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Enzymatic Activity of Isolated Leukocyte-Populations 

I. Cytochemieal and Zymographie Studies of Conserved Blood 
Stored Under Different Conditions 

Summary. Heparinized venous blood was stored under sterile conditions at 
different temperatures (4 C, 20 C, 37 C) for various intervals (0-7 days). After 
storage the granulocytes and lymphocytes were isolated with routine 
methods. Naphthol AS-D-chloroacetate esterase as a granulocyte marker and 
acid a-naphthyl acetate esterase as a T-lymphocyte marker were identified on 
smears of the washed cell suspension. Different enzymes were identified in 
the cell sediment with electrophoresis. 

Relatively pure lymphocyte suspensions were obtained within the first 24 
h. After this time, however, the percentage of these mononuclear cells declin- 
ed markedly. The percentage of isolated granulocytes varied slightly; there 
was a marked predominance ofgranulocytes (more than 70%) at all intervals 
investigated during the isolation. Cytochemical analysis of the granulocytes 
and lymphocytes indicated that the decrease in the percentage of enzyme- 
positive cells depends in each case on the duration of the storage interval. 
During the first 24 h, only PGM1 and GOTM could be identified in the lym- 
phocyte suspension with horizontal starch gel electrophoresis. The enzymes 
PGM1, PGM3, PGI, MDH, GOTM, 6-PGD, ADA could always be identified in 
the granulocyte suspension; AK, FUCA, MEM could be occasionaly identi- 
fied; and GPT and GLO could never be identified. 

Key words: Enzyme activity, leukocytes - Conserved blood, storage 

Zusammenfassung. Heparinisiertes Venenblut wurde unterschiedlich lange 
(0-7 Tage) bei differenten Temperaturen (4 ° C, 20 ° C, und 37 ° C) steril ge- 
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lagert; anschliegend erfolgte eine Isolation yon Granulozyten und Lympho- 
zyten entsprechend bekannten Routinemethoden. Von den gewaschenen 
Zellsuspensionen wurden Ausstrichpr~iparate hergestelt und die Naphthaol 
AS-D-Chlorazetat Esterase (Markerenzym der Granulozyten) sowie die 
saure a-Naphtylazetat Esterase (Markerenzym der T-Lymphocyten) nach- 
gewiesen. Aus dem Zellsediment wurden verschiedene Enzyme elektropho- 
retisch dargestellt. 

Innerhalb der ersten 24 h konnten vergleichsweise reine Lymphozyten- 
suspensionen gewonnen werden; anschlieBend nahm der Prozentsatz dieser 
mononukle/iren Zellen deutlich ab. Der Prozentsatz isolierter Granulozyten 
schwankte leicht, wobei dieser Zelltyp zu allen untersuchten Zeitpunkten der 
Isolation mit mehr als 70% deutlich fiberwiegend auftrat. Bei der zytoche- 
mischerl Untersuchung zeigte sich, dab der Anteil Enzym-positiver Granulo- 
zyten und Lymphozyten jeweils in Abh/ingigkeit v o n d e r  Lagerungszeit 
abnahm. Elekrophoretisch konnten aus Lymphozyten innerhalb der ersten 
24 h aussehlieglich PGM1 und GOTM nachgewiesen werden. Aus Granulo- 
zytensuspensionen waren folgende Enzyme regelm/iBig nachweisbar: PGM1, 
PGM3, PGI, MDH, GOTM, 6-PGD, ADA; unregelm~iBig nachweisbar waren: 
AK, FUCA, MEM; gar nicht nachweisbar waren: GPT, GLO 

Sehlfisselw~rter: Enzymaktivit/it, Leukozyten - Blutkonserven, Lagerung 

Einleitung 

Mit vorliegender Arbeit wurde beabsichtigt, folgende Fragen zu beantworten: 
1. Mit welchem Erfolg ist eine Isolierung von Granulozyten und Lympho- 

zyten als Blutkonserven m6glich, die unterschiedlich lange bei differenten 
Temperaturen gelagert wurden? 

