 49,25 3,40 4,60
19 7,10 24,35 67,30 3,10 3,90
26 * 28,70 62,85 2,15 4,90
27 7,10 46,80 41,45 7,05 3,80
X 7,73 29,36 61,62 2,78 4,84
s 3,26 7,46 8,72 1,40 1,36
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Tabelle 12b: Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten vor Depletion 
von CD8+-Zellen; n = 18 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten[%] [%]
1 13,50 88,15 0,50 8,00 2,80
1 2,70 90,40 0,60 6,60 1,90
2 7,70 91,50 0,75 5,75 1,60
2 1,70 91,85 4,65 1,60 1,35
5 7,50 95,05 0,60 2,05 1,65
6 17,70 91,40 0,75 4,85 2,65
6 1,80 86,70 3,05 7,95 2,10

12 4,70 93,60 1,35 2,55 2,25
12 0,70 93,70 0,90 2,00 1,40
13 16,10 93,20 0,60 2,50 3,30
13 3,10 96,10 1,15 1,50 1,05
15 1,30 85,95 1,85 6,10 4,70
16 19,40 94,35 0,50 3,20 1,65
17 5,20 95,85 0,65 1,25 1,35
18 14,50 91,10 4,75 1,90 2,15
19 7,30 87,75 4,30 2,65 5,20
26 * 95,85 0,50 2,70 0,70
27 17,70 91,25 0,40 6,80 1,25
X 8,39 91,88 1,55 3,89 2,17
s 6,62 3,16 1,53 2,36 1,20

 
 
Tabelle 12c: Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten nach Deple-

tion von CD8+-Zellen; n = 18 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten[%] [%]
1 6,60 89,20 1,05 7,55 1,75
1 1,00 88,55 1,70 6,25 2,60
2 3,00 93,20 1,30 3,50 1,30
2 0,70 93,00 1,40 4,20 1,30
5 3,20 95,40 0,75 1,50 1,80
6 8,20 91,55 0,65 0,65 2,60
6 0,80 88,20 5,05 5,55 1,00

12 1,70 93,10 1,40 1,30 3,90
12 0,20 88,55 4,10 5,95 1,35
13 * 92,50 0,80 4,00 2,30
13 1,30 94,10 2,55 2,70 0,55
15 * 85,50 1,40 8,00 3,55
16 10,50 92,20 0,90 3,60 3,00
17 2,40 94,65 0,85 1,45 1,95
18 6,80 90,95 4,90 1,90 2,00
19 3,30 86,70 4,20 2,65 6,35
26 * 92,80 1,05 4,70 1,05
27 8,10 90,55 0,55 7,30 1,35
X 3,85 91,15 1,92 4,04 2,21
s 3,30 2,81 1,54 2,31 1,37
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Tabelle 12d: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten in [%] gegenüber 
CTAC- und Vero-Zellen vor Depletion von CD8+-Zellen; E/T ratio 100:1, 
50:1 und 25:1; n = 18 

Hund CTAC Vero
Nr. (100:1) (50:1) (25:1) (100:1) (50:1) (25:1)
1 16,70 * * 6,70 * *
1 * 39,20 34,20 * -59,80 8,50
2 36,30 * * 15,40 * *
2 * * 28,80 * * *
5 -32,50 * * -22,50 * *
6 62,40 * * -4,40 * *
6 * 58,10 5,10 * * *
12 5,50 * * 0,00 * *
12 * 51,30 14,10 * * *
13 62,00 * * 43,80 * *
13 46,40 33,50 6,60 * * -11,50
15 39,90 * * * * *
16 -37,25 33,90 14,90 -32,20 -13,10 -8,80
17 38,30 * * 7,40 * *
18 44,50 7,60 4,40 21,50 4,50 2,00
19 -5,15 2,20 -7,40 28,90 25,10 19,00
26 33,90 33,30 8,70 * -5,70 -8,30
27 82,50 64,90 43,10 23,10 22,70 8,20
X 28,11 36,00 15,25 7,97 -4,38 1,30
s 35,00 21,02 15,53 22,25 31,08 11,34
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Tabelle 12e: Spontane zytotoxische Aktivität isolierter Leukozyten in [%] gegenüber 
CTAC- und Vero-Zellen nach Depletion von CD8+-Zellen; E/T ratio 
100:1, 50:1 und 25:1; n = 18 

