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LDH-Isoenzymaktivitat der peripheren
T- und B-Zellen bei Neugeborenen mit
unterschiedlichem Gestationsalter
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Die Separierung der T- und B-Lymphozyten gesunder, reifer Neugebo-
renen und Frihgeborenen ((lestationsalter: zwischen der 23. und 33. Woche)
erfolgte anhand der LDH-Isoenzymaktivitdt der Zellen. Die Erfahrungen
zeigten, dal’ sich die Methode zur Ergdnzung bzw. zum Ersatz der auf Ober-
flachenmarker beruhenden Techniken eignet. Zwischen reifen Neugeborenen
und Frihgeborenen konnten gewisse Unterschiede erkannt werden: Bei den
Fruhgeborenen war die Aktivitdt der LDH-1 Fraktion der B-Zellen und der
LDH-5 Fraktion beidor Zelltypen inbesondere aber der B-Zellen hdher als

bei den reifen Neugeborenen.

Die Methode hat sich zur ErschlieBung der

sich in der fotalen Periode differenzierenden Zellen als brauchbar erwiesen.

Bekanntlich kénnen zwei Popula-
tionen der peripheren Lymphozyten
separiert werden, namentlich die T-
oder Thymus dependenten Zellen so-
wie die B- oder Thymus independen-
ten Zellen. Her Identifizierung der
beiden Zellpopulationen liegt der Cha-
rakter der Gberflachen-lmmunglobu-
line zugrunde. Auf der Oberflache
der B-Zellen befinden sich mindestens
drei Oberflachen-Rezeptoren : der mo-
difizierte komplementbindende Re-
zeptor, der aggregierte 1gG-bindende
Rezeptor und der Immunglobuline
bindende Rezeptor.

Zum Nachweis der komplement-
bindenden Rezeptoren eignen sich
zahlreiche Methoden fl, 13, 11, 5].
Die Oberflachen-Immunglobuline bin-
denden Rezeptoren werden mit Fluo-
reszein konjugierten Antiimmunglo-
bulinen nachgewiesen; neuestens bot
sich auch zur Anwendung der Anti-

korper gegen die Schwer- und Leicht-
ketten der Immunglobuline eine Mdg-
lichkeit [5, 2, 3]. Die zum Nachweis
der mit den aggregierten Immunglo-
bulinen reagierenden Rezeptoren die-

nende neue Methode wurde von
Dickter und Mitarb. [4] ausgear-
beitet.

Zur Separierung der T-Zellen eignet
sich der von Wybran und Mitarb.
[16] sowie Jondal und Mitarb. [5]
ausgearbeitete E-Rosettentest.

Laut der an menschlichen Foéten
durchgefihrten Untersuchungen er-
scheinen die die B-Lymphozyten cha-
rakterisierenden Marker in den hdmo-
poetisehen Zellen und Lymphoid-
geweben zwischen der 9,5. und 22.
Woche. Unter diesen Merkmalen kon-
nen die die IgM- und 1gG-bindenden
Rezeptoren tragenden B-Zellen in der
Leber und auch die ausschlieRlich
IgM positiven B-Zellen in der Leber
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und in anderen Zellen in der 9. Woche
nachgewiesen werden. Die IgA-positi-
ven Zellen lassen sich zuerst im 11,5-
wochigen FoOtus nachweisen. Unter
Anwendung der direkten Fluoreszenz-
Antikdrpertechnik wurde bewiesen,
dal} die die Immunglobuline sezernie-
renden Zellen in der Mitte der 14.
Woche erscheinen, wenn die Konzen-
tration der B-Zellen bereits fur den
erwachsenen Zustand charakteristisch
ist. Diese Untersuchungen wiesen fer-
ner daraufhin, dal dieT- und B-Zellen
zum selben Zeitpunkt erscheinen.

Angesichts dieser Daten erhob sich
die Frage, ob uns in der fotalen Le-
bensperiode, wenn die Entwicklung der
Oberflachenmarker der T- und B-
Zellen noch nicht beendet ist bzw.
in anderen Zustdnden, in denen der
Nachweis dieser Gebilde wichtig wére,
irgendwelche  entsprechende  Me-
thoden zur Verfigung stehen, die
ohne Ermittlung der Oberflachen-
rezeptoren zur Selektion der zweierlei
Zellpopulationen eine Hilfe bieten
wirden.