2. L/il3t sich eine Anderung der zytochemisch nachweisbaren Aktivit~it der 
Naphthol AS-D-Chlorazetat Esterase (NAS-D-CA Esterase) in Granulozyten 
bzw. der sauren a-Naphtylazetat Esterase (saure a-NA Esterase) in Lymphozyten 
w~ihrend der Lagerung nach Zellisolierung feststellen? 

3. Welche routinemfiBig darstellbaren Enzyme lassen sich elektrophoretisch 
aus den o.a. Zellpopulationen nachweisen? 

Vergleichbare Untersuchungen wurden bisher im gleichen Labor an Blutaus- 
strichen (Oehmichen und Pedal 1982) und an isolierten weil3en Blutzellen yon 
Leichen (Oehmichen und K6mpf 1982) durchgeffihrt. Die hier vorliegende 
Untersuchung sol1 Aufschlug ifber einige Charakterisitka weiBer Blutzellen 
geben, die vor allem ffir eine serologische Identifikation sinnvoll ist; andererseits 
aber sollen Befunde f'tir erhaltene Funktionen von weiBen Blutzellen w~hrend 
der Lagerung gewonnen werden, woraus - zun~ichst indirekt - Schltisse fiir ver- 
gleichbare Befunde am postmortalen Gewebe m6glich sind. 

Material und Methoden 

Heparinisiertes Ven.enblut wurde steril bei 4°C, 20 °Cund 37°C ffir 1-7 Tage gelagert. 
Anschliegend wurden die weiBen Blutzellen isoliert und dreimal in 0,9%iger NaC1-LSsung 
gewaschen. Aus der Zellsuspension wurden zahlreiche Blutausstriche hergestellt, yon denen 
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je ein Pr~iparat nach Pappenheim gef~rbt und ausgez~ihlt wurde. Das restliche Sediment wurde 
bis zur elektrophoretischen Enzymdarstellung bei -70 ° C eingefroren. 

Zellisolierung 

Zur Isolierung von Granulozyten wurde jeweits zu 7 ml Vollblut 1 ml Dextran-L6sung (3 g% 
Dextran tier Firma Sigma, Mfinchen, Code: D-500l, gel6st in 0,9% NaCL) gegeben und ver- 
mischt und anschlieBend bei Zimmertemperatur gelagert. Nach 60-120 rain wurde das fiber- 
stehende Serum abpipettiert, zentrifugiert und das Zellsediment dreimal mit physiologischer 
Kochsalzl6sung gewaschen. 

Die Lymphozyten-Isolation erfolgte durch ~)berschichtung von 7ml Blut mit 3ml 
Lymphopr~ip (Nygaard Co., Oslo) und anschlieBende zentrifugation bei 800 g ffir 20 rain, ent- 
sprechend der yon B6yum (1976) beschriebenen Methode. Die sich bildende Zwischenschicht 
wurde abpipettiert und dreimal in physiologischer Kochsalzl6sung gewaschen. 

Zytochemische Untersuchungen 

Die Darstellung der Naphthol AS-D-Chlorazetat Esterase erfolgte nach Formalinfixation der 
Ausstrichpr~iparate entsprechend der yon Leder (1964) angegebenen Methode. Die Darstel- 
lung der T-Lymphozyten-spezifischen sauren e-Naphthylazetat Esterase erfolgte entspre- 
chend der von Ward (1981) angegebenen Methode. Die Quantifizierung der Enzympositiven 
Zellen erfolgte durch Ausz~ihlen von jeweils 100 Zellen einer Zellpopulation (Granulozyten 
bzw. Lymphozyten), wobei die Zellpopulation auf Grund der Struktur der Zellkeme identifi- 
ziert wurde. Nicht zuzuordnende Zellkeme wurden nicht berticksichtigt. 

Elektrophoretische Enzymanalyse 

F/Jr die Auftrennung im St~irkegel wurden die Proben wie folgt aufgearbeitet: Die Sedimente 
wurden mitje 150 ~110% (V/V) Triton-X-100 (Serva Feinbiochemie, Heidelberg, Code: 37240) 
versetzt und kurz ultrabeschallt. Lysat und Sephadex-Probengel (Siebert et al. 1980) wurden 
gemischt. Je 100 ~1 dieser Mischung wurden in vorgefertigte Impfschlitze im Gel einpipettiert. 