Hund CTAC Vero
Nr. (100:1) (50:1) (25:1) (100:1) (50:1) (25:1)
1 27,60 * * 7,10 * *
1 38,80 35,00 20,20 * 2,60 3,80
2 44,20 * * 27,50 * *
2 * 57,70 55,10 * * 12,20
5 51,60 * * 13,60 * *
6 61,00 * * 14,40 * *
6 * 48,00 20,20 * 5,00 11,00

12 12,20 * * 0,00 * *
12 * 50,00 21,00 * * *
13 59,40 * * 58,60 * *
13 64,80 44,80 26,60 * -8,50 12,60
15 31,60 * * 8,80 * *
16 31,70 22,40 13,10 -8,80 -15,50 -0,30
17 77,40 * * 54,60 * *
18 49,20 25,00 11,60 25,00 26,60 26,70
19 3,65 9,10 8,40 10,30 30,00 26,60
26 15,05 29,90 -3,50 * -12,10 -4,90
27 78,50 50,80 23,60 15,60 7,20 -6,10
X 43,11 37,27 19,63 18,89 4,41 9,07
s 23,02 15,49 15,25 20,14 16,88 12,17  
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10.1.7 Zytotoxizität von Zellkulturüberständen nach Koinkubation 
von Ziel- und Effektorzellen 

 
Tabelle 13a: Gesamtleukozytenzahl im Blut und Differentialblutbild; n = 8 

Hund Leukozytenzahl Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 5,52 31,80 57,10 3,80 6,75
5 6,36 27,95 60,30 * 5,45
6 20,37 15,40 77,40 3,20 3,00
9 4,21 23,75 64,35 1,50 6,35

12 3,64 47,00 42,50 3,20 4,20
13 9,67 27,00 60,10 6,15 5,45
14 5,26 38,45 52,65 1,00 5,50
15 4,46 35,30 52,70 2,85 5,95
X 7,44 30,83 58,39 3,10 5,33
s 5,55 9,65 10,16 1,68 1,21

 
 
Tabelle 13b: Gesamtleukozytenzahl und relative Anteile der Leukozyten nach Per-

coll®-Isolierung; n = 8 

Hund Zellzahl Advia Lymphozyten Neutrophile Eosinophile Monozyten
Nr. [109/l] [%] Granulozyten [%] Granulozyten [%] [%]
1 3,80 81,45 5,25 7,85 4,85
5 27,84 87,55 * * 8,45
6 2,08 91,10 3,50 2,75 1,80
9 1,52 90,25 2,05 2,85 4,10

12 6,72 92,60 1,05 1,85 3,95
13 12,15 87,35 0,80 9,45 1,80
14 8,16 92,20 1,20 1,70 4,30
15 21,91 92,20 1,40 1,40 4,30
X 10,52 89,34 2,18 3,98 4,19
s 9,63 3,79 1,63 3,27 2,07
Xg 6,92 * 1,86 3,09 3,80
SF 2,82 * 1,86 2,14 1,66
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Tabelle 13c: Spontane zytotoxische Aktivität Percoll®-isolierter Leukozyten und 

deren Überstände in [%] gegenüber CTAC-Zellen; n = 8 

Hund Nr. Zytox 1 Zytox 2 Zytox 3
1 32,60 1,70 7,60
5 27,70 4,90 -1,30
6 11,60 4,10 11,90
9 14,60 7,00 5,20
12 31,40 5,40 3,10
13 56,30 6,50 2,90
14 58,30 -0,40 -3,00
15 14,80 4,20 -1,20
X 30,91 4,18 3,15
s 18,15 2,46 5,03

Zytox 1 = E/T ratio 100:1
Zytox 2 = Überstand E/T ratio 100:1
Zytox 3 = Überstand Effektorzellen allein (ohne vorherige Koinkubation mit Zielzellen)

 
 
Tabelle 13d: Spontane zytotoxische Aktivität Percoll®-isolierter Leukozyten und 

deren Überstände in [%] gegenüber Vero-Zellen; n = 8 

Hund Nr. Zytox 1 Zytox 2 Zytox 3
1 5,90 -6,70 -5,70
5 -69,80 0,80 1,60
6 -34,10 1,80 -9,50
9 * * *
12 5,50 -2,10 -2,60
13 24,80 13,70 -0,60
14 2,20 -14,10 -17,00
15 -1,80 -7,70 -15,60
X -9,61 -2,04 -7,06
s 31,82 8,85 7,26

