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Zum Nachweis von blutgruppenaktiven Stoffen
im Menschenknochen

Von
E. ScuriBe, B. GiBs und S. BEYER

( Eingegangen am 26. Mai 1961)

Nachdem von anthropologischer Seite mehrfach iiber mehr oder
weniger erfolgreiche Versuche zum Nachweis blutgruppenaktiver Stoffe
im Menschenknochen berichtet worden war (WEDARD; BoyDp u. BoyD;
GiLBEY u. LUBRAN; Marson; ToiEME; OTTEN u. SUTTON; CANDELA;
OcaTA u. MURAT), erschien es wiinschenswert (MUELLER), diese und die
in gerichtsmedizinischen Arbeiten niedergelegten Befunde (FURUHATA,
OxrasmvMa u. SumMizu; Cuao-Crir) nachzupriifen und nach Méglichkeit
Arbeitsvorschriften fiir die gerichtsmedizinische Praxis zu entwickeln.

In diesem Sinne haben wir uns mit der Nachweisbarkeit blutgruppen-
aktiver Stoffe in Knochen und Zihnen (ScmEmBE, G1eB u. ULRICH)
befaBt, wobei die an anderen Bestandteilen des Binde- und Stiitz-
gewebes gewonnenen Erfahrungen (SCHEIBE u. GiBB; SCHEIBE, UHLIG,
G1BB; vgl. auch GiBB u. UHLIG) herangezogen werden konnten. Hierbei
war selbstverstindlich von vornherein damit zu rechnen, dall der
Nachweis von Blutgruppensubstanz im blutfreien bzw. blutarmen Kno-
chengewebe nur bei Ausscheidern gelingen kann. Angesichts der un-
klaren bzw. unbefriedigenden Ergebnisse bei der Priifung von Binde-
und Stiitzgewebe von Menschen der Blutgruppe 0 beschridnkten wir uns
auf die Untersuchung von Knochen der Blutgruppen A, B und AB.
Versuche zum Nachweis der 0-Eigenschaft sind im Gange und es soll
dariiber in anderem Zusammenhang berichtet werden.

1. Methodik und Ergebnisse

Tibiastiicke und (zur Feststellung der Sekretoreigenschaft) Teile der Unter-
kieferspeicheldriise einer gréBeren Zahl von Institutsleichen bekannter Blut-
gruppenzugehérigkeit wurden zunschst in Anlehnung an die Arbeitsvorschrift von
Somerek, Unpie u. GIeB im Absorptionsversuch auf ihre Blutgruppenzugehdrighkeit
untersucht. Der Knochen wurde hierbei in Form von Knochenmehl verwendet,
als Extraktionsfliissigkeit diente zunéchst destilliertes Wasser. Wahrend mit dem
Speicheldriisengewebe regelmiBig einwandfreie Befunde erhalten werden konnten,
waren die Frgebnisse der Knochenmehluntersuchung vollig unbefriedigend. Wir
fanden, daB die Extraktionsfliissigkeit deutlich sauer wurde. Das Aqua dest. wurde
deshalb in Anlehnungen an CanDELA (1940) und Sivex u. Faris durch einen
isotonischen Phosphatpuffer pg 7,4 ersetzt. Jedoch auch hiermit wurden keine
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eindeutigen Befunde erhalten. Es zeigte sich, dafl zugesetzte Blutgruppensubstanz
aus Magenmucin nach lingerem Kochen mit dem Knochenmehl ihre Aktivitit
verlor. Wir vermuteten, daBl angesichts der unbestrittenen Thermostabilitdt A-
bzw. B-aktiver Stoffe unter anderem ein Adsorptionseffekt fiir die Fehlresultate
verantwortlich zu machen ist. Hs wurden deshalb Knochenstiickchen verwendet.
Erst jetzt waren die Ergebnisse befriedigend und nach 1 Std Kochzeit optimal. —
Da bekanntlich durch Einengen der Extrakte eine gewisse Anreicherung des Unter-
suchungsmaterials an blutgruppenaktiven Stoffen erzielt werden kann, wurden
jeweils die Originalextrakte und die angereicherten Extrakte nebeneinander
untersucht. Wir gingen schlielich wie folgt vor:

Von Blut und von Weichteilen mechanisch befreite 15—30 ¢ Tibiastiicke
wurden in Wiirfel (Kantenlinge etwa 5 mm) zersiigt und in Birnenkélbchen mit

Tabelle 1. Bestimmung der Blulgruppenakiiviidt der Organextrakie
VS 242/1960. Alter: 71 Jahre; Geschlecht: weiblich; Todesursache: Tod durch
Frhingen (Blutungen im Zwischenkamm, in der Zungenmuskulatur, in der Intima
der Carotis, Herzmuskelentartung); Blutgruppe: A.