Die Auftrennung der Enzyme in der horizontalen St~irkegelelektrophorese erfolgte nach 
beschriebenen Routinemethoden: PGM1, PGM3, GOTM, MEM, MEM, MEs, PGI, PGP und 
MDH nach der Vorschrift von Siebert et al. (1980); 6-PGD, ADA, AK und GLO 1 in einem 
System, das von Amorim et al. (1982) beschrieben worden ist. 

Auch die Zymogrammdarstellungen wurden wie beschrieben durchgefiJhrt: PGM1, 
PGM3, nach Siebert et al. (1980); GOTM nach Ritter und K6mpf (1979); Me~, MEs nach 
Siebert et al. (1979); PGI nach Ritter et al. (1968); PGP nach Amorim et al. (1980); 6-PGD nach 
Fildes und Parr (1963); ADA nach Spencer et al. (1968); MDH nach Davidson und Cortner 
(1967); AK nach Harris und Hopkinson (1976); GLO nach K6mpf et al. (1975). 

Der Polymorphismus der a-L-Fucosidase (FUCA) wurde mit Hilfe der isoelektrischen 
Fokussierung auf handelsfiblichen PAG Trfigerfolien, pH-Bereich 3.5-9.5 (LKB, D-8032 Gr~i- 
felting, Code: 1804-101) dargestellt. Vor der Auftrennung wurden die Leukozytenlysate mit 
Neuraminidase behandelt [20 ~1 Lysat und 20 ~1 Neuraminidase (Boehringer, Mannheim, 
Code: 269 611) - 1 mg/ml - werden gemischt und 1 h bei 37°C inkubiert]. Nach dem Lauf (Be- 
dingungen nach Angaben des Herstellers) wurden die Gele mit Substrat-L6sung (3 rag% 
4 Methylumbelliferyl-a-L-Fucosid (Sigma, Mtinchen, Code: M 4633) in 0,1 M K-Phosphat- 
Citronens~iure-Puffer pH 4.8 getr~inkten Celluloseazetatfolien bedeckt und nach 30 rain In- 
kubation bei 37 ° C unter langwelligem UV-Licht abgelesen. 

Ergebnisse 

Zelldifferenzierung nach Zel#solation 

Zel l suspens ionen  enthie l ten nach  Granulozy ten i so l ie rung  w~ihrend der gesam- 
ten Lagemngsze i t  zwischen 70 und  100% Granu lozy t en  (Tabelle 1). Ab  de m 4. 
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Abb. 1. Ringstruktur der neutrophilen Granulozyten mit randst~indigen Kernen und optisch 
leerem Zentrum, erstmals auftretend nach einer Lagerung yon 4 Tagen bei 20 ° C (May-Grtin- 
wald/Giemsa, 1200 ×) 

Tag wiesen die Kerne der Granulozyten zunehmend Vakuolen auf. Nach einer 
Lagerung ffir 3 Tage bei 37 ° C konnten erstmals vermehrt randstfindig Keme mit 
Ringbildung festgestellt werden, ein Ph~nomen, das auch bei einer Lagerung 
von 4 Tagen bei 20 ° C bzw. von 5 Tagen bei 4 ° C zu beobachten war (Abb. 1). 
Eine Lagerung bei 20°C •r 3 Tage lieg z.T. eine ausgepr~igte Segmentierung 
sichtbar werden (Abb. 2 a), die in tier Folgezeit deutlicher wurde und nach 
einer Lagerung ffir 5 Tage bei 20 ° C Kernfragmente (Abb. 2b) erkennen lieB, 
die aus der Zelle ausgeschleust wurden. 