Zytox 1 = E/T ratio 100:1
Zytox 2 = Überstand E/T ratio 100:1
Zytox 3 = Überstand Effektorzellen allein (ohne vorherige Koinkubation mit Zielzellen)
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10.1.8 Korrelation von Lymphozytenreinheit und Zytotoxizität 
 
Tabelle 14a: Einfluss der Lymphozytenreinheit auf die Zytotoxizität; E/T ratio 100:1; 

n = 46 

Hund Nr. Lymphozyten 
[%]

Zytotoxizität 
[%]

1 75,80 54,50
1 93,80 28,80
1 81,50 32,90
1 88,20 16,70
1 88,20 62,30
1 91,60 56,90
2 88,10 36,00
2 91,50 36,30
2 93,80 20,70
5 87,60 27,70
6 91,10 11,60
6 91,40 62,40
6 90,00 0,00
7 93,50 22,50
8 95,40 10,00
9 90,10 -4,20
9 90,30 14,60

10 91,80 9,60
11 95,10 5,10
12 94,10 53,50
12 92,60 31,40
12 94,60 40,30
12 93,60 5,50
12 94,70 48,00
13 87,40 56,30
13 93,20 62,00
13 87,00 12,20
13 96,10 46,40
14 92,20 58,30
14 94,40 89,50
15 92,20 14,80
15 86,00 39,90
16 93,00 -29,80
16 94,40 -37,25
17 95,90 38,30
18 94,60 53,90
18 91,10 44,50
19 87,80 -5,15
22 91,70 52,80
22 92,90 46,90
26 94,30 34,40
26 95,90 33,90
26 93,50 46,30
27 91,30 82,50
27 91,80 65,30
30 89,70 49,00
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Tabelle 14b: Einfluss der Lymphozytenreinheit auf die Zytotoxizität; E/T ratio 50:1; 
n = 14 

Hund Nr. Lymphozyten 
[%]

Zytotoxizität 
[%]

1 88,2 39,2
1 91,6 20,5

12 93,7 51,3
12 94,7 50,3
13 96,1 33,5
14 94,4 80,6
18 91,1 7,6
19 87,8 2,2
22 92,9 34,3
26 95,9 33,3
26 93,5 38,4
27 91,3 64,9
27 91,8 57,5
30 89,7 69,9

 
 
 
10.1.9 Einfluss der Haltung und des Geschlechts der Blutspender 

auf die Zytotoxizität 
 
Tabelle 15a: Spontane zytotoxische Aktivität von Klinikhunden in [%] gegenüber 

CTAC-Zellen; E/T ratio 100:1; n = 15 

Klinikhunde Zytotox 1 Zytotox 2 Zytotox 3 Zytotox 4 Zytotox 5 Zytotox 6 X
1 28,80 32,60 16,70 62,30 56,90 54,50 41,97
2 36,00 36,30 20,70 * * * 31,00
5 27,70 * * * * * 27,70
6 11,60 62,40 0,00 * * * 24,67
7 22,50 * * * * * 22,50
8 10,00 * * * * * 10,00
9 -4,20 14,60 * * * * 5,20
10 9,60 * * * * * 9,60
11 5,10 * * * * * 5,10
12 53,50 31,40 5,50 48,00 40,30 * 35,74
13 56,30 62,00 12,20 46,40 * * 44,23
14 58,30 * * * * * 58,30
15 14,80 39,90 * * * * 27,35
17 38,30 * * * * * 38,30
18 53,90 44,50 * * * * 49,20
X 28,72
s 16,35
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Tabelle 15b: Spontane zytotoxische Aktivität von Privathunden in [%] gegenüber 
CTAC-Zellen; E/T ratio 100:1; n = 5 

Privathunde Zytotox 1 Zytotox 2 Zytotox 3 X
22 52,80 46,90 * 49,90
26 34,40 33,90 46,30 38,20
27 82,50 65,30 * 74,00
30 49,00 * * 49,00
31 89,50 * * 89,50
X 60,12
s 21,00

 
 