Die Abnahme der Aktivitat der in
den Lymphozyten von an chronischer
lymphatischer Leukamie leidenden
Patienten vorhandenen LDH-1-Frak-
tion der in Richtung der Unreife
zeigenden Dedifferenzierung der ma-
lignen Zellen verlauft parallel [9, 14].
Pium UNdR ingoie, [8, 10] versuchten,
die Eigentiumlichkeiten der T- und
B-Zellen der Lymphozyten von funf
gesunden Erwachsenen anhand ihrer
Isoenzymaktivitdt zu charakterisie-
ren ;die Separierung der Zellpopulation
haben sie auch aufgrund der Ober-
flachenmarker durchgefuhrt (E- und
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EAC-Rosettentechnik). Die LDH-Iso-
enzyme kdénnen bekanntlich in sémt-
lichen Zellen des Organismus vor-
gefunden werden. Mittels Elektro-
phorese kénnen unter Anwendung
der das LDH-Molekil aufbauenden
zweierlei Untereinheiten, d. h. die
Kombination von H —-M — finf
Fraktionen der LDH-Isoenzyme sepa-
riert werden. Im Laufe der von den
Autoren angewandten Zellseparie-
rungsmethode konnten fuinferlei Zell-
populationen separiert werden. Aus
den separierten Zellen wurde mit-
tels Elektrophorese und spezieller
Farbung ein Zymogramm verfertigt;
anlaBlich der Darstellung dieses Zy-
mogramms mit einem Quick-Scan-
Gerat (Helena Laboratories) wurde
das prozentuale Vorkommen von funf
Fraktionen der LDH-lsoenzyme de-
monstriert. Diese Untersuchungen
fahrten zur Feststellung, dal die
T-Lymphozyten auf dem Gebiet der
LDH-1-Fraktion, im Vergleich mit
den B-Zellen eine signifikante AKti-
vitdt zeigen, was gleichzeitig auch
soviel bedeutet, dal} die Bestimmung
der LDH-Isoenzyme die zur Er-
schlieBung der Oberflachenmarker ge-
brauchlichen Methoden ergénzt oder
notigenfalls auch ersetzt.

Material und Methodik

Unser Material bestand aus 10 reifen,
gesunden Neugeborenen und 10 Frih-
geborenen (zwischen der 28. und 33.
Gestationswoche), von denen zur Unter-
suchung im Laufe der ersten 3 Lebens-
monate Blutproben entnommen wurden.
Die Zellseparation erfolgte mit der in
Abb. 1 schematisch dargestellten Me-
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Elektrophorese

\ I. Schematisch dargestellte Zellseparierungstechnik fur funf Fraktionen

Abb. 2. LDH-Zymogramme unseparierter Lymphozyten: oben: B-Zellen, unten: T-Zellen

thode [8]. In allen funf Lymphozyten-
suspensionen wurde die Zahl der E- und
EAC-Rosetten bestimmt und auf einem
Objekttrager auch die Agarose-Gelektro-
phorese (110 min, 150 V) durchgefuhrt; zur
Farbung kam das Verfahren von Van der
Helm zur Anwendung: Tm Laufe der sich
in Richtung der Brenztraubensdure abspie-
lenden Reaktion wird der farblose Tétra-
zolium-Farbstoff durch Phenazinmetosul-
fat zu farbige, unslébare Formasankdrn-
chen reduziert und an der Aktivitatsstelle
ausgefallt. Das elektrophoretische Bild der
Zellpopulationen B und T veranschaulicht
Abb. 2 Zur Auswertung des gewon-

nenen Zymogramms diente das Quick-
Scan-Geréat (Abb. 3). Die angewandte Zell-
suspension jeder einzelnen Fraktion ent-
hielt 2 x 10¢ml Lymphozyten; zur Elektro-
phorese kamen je 5 Mikroliter dieser Sus-
pension zur Anwendung.

Ergebnisse und Konklusion

1. Die von P1um und Ringoir [8]
beschriebene Methode 14R3t sich leicht
reproduzieren; die mit der Separierung
gewonnenen Zellen verfliigen Uber eine
befriedigende Vitalitat.
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Tabelle I

LDH-Isoenzymaktivitdt der T- und B-Lymphozyten bei reifen S&uglingen

Rosetten-Prozent (%)