Der Prozentsatz an Lymphozyten pro Sediment nach Lymphozytenisolie- 
rung nahm in Abh~ngigkeit vonder Langerungsdauer zun~ichst deutlich ab, so 
dab nach 5 Tagen nur noch 40 bis 55% Lymphozyten erkennbar waren (Tabelle 
1). Am 6. und 7. Tag nahm der Prozentsatz wieder leicht zu, besonders bei einer 
Lagerungstemperatur von 37 ° C. Bei den fibrigen Zellen handelte es sich nahezu 
ausschlieNich um Granulozyten, vereinzelt um Monozyten. Die Proben waren 
nach einer Lagerung i~ber 5 bis 7 Tage bei 37 ° C leicht h~imolytisch. 

Zytochemie 

Zur Kennzeichnung der Granulozyten wurde das Enzym NAS-D-CA Esterase 
verwendet (Abb. 3). Dieses war in 90 bis 100% aller Granulozyten nachweisbar, 
im Frischblut sowie 24 h sp~ter nach einer Lagerung bei 4°C. Nach 2 Tagen Lage- 
rung nahm der Prozentsatz Enzym-positiver Granulozyten deutlich ab (Abb. 2a). 
AuW~lligerweise war die Abnahme deutlicher ausgeprfigt bei niedrigeren Lage- 
rungstemperaturen als bei hohen (Tabelle 1). Ab 6 Tage Lagerung bei 20°C 
fanden sich nut noch Zellschatten (Abb. 4) mit positivem Farbniederschlag. 
Kernstrukturen oder Zytoplasmagrenzen waren nicht mehr eindeutig zu identi- 
fizieren. Bei Lagerungstemperaturen von 37 ° C liegen sich zu diesem Zeitpunkt 
keine Enzym-positiven Zellen mehr erkennen. 
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b 

Abb.2a, b. Mit l~ingerer Lagerung tritt eine zunehmende Segmentierung der neutrophilen 
Granulozyten auf, wobei es teilweise zu einer Kernfragmentation kommt, a Granulo- 
zytenisolation mit Nachweis von zahlreichen Granulozyten; im Zentrum finden sich 
Kernbruchstiicke zweier Zellen mit Resten eines Zytoplasmaleibes. AufiSllig auf dem Aus- 
schnitt ist ferner die unterschiedliche Enzymaktivit/it, die sich in unterschiedlicher Dunkel- 
f~irbung des Zytoplasmas ~iugert. b Offenbar durch mechanische L~ision kommt es zur Aus- 
schleusung yon Kernfragmenten aus dem Zytoplasma einzelner Zellen, wie es im unteren 
Drittel tier vorliegenden Abbildung dargestellt ist. (NAS-D-CA Esterase; 1200 ×) 

Durch die saure a-NA Esterase k6nnen isoliert T-Lymphozyten  und Mono-  
zyten dargestellt werden (Abb. 5). Bei Auszfihlung aller mononukle~iren Zellen 
zeigte sich, dal3 der Prozentsatz Enzym-posit iver T-Lymphozyten  bis einschlieg- 
lich 5 Tage Lagerung weitgehend unabh/ingig v o n d e r  Temperatur ,  gleichf6rmig 
zwischen 60 und 80% betrug (Tabelle 1). Erst in der Folgezeit, vor allem bei den 
h6heren Temperaturen,  nehmen  die Enzym-posit iven Lymphozyten  deutlich 
ab. A m  7. Tag sind schlieBlich nur noch vereinzelt  positive Zellen nachweisbar. 
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Abb.3. Darstellung der Naphthol- 
AS-D-Chlorazetat Esterase in 
neutrophilen Granulozyten, die 
auf der vorliegenclen Abbildung 
alle Enzymaktivit/it aufweisen. 
(NAS-D-CA Esterase/Haema- 
laun, 1200 x) 

Abb. 4. Darstellung der Naphthol-AS-D-Chlorazetat Esterase nach 6 Tagen Lagerung bei 
20 ° C: Erkennbar wird eine Strukturaufl6sung der Kerne, wobei Enzym-positives Zytoplasma 
offenbar relativ stabil bleibt und in Form von sog. ,,Zellschatten" im ausstrichpr~iparat erkenn- 
bar bleibt. (NAS-D-CH Esterase/Haemalaun, 1200 ×) 

Elektrophoretische Untersuchung 

Lymphozytenlysate aus Frischblut ergaben positive Enzymnachweise aus- 
schlieBlich f'tir PGM~ und GOTM. Da die Lymphozytensuspensionen nach Lage- 
rung praktisch immer  einen erheblichen Prozentsatz an Granulozyten aufwie- 
sen und da PGM1 und GOTM auch aus Granulozyten dargestellt werden k6nnen 
(s.u), wurde auf weitere Enzymbest immungen aus isolierten Lymphozyten 
nach Lagerung verzichtet. 