Tabelle 15c: Spontane zytotoxische Aktivität von Klinikhunden in [%] gegenüber 

CTAC-Zellen; E/T ratio 50:1; n = 12 

Klinikhunde Zytotox 1 Zytotox 2 Zytotox 3 X
1 39,20 20,50 2,30 20,70
2 47,50 * * 47,50
3 9,10 * * 9,10
4 37,10 * * 37,10
5 14,30 * * 14,30
6 58,10 53,60 * 58,10
12 51,30 * * 51,30
13 33,50 * * 33,50
16 33,90 * * 33,90
18 7,60 * * 7,60
19 2,20 * * 2,20
20 25,10 50,30 * 37,70
X 29,42
s 18,41

 
 
 
Tabelle 15d: Spontane zytotoxische Aktivität von Privathunden in [%] gegenüber 

CTAC-Zellen; E/T ratio 50:1; n = 10 

Privathunde Zytotox 1 Zytotox 2 Zytotox 3 X
22 34,30 11,90 * 23,10
23 11,90 * * 11,90
24 39,00 * * 39,00
25 11,80 * * 11,80
26 33,30 38,40 * 35,90
27 64,90 57,50 * 61,20
28 29,20 * * 29,20
29 22,90 * * 22,90
30 69,90 * * 69,90
31 80,60 * * 80,60
X 38,55
s 24,19
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10.2 Bezugsquellen für Chemikalien und Antikörper 
 
amersham pharmacia biotech, Uppsala, Schweden 
Percoll®, steril, 17-0891-01 
 
Agar Scientific, Essex 
Glutaraldehyd 25 %, R1010 
 
BASF, Ludwigshafen 
Carbonyleisenpulver HF3, 2268 
 
Carl Roth GmbH und Co, Karlsruhe 
Cacodylsäure, Natriumsalz Trihydrat, 5169.2 
Ethanol absolut p.a., 9065.4 
Osmiumtetroxidlösung, 7436.1 
Trypanblau, 4856 
 
E. Merck, Darmstadt 
Iso-amylacetat, 101231 
Kaliumchlorid, p.a., 4936.0500 
Kaliumdihydrogenphosphat, 1.04873.0250 
LEUCOGNOST®-EST, 116301 
Natriumchlorid, p.a., 1.06400.5000 
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat, 1.06580.1000 
 
GSF, München 
caCD4:  Ratten-mAk, Isotyp IgG2a (Klon YKIX302.9.3.7), Gebrauchsverdünnung  

 1:100, überlassen von Prof. Dr. Baumgärtner, 
 Stiftung Tieräztliche Hochschule Hannover, Institut für Pathologie  

caCD8: Maus-mAk Isotyp IgG1 (Klon Dog 10-1-1, synonym M10), Gebrauchsverdün- 
  nung 1:1000, überlassen von Prof. Dr. Baumgärtner, 

  Stiftung Tieräztliche Hochschule Hannover, Institut für Pathologie 
 
ICN Biomedicals, Costa Mesa, USA 
Trypsin-EDTA (0,02% EDTA, 0,05% Trypsin), 16-891-49 
 
Invitrogen Dynal® AS, Oslo, Norwegen 
Dynabeads® M-450 Sheep anti-Rat IgG, 110.07 
Dynabeads® M-450 Sheep anti-Mouse IgG, 110.02 
 
PAA Laboratories, Cölbe 
FKS, Fetales Kälberserum, A15-043 
HBSS, 6450 
MEME, E15-825 
Penicillin/Streptomycin, 10.000 U bzw. 10.000 μl/ml, P-11-010 
RPMI-1640, E15-840 
 
Serag-Wiessner GmbH und Co KG, Naila 
Isotonische Kochsalzlösung (NaCl-Lösung, 0,9 %) 
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Serva, Laborhandel Reinke, Gießen 
Serum Albumin V, 11930 
 
Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Deisenhofen 
Natriumdihydrogenphosphat-Dihydrat, 71500 
Rose Bengal, R 4507 
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10.3 Bezugsquellen für Geräte und Einmalartikel 
 
Assistent, Laborhandel Reinke, Gießen 
Duram Glaszentrifugenröhrchen, konisch, 948/1 
 
Bayer Diagnostics, Tarrytown, USA 
Advia 120, IR 346 
 
Falcon, Becton Dickinson, Heidelberg 
96-Loch Flachbodenplatte 
 
Flow Laboratories, Schottland bzw. Schweiz 
ELISA-Photometer, Titertek Multiscan® Plus 
Titertek® Microplate Washer S8/S12 
 