Zellen LDH-1 LDH-2 LDH-3 LDH-4 LDH-5
T B
Nicht separierte Zellen 8,5+3,37 29,75+3,3 38,5+4,43 18,25+1,8 3+ 1,35 53 42
(10-5) (35-29) (44-30) (23- 19) (7-2)
T-Fraktion, Rosetten-
Sedimentation 20,92+3,6 27,79+2,1 30,8+2,29 15,03+ 1,14 6,27+1,1 68 34
(25-17) (35-20) (30 29) (19- 14) 8 4
B-Fraktion, Rosetten-
Sedimentation (1,93+1,5 30,91+2,1 36,00£2,0 21,3+ 1,36 3,5+0,59 30 60
8,7 2 (30-26) (40- 35) (24 19 7 2
T-Fraktion, Nylon effluens 151+ 1,7 34,7+£2,35 33,08+1,9 21,73+ 1,73 2,76+0,2 59 28
(20- 13) (37-26,2) (36 —29) (23-17) (4 -1,5)
B-Fraktion, Nylon adherens 1,45+1,07 29,29+2,2 43,3+ 1,25 22,0+ 2,34 3,71+£0,72 30 47
(3-0,5) (35-25) (48- 40) (25-20,2) (7-3)

Durchschnitt %
Streuung des Durchschnitts d:
( ) - Grenzwerte
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L6T

Zellen

Nicht separierte Zellen

T-Fraktion, Rosetten-
Sedimentation

B-Fraktion, Rosetten-
Sedimentation

T-Fraktion, Nylon effluens

B-Fraktion, Nylon adherens

Durchschnitt %

Streuung des Durchschnitts +

(

) = Grenzwerte

LDH-1

131+4
(14-9)
+ 45

13,8+1,25
(20-11,3)
—712

11,1+1,33
17+ 10)
+ 4,17

17,92+ -
(23-15)
+ 282

10,4+1,86
(11-6,8)
+ 8,95

Tabelle 11

LDH-2

27,64-3,35
(36-25)
+ 2,15

30,9+ 1,98
(39-29)
+ 211

32,4221
(34 -26)
1,49
31,2+ 1,30
(37 28)
f05
30,26+ 1,36

(34-28,1)
+ 3,91

LDH-lsoenzymaktivitdt der T- und H-Lymphozyten

LDH-3

24,5+1,9
(25-19)
-14

32,4+ 217
(38-30)
+ 16

29,4+ 2,41
(36-27)
6.6

28,93+ 2,15
(37,6-26)
-4,15
35,554-1,85
(43-30)
-7.8

Abweichung: in Vergleich mit den Kontrollmustern (absolute Zahlen)

bei Frihgeborenen

LDH-4

21+2,2
(26-19)
—2,75

17,2+1,85
(22- 12)
+19

17,7+1,43
(23 16)
-3.,6

17,0+1,33
(23-12)
2,73

16,56 + 1,01
(20-15)
-5,44

LDH-5

12+ 2,42
(16-10)
+9,0

7,3+1,28
(10-3)
+ 1,03

9,6+1,55
(12-6)
6,1
3,62+ 0,87
7 9
+ 0,86

6,78+1,36
(10,8-2)
+ 3,07

Rosetten-Prozent (%0

T B
ei 22
42 20
b1 15
35 14
10 23
3T Th
46 7
38 12
20 14
T 33

28. .
—" Gestationswoche
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Abb. 3. Links:

2. Da die LDH-1 Isoenzymaktivi-
tdt der T-Zellen gesunder, reifer
Neugeborenen im Vergleich zu den
entsprechenden Werten der B-Zellen
signifikant hoher ist, kann die Separie-
rung wahrscheinlich auch auf diese
Weise durchgefuhrt werden.

3. Interessanterweise lag die LDH-1
Isoenzymaktivitat der B-Zellen der
Frihgeborenen héher als die der rei-
fen Neugeborenen

4. In den Lymphozyten der Frih-
geborenen war die Aktivitat beider
Zellpopulationen, vor allem aber die
der LDH-5 Fraktion der B-Zellen
erhoht.

Die ausfuhrliche Darstellung unse-
rer Daten ist in Tabellen I und II
ersichtlich.

Unsere Untersuchungen erlauben die
Feststellung, daB die Bestimmung der
LDH-Isoenzvme zur Separierung der
T- und B-Lymphozyten mit den
Rosettenmethoden brauchbare ergan-
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rechts: B-Zellen

zende Daten liefert und auch Uber die
Anwesenheit der T- und B-Zellen in
jenen Reifeperioden, in denen die
Entwicklung der Oberflachenmarker
noch nicht beendet ist, eine Aufkla-
rung bietet. Die Methode eignet sich
zum weiteren Nachweis der sich
in der fotalen Periode differenzieren-
den Zellen.
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