Nach der Elektrophorese von Granulozytenlysaten lieBen sich drei Gruppen 
von Enzymen unterscheiden: 

1. Enzyme,  die w/ihrend des gesamten Untersuchungszeitraumes ,,immer" 
nachweisbar blieben: PGM1, PGM3, PGI, GOTM, 6-PGD, ADA. 
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Abb.5a, b. Darstellung der sauren a-Naphthylazetat Esterase nach Lymphozytenisolation 
nach 24 h Lagerung bei 4 ° C: a Erkennbar werden insgesamt sechs Lymphozyten mit deut- 
licher Enzymaktivit~it (Pfeile) neben vier neutrophilen Granulozyten und drei Lymphozyten 
ohne Enzymaktivitgt. b Punktf6rmige Enzymaktivitfit in einem Lymphozyten (Pfeil) bei diffu- 
ser Aktivit/it in 2 Monozyten (Doppelpfeile). (Saure a-NA-Esterase/Haemalaun, 1200 ×) 

2. Enzyme, die, unabhfingig v o n d e r  Lagerungszeit, nur  unregelm~iBig nach- 
weisbar waren: AK, FUCA, MEM, MEs. 

3. Enzyme, die in den Granulozyten gar nicht nachweisbar waren: GPT, 
GLO 

Diskussion 

Durch Anwendung der in der Immunologie und Hfimatologie iiblichen Isola- 
t ionsmethoden konnten aus dem heparinisierten Blut nur  innerhalb yon 24 h 
weitgehend reine Lymphozytensuspensionen gewonnen werden; die Popula- 
tion isolierter Granulozyten war demgegeniiber w~ihrend des gesamten Unter- 
suchungszeitraumes mit einem Anteil von mehr  als 70% relativ lange gut isolier- 
bar. 
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Der Prozentsatz NAS-D-CA Esterase-positiver Granulozyten nahm in 
Abh/ingigkeit vonder  Lagerungszeit ab, bei auff~illiger Stabilitgt gegentiber 
hohen Temperaturen. Die saure a-NA Esterase als Marker der T-Lymphozyten 
war bis zum 6. Tag in einem gleichbleibenden Prozentsatz zu beobachten; erst 
danach nahm ihr Prozentsatz ab. 

Aus Lymphozyten konnten elektrophoretisch nur die Enzyme PGM1 und 
GOTM nachgewiesen werden. Aus den Granulozyten konnten die meisten der 
hier untersuchten Enzyme dargestellt werden; nur wenige waren unregelm/igig 
oder gar nicht nachweisbar. In qualitativer Hinsicht liegen die Enzyme PGM~, 
PGM3, PGI, GOTM, 6-PGD, ADA, AK, FUCA, MEM und MEs keine Abh~ingig- 
keit von Lagerzeit und Lagertemperatur erkennen. 