Heraeus, Hanau 
Begasungsbrutschrank, UB 6060 EK-CO2 
 
Hettich, Tuttlingen 
Kühlzentrifuge Rotanda/K, 3512 
 
Invitrogen Dynal® AS, Oslo, Norwegen 
Dynalmagnet 
Dynal® Sample Mixer 
 
Iwaki/Dunn Labortechnik, Asbach 
Gewebekulturflasche mit Vent. Cap, 25 cm3, 3103-025 
 
Sarstedt, Nürnbrecht 
S-Monovette®-Blutentnahmesysteme (Ammonium-Heparin-Röhrchen, 9 ml, steril) 
S-Monovette®-Kanüle 
 
Schleicher und Schüll, Laborhandel Reinke, Gießen 
0,2 μ Filter, FP 30-0.2CA-S 
 
Schott, Laborhandel Reinke, Gießen 
Rundbodenzentrifugenröhrchen 
 
Thermo Electron Corporation, Dreieich 
Zytozentrifuge „Shandon Elliot“ 
 
Zeiss, Deutschland 
Digital Scanning Microscope DSM 940 
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10.4 Lösungen und Puffer 
 
NaCl-Lösung, 1,5M 
87,66 g NaCl 
ad 1000 ml Aqua dest. 
 
Trypanblaulösung 0,36% 
0,36 g Trypanblau 
ad 100 ml 0,9 % NaCl-Lösung, filtrieren 
 
Rose Bengal Gebrauchslösung, 0,25% 
0,25 g Rose Bengal 
ad 100 ml NaCl-PBS 
mischen, im Kühlschrank aufbewahren 
 
NaCL-PBS, pH 7,4 (für RBA) 
1,42 g Na2HPO4x2H2O 
0,2 g KH2PO4 
8,0 g NaCl 
0,2 g KCl 
ad 1000 ml Aqua dest, pH-Wert mit 1N HCl einstellen 
 
Ethanol-PBS, 50% (v/v) 
Ethanol und NaCl-PBS zu gleichen Teilen, mischen 
 
PBS/BSA, pH 7,4 (Waschpuffer CD8) 
0,18 g NaH2PO4 x 2 H2O 
0,98 g Na2HPO4 x 2 H2O 
8,10 g NaCl 
ad 1000 ml Aqua dest., pH-Wert mit 1 N HCl einstellen 
1g BSA zufügen 
 
PBS/BSA, pH 7,4 (Waschpuffer CD4) 
0,18 g NaH2PO4 x 2 H2O 
4,02 g Na2HPO4 x 2 H2O 
8,10 g NaCl 
ad 1000 ml Aqua dest., pH-Wert mit 1 N HCl einstellen 
1g BSA zufügen 
 
1,2% Glutaraldehyd in 0,1 M Cacodylatpuffer (Fixierungslösung für das REM) 
480 μl 25% Glutaraldehyd 
ad 10 ml 0,1 M Cacodylatpuffer 
 
0,1 M Cacodylatpuffer (pH 7,3) 
21,4 g Na-Cacodylsäure 
ad 1000 ml Aqua dest., pH-Wert mit 1 N HCl einstellen 
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0,166 M Cacodylatpuffer zum Waschen (pH 7,3) 
35,5 g Na-Cacodylsäure 
ad 1000 ml Aqua dest., pH-Wert mit 1 N HCl einstellen 
 
1 % OsO4 in 0,1 M Cacodylatpuffer zum Nachfixieren 
500 mg OsO4-Kristalle 
50 ml 0,1 M Cacodylatpuffer, pH 7,3 
in dunkler, fest verschlossener Flasche im Dunkeln bei 4°C aufbewahren 
 
Gepufferte Ethylendiamintetraessigsäure (EDTA-Lösung) 
0,2 g Na2-EDTA 
8,3 g NaCl 
0,2 g KCl 
1,15 g Na2HPO4 
0,2 g KH2PO4 
0,2 g Glucose 
ad 1000 ml Aqua dest., pH 7,4, Osmolalität 290-310 mOsmol 
Lösen der Substanzen in obiger Reihenfolge, autoklavieren 
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