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Verzeichnis der verwendeten Symbole

Qoo Abstand allgemein

dpeeeii Abstand Objektebene - Objektivebene

dj o Abstand Objektivebene - Bildebene

Do Dicke des Objektes bzw. des Erythrozyten

Eg o Ebene, in der die Lichtintensitét beim Dickenrekonstruktionsverfahren be-

trachtet wird

Efg oo Brennebene des Linsenmodells beim Dickenrekonstruktionsverfahren

Eg oo Ebene des Objektes (des Linsenmodells) beim Dickenrekonstruktionsver-
fahren

£, Brennweite allgemein

fg ........................ Grenzfrequenz des Lichtes bei der Ubertragung am Objektiv

(XY 0) - eeveveeeenn komplexe Amplitudentransmission des Objektes

fAXQ.YQ) eeevenen reelle Amplitudentransmission des Objektes

F(fX,fy) ............... Fouriertransformierte der Objektfunktion

G(fx,fy) .............. Fouriertransformierte der Bildamplitudenfunktion

H(fX,fy) .............. Ubertragungsfunktion

HD(fX,fy) ............ Ubertragungsfunktion zur Defokussierung

Hp(fX,fy) ............ Ubertragungsfunktion Pupillenfunktion

Ly cumeeeeerereeneeee Aufsummierte Lichtintensitét in der Ebene E4 beim Dickenrekonstruktions-
verfahren

Iy oo Lichtintensitdt in der Ebene E, beim Dickenrekonstruktionsverfahren

L oum eveeeeeereenen Aufsummierte Lichtintensitét allgemein beim Dickenrekonstruktionsverfah-
ren

Lo oo Lichtintensitét des einfallenden Lichtes beim Dickenrekonstruktionsverfah-
ren

Lo cum e orerereemerees Aufsummierte Lichtintensitét in der Ebene E, beim Dickenrekonstruktions-
verfahren

L(X0sY0) -ovevevne Intensitédtsverteilung des Lichtes in der Bildebene

Ko Wellenzahl 2n/A

Mo, VergroBerungsfaktor bei der mikroskopischen Abbildung
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1. Einleitung

Abb. 1-1:

Erythrozytenpdrchen im Elektronenmikroskop

Der Erythrozyt ist in verschiedener Hinsicht ein beeindruckendes Beispiel fiir die vielféltigen
Ausdrucksmoglichkeiten des Organismus. Seine Form stellt ein Spiegelbild des empfindli-
chen physikalisch- chemischen Kréftegleichgewichts zwischen Membran, innerem und &ufe-
rem Milieu des Blutkoérperchens dar.

Ausgehend von der charakteristischen Ruheform des Erythrozyten, der bikonkaven Scheibe,
lassen sich zwei Typen von Forménderungen beobachten. Zum einen bildet die Membran eine
zunehmende Anzahl von Ausstiilpungen (Echinozytose) aus, zum anderen erfdhrt die Mem-
bran eine sich immer tiefer in den Erythrozyten hineinwolbende Einbuchtung
(Stomatozytose). Die Endstadien beider Anderungsmoglichkeiten sind durch eine Kugelform
(Spheroechinozytose bzw. Spherostomatozytose) mit stachelartigen Ausstiilpungen oder Ve-
sikulierung nach innen beschreibbar.
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Diese Forménderungen sind einerseits Ausdruck pathologischer Verdnderungen bei hdmolyti-
schen Andmien (Kugelzellandmie, Sichelzellandmie), andererseits lassen sie sich durch eine
Anderung des Umgebungsmilieus herbeifiihren. In letzterem Fall kann eine verdnderte Stirke
und Geschwindigkeit der Forminderung im Vergleich zum Normalen wiederum Ausdruck
verschiedener krankhafter Verdnderungen der Erythrozyten und ein beschreibendes Merkmal
zur Beurteilung der Geschwindigkeit sich bei Formédnderungen abspielender Umverteilungen
von Molekiilen in der Membran sein.

Das Interesse bei der Auswertung der Erythrozytenform geht folglich in zwei Richtungen:

Die Formbestimmung unbehandelter oder mit einer forméndernden Substanz behandelter
Erythrozyten ist als zukiinftiges Hilfsmittel bei der Diagnose bestimmter Krankheitszusténde
denkbar.

Das Blutkdrperchen 14f3t sich als allgemeines Membranmodell auffassen. So kann das Stu-
dium von Forminderungen nach Anderung des Umgebungsmilieus sowohl eine genauere
Modellierung der Membran als auch Riickschliisse auf die formédndernde Substanz ermdogli-
chen. Hierbei spielt die Auswertung kleinerer Abweichungen von der Normalform eine
wichtige Rolle.