Nur wenige, vergleichbare Untersuchungen sind den Autoren aus dem 
Schrifttum bekannt geworden. So wurden weige Blutzellen nach unterschied- 
licher Lagerung bei differenten Temperaturen zytochemisch untersucht 
(Oehmichen und Pedal 1983). Hierbei ergab sich eine deutliche Abhfingigkeit 
des Prozentsatzes Enzym-positiver bzw. positiv reagierender Zellen yon der 
Lagerzeit und Lagertemperatur, nach Nachweis der neutralen und saure a- 
Naphthylazetat Esterase, der alkalischen und sauren Phosphatase, der Naphthol 
AS-D Chlorazetat Esterase, der PAS- und Peroxidase-Reaktion. )~hnliche 
Befunde wurden ferner nach Isolation von weigen Blutzellen aus Leichen- 
blut erhoben, nach Untersuchung der Naphthol AS-D Chlorazetat Esterase 
(Oehmichen und K6mpf 1983). Diese Beobachtungen stehen in einem gewissen 
Gegensatz zu den Ergebnissen Findlays (1977): die alkalische Phosphatase, die 
PAS- und Peroxidase-Reaktion waren entsprechend seinen Beobachtungen aus- 
schliel31ich in morphologisch intakten Zellen des Knochenmarkes nachweisbar, 
so dal3 kein Enzymverlust der einzelnen Zellen in Abh~ingigkeit von der Lager- 
zeit der Leichen angenommen werden konnte. Demgegentiber stellte Berg 
(1965) eine Abnahme der positiv reagierenden Zellen mit Zunahme der Lager- 
zeit bei Nachweis der Peroxidase und der alkalischen Phosphatase nach Re- 
suspension getrockneter Blutstropfen fest; gleiche Befunde erhoben Nanikawa 
und Janssen (1965) bei Nachweis der Bernsteins~iuredehydrogenase Aktivit~t. 

Im Schrifttum wurde angegeben, dab die 6-PGD (Fildes und Parr 1963) 
ebenso wie die PGI (Detter et al. 1968), die PGM1 und PGM3 (McAlpine et al 
1970), die ADA (Edwards et al. 1971), die FUCA (Turner et al. 1974) in allen 
Geweben nachweisbar seien. Generell wird ferner angegeben, dag in den 
,,Leukozyten" die GOTM (Davidson et al. 1970), die MEs (Cohen und Omann 
1972; Povey et al. 1978), die MEM (Siebert et al. 1979) und die PGP (Amorim et al. 
1980) nachweisbar sind. Eine Differenzierung zwischen Granulozyten und 
Lymphozyten wurde jedoch von keinem der genannten Autoren vorgenommen. 

Die eigenen Untersuchungen lassen den Schlul3 zu, dab die Enzyme MEM, 
MEs und FUCA praktisch ausschlieNich der Granulozytenfraktion der ,,Leuko- 
zyten" zuzuordnen sind. Sowohl aus Granulozyten als auch aus Lymphozyten 
lassen sich zus~tzlich GOTM und PGM1 darstellen. Von diesen Systemen ist aus- 
schliel31ich die PGM~ auch aus Erythrozytenlysaten bzw. Serum nachweisbar. 

Aus Gewebsuntersuchungen w/ihrend des postmortalen Intervalles ist 
bekannt, dab bestimmte Enzyme relativ lange nachweisbar sind. Hierzu geh6rt 
u. a. alas PGM-System (Oepen 1972, 1973; K6mpfund Wirth 1972; Tutsch-Bauer 
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et al. 1981; Berg et al. 1981), die AK und A D A  ( K 6 m p f u n d  Wirth 1972; Oepen und 
Mertens 1974). Auch diese Untersuchungen bestiitigen, dab die untersuchten 
Enzyme offenbar relativ lange stabil sind. So ergaben sich aus dem Nachweis von 
Granu lozy tenenzymen  zus~itzlich Untersuchungsm6gl ichkei ten zur Identifizie- 
rung von Blutproben. 

Beachtenswert  ist ferner der Enzymre ich tum der Granulozyten bei gleich- 
zeitiger Enzymarmut  der Lymphozyten.  Dieser  Befund spricht ffir einen groBen 
Stoffwechsel der ers tgenannten Zellpopulation bei vergleichsweise geringem 
Stoffwechsel der Lymphozytenpopulat ion.  Die Beobachtung lfil3t sich mit dem 
Funktionszustand der genannten Zellpopulat ionen gut vereinbaren,  worlach 
insbesondere die kleinen Lymphozyten  vorwiegend im Ruhestand im periphe- 
ren Blut auftreten und erst bei Auftreten eines spezifischen Antigens aktiviert 
werden. Demgegenf iber  stellen die Granulozyten  die Zellpopulation dar, die im 
Rahmen  von spezifischen und unspezifischen Entzfindungen am schnellsten 
reagieren und entsprechend jeweils auch aktuell funktionsfiihig sein miissen. 
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