Zur Erfiillung dieser Anspriiche an die Formbestimmung ist ein Verfahren notwendig, wel-
ches einen minimalen Aufwand bei der Probenprédparation und deren geringste Beeinflussung
vor und wihrend der Messung, sowie ein ausreichendes Signal zur Differenzierung kleiner
Formunterschiede ermdglicht.

Diese beiden Kriterien schlieBen sich nahezu aus. Als Beispiel seien die Elektronenmikrosko-
pie mit dem extrem hohen préparativen, die Probe stark beeinflussenden Aufwand aber derzeit
hochst erreichbarer Auflosung und die durchfluBzytometrischen Mef3gerdte (Coulter Counter)
mit geringstem préparativen Aufwand und ungentigender Formauflosung fiir Erythrozyten ge-

nannt.

In dieser Arbeit wird ein Verfahren vorgestellt, welches auf Grundlage lichtmikroskopischer
Aufnahmen mittels Bildverarbeitung eine automatische Formklassifizierung einzelner
Erythrozyten gestattet. Da die entstehenden Bilder in Abhéngigkeit der Fokusebene keines-
wegs eindeutig in Bezug auf die Form sind, wird eine Methode gezeigt, welche die Lichtver-
teilung in defokussierten Ebenen benutzt, um eine eindeutige Klassifikation basierend auf
mehreren Form- und Intensitdtsparametern zu ermdglichen. Fiir die rotationssymmetrischen
Formen der roten Blutkérperchen wird ein Verfahren vorgestellt, das eine annéhernde

Dickenrekonstruktion der jeweiligen Form gestattet.
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2. Die Form des Erythrozyten und seine Bedeutung

2.1. Aufbau und Ruheformspektrum

Das rote Blutkorperchen, im Englischen als Erythrocyte oder Red Blood Cell bezeichnet,
nimmt eine Sonderstellung unter den Zellen des menschlichen Kérpers ein: Neben seiner frei-
en Beweglichkeit ohne Zellverband ist sein Aufbau ohne Zellkern und sonstige Zellorganellen
auffillig. Es besteht aus der umbhiillenden Membran und dem Zytosol, dessen Hauptbe-
standteil Hamoglobin ist. Dieser einfache Aufbau und eine relativ leichte Verfiigbarkeit
pradestinieren den Erythrozyten als Objekt fiir Membranuntersuchungen.

Der Lipidbilayer ist das Grundgeriist der Erythrozytenmembran mit einer Dicke von ca. 4 nm,
bestehend aus Phospholipidmolekiilen und Cholesterin, wobei nur die hydrophilen Kopf-
gruppen mit der umgebenden Flissigkeit in Berlihrung kommen. Es sind ca. 400 unter-
schiedliche Phospholipidgruppen bekannt, die am Aufbau von biologischen Membranen be-
teiligt sind. Sie liegen asymmetrisch verteilt in den beiden Lipidschichten des Bilayers.

Die Glycokalix ragt in das duflere Medium hinein, d.h. in die Suspension oder in das Serum.
Sie besitzt eine negative Nettoladung infolge von Sialinsdureresten, die unter physiologischen
Bedingungen vollkommen dissoziiert sind. Auf diese Weise entsteht ein Oberfldchenpotential.
Diese Ladungen bestimmen zusammen mit den Dipoleigenschaften der hydrophilen Anteile
der Phospholipide die elektrostatischen Eigenschaften der duBleren Membranoberfldache. Sie
lassen sich mit Einschrankungen als eine kontinuierliche Oberfldchenladung der Membran be-
schreiben.

Das Zytoskeleton befindet sich an der Membraninnenseite. Es besteht hauptséchlich aus Pro-
teinen, Spektrin und Aktin, die iiber verschiedene Bindungsproteine an die integralen Proteine

der Membran gekniipft sind.

Der Erythrozyt entsteht tiber das Zwischenstadium des Retikulozyten im roten Knochenmark.
Dabei entwickelt sich aus der unregelmifBig globuldren Form unter Abnahme des Volumen-
Oberflachenverhiltnisses die typische symmetrische diskozytische Normalform des
Erythrozyten [Bes77].

Voraussetzung fiir diese Form ist ein Oberfldcheniiberschufl, der sich in einem erhohten

Oberflachen- Volumenverhéltnis beim Erythrozyten (ca. 1,4 pum*pum?) gegentiber einer volu-
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mengleichen Kugel (ca. 1 um¥um?®) ausdrickt [Eva70]. Wirken duflere Krifte, z.B. Scher-
krifte in Stromungen, auf den Erythrozyten ein, verdndert dieser in Abhéngigkeit der Bela-
stung seine Form, schnellt aber nach abruptem Stop der Stromung innerhalb kiirzester Zeit
(typisch 100 ms) in seine Ausgangsform zurtick [Art88a, Art95b].

Ohne wesentliche Anderung des Volumen- Oberfldchen- Verhéltnisses kann der Erythrozyt
seine Form in zwei verschiedene Richtungen &ndern [Deu68]. Zum einen entwickeln sich auf
seiner Oberfliche Vorwdlbungen, die mit zunehmender Auspridgung der Formédnderung an
Anzahl zunehmen und deren Durchmesser sich immer weiter verkleinert. Die Endgestalt die-
ser als Echinozytose bezeichneten Forménderung ist nahezu kugelformig. Andererseits bildet
sich aus einer Eindellung des Erythrozyten eine immer tiefer werdende Einbuchtung der
Membran aus, Stomatozytose genannt. Auch diese Anderung gipfelt in einer spherischen End-
form.

Diese beiden Arten der Forméinderung wurden von BESSIS [Bes77] in Zwischenformen klas-

sifiziert und als ein kontinuierliches Spektrum dargestellt.

Diskozyt

- g
-~ B
Stomatozyt @ Echinozyt

4

Sphero- Sphero-
stomatozyt echinozyt

Diskozyt --------- Stomatozyt--------—-- Spherostomatozyt---
S-11 S-111 SS-1 SS-11

Diskozyt ---------- Echinozyt---------- --- Spheroechinozyt---
E-1I E-11I SE-I SE-II

{500

Ruheformklassifizierung nach BESSIS

Abb. 2-1:
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Neben der in Abbildung 2-1 angegebenen Bezeichnung wird auch die Formcharakterisierung
mittels Formindex verwendet. Die Tabelle 2-2 zeigt die Zuordnung zwischen BESSIS- Form-
beschreibung und Formindex.

Form |SS-II |SS-I |S-III |S-II |S-I D E-I E-II |E-III |SE-I |SE-II

Index |-5 -4 -3 -2 -1 0 1 2 3 4 5

Abb. 2-2:

Zuordnung zwischen BESSIS- Klasseneinteilung und Formindex

Andere Anderungen der Ruheform resultieren aus einer Anderung des Erythrozytenvolumens,

z.B. hervorgerufen durch Anderung der Osmolaritiit.

2.2. Ruheform und Lipidbilayer

Schon bald, nachdem man Zellen unter dem Mikroskop betrachten konnte, wurde versucht,
die charakteristische Ruheform des Erythrozyten zu erkldren. So vermutete HALLER 1757
[Hal57], seine Form sei die Folge fortlaufender "Abschleifungsvorgénge" in den Gefidlen. So
sehr diese naive Vorstellung heute beldchelt wird, es herrscht bis heute keine restlose Klarheit
iiber diese Formentstehung. Ausgehend von den histologischen Untersuchungen, die selbst im
Elektronenmikroskop nur eine "gleichférmige granuldre Struktur" [Wal67] erkennen lassen,
konnten bis jetzt nur Hypothesen tiber die Krifte, die diese Form aufrechterhalten, aufgestellt
werden.

Das "fluid mosaic"- Modell ist grundlegend fiir das heutige Verstindnis vom Aufbau der
Membran [She74], reicht aber nicht aus, die Ruheform des Erythrozyten und auftretende
Forménderungen vollig zu erkldren. Einigkeit herrscht dariiber, da die bikonkave Form ein
Minimum der in der elastischen Membran gespeicherten Energie widerspiegelt [Can70]. In
[Deu76] wird dafiir als Ursache eine negative Vorkriimmung (Hervorwdlbung der Innenseite)
der Erythrozytenmembran postuliert, ohne daB3 dafiir die physikalisch- chemischen Ursachen
geklart wiren.

Aus dem Aufbau des Erythrozyten wird jedoch ersichtlich, da3 die formgebenden und form-
stabilisierenden Eigenschaften im engsten Zusammenhang mit der Membran (Lipidbilayer
und Zytoskeleton) zu suchen sind.

Fine teilweise Erkldrung fiir die stomatozytische und echinozytische Forménderung lieferten
SHEETZ und SINGER [She74] mit ihrer "bilayer couple"- Theorie, die davon ausgeht, daf} sich
die Form des Erythrozyten in Richtung Stomatozytose / Echinozytose durch Einlagerungen
(Flichendnderung) von Molekiilen an den inneren / dufleren Teil seiner Doppelmembran &n-
dert. Dieses Erklarungsmodell wurde beziiglich der Rolle des unter der Doppelmembran lie-

genden Spektrinnetzes erweitert [Schmi83].

Dieses Werk ist copyrightgeschiitzt und darf in keiner Form vervielfaltigt werden noch an Dritte weitergegeben werden.
Es gilt nur fiir den persénlichen Gebrauch.