‘2|4|8|16I32|64|128|256|512‘

1. Glandulo submandibularis

Org — — — — — — — — — I
1:100 T * - - - - — ] - | = .
10000+ T 2l bl L 22 [Antl-A
NaCl ++ |+ |+ |+ ]+ + -+ + —
YL i N [ R ) Bl
1:20000) +4+ | + |+ [ ()] F “ | T | T [jAntiB
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2. Knochen. Knochenstiickchen: 10 g; Pufferléosung (pg — 7,4): 20 ml

a) Extrakt nicht eingeengt
Org + + (+) - — - - - —
1:10 ++ | + + + (+) — - - -
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Steigrohr mit soviel Sorensen-Clark-Puffer pg 7,4 versetzt, daB die Knochen-
wiirfel davon eben bedeckt waren. Der nach einstiindigem Kochen abgestimmte
Extrakt wurde bei Zimmertemperatur abgeschleudert, der Uberstand teils un-
verandert, teils auf die Halfte eingeengt wie bei Scueise, Unri¢ u. GIBB an-
gegeben zu Verdiinnungsreihen von Anti-A- bzw. Anti-B-Seren zugesetzt. Nach
einer Bindungszeit von 40 min (Zimmertemperatur) wurden homologe Testery-
throcyten zugesetzt, nach weiteren 15 min wurde bei Zimmertemperatur ab-
gelesen. — Tabelle 1 gibt ein Beispiel eines Versuchsprotokolles wieder, in Tabelle 2
sind die Gesamtergebnisse zusammengefaf3t.

I1. Diskussion

Wie sich bereits bei den Vorversuchen ergab, miissen bei der Ex-
traktion von blutgruppenaktiven Stoffen aus Knochensubstanz sowohl
Adsorptionseffekte als auch pa-Verschiebungen wihrend des Isolierungs-
prozesses beriicksichtigt werden. Beide Stormoglichkeiten lassen sich
durch geeignete Versuchsanordnungen ausschalten. Beachtenswert
wire lediglich, dal} hier eine pg-Verschiebung ins Saure zu einem Abbau
der Blutgruppensubstanz fiihren kénnte. Normalerweise bewirkt ja die
Behandlung mit Alkali einen (zum Teil nur partiellen) Verlust der Anti-
geneigenschaften (zusammenfassende Literatur bei Kasar; KunN;
ScamipT). Nach den Versuchen von Moos — zit. bei GEBHARDT —
scheinen jedenfalls erheblich eingreifendere Bedingungen erforderlich zu
sein, um bei saurer Reaktion wesentliche Verdnderungen an den Antigen-
molekiilen zu bewirken. — Wie unsere Ergebnisse zeigen, sollte bei der
Isolierung blutgruppenaktiver Substanzen durch Erhitzen mit wilrigen
Flissigkeiten trotzdem auch eine pg-Verschiebung ins Saure vermieden
werden. — Ob hier neben dem (von uns angenommenen) Abbau auch
eine Erschwerung der Ablosung der Mucopolysaccharide vom Eiweil3 in
Betracht kommt, bedarf weiterer Untersuchungen. Immerhin stellte
Jorpus fest, dall die Mucopolysaccharide aus Knorpel und Knochen
nur bei bestimmtem pg in Losung zu bringen seien, was auch aus den
Cremerschen Versuchen hervorzugehen scheint. Hs wire demnach auch
eine andere Deutung méglich, nur sollte man daran denken, daf} der
pa-Wert der Pufferlésungen definitionsgemi 8 nur bei Zimmertemperatur
gilt, wiahrend beim Kochen mehr oder weniger starke (von Puffer-
substanzen abhéngige) Verschiebungen beobachtet werden kénnen. Im
Sinne eines Abbaues der uns interessierenden Mucopolysaccharidfrak-
tionen diirfe auch die Feststellung eines Extraktionsoptimums von 1 Std
zu werten sein. KEs ist nicht einzusehen, dall urspringlich in Lésung
gegangene aktive Stoffe nach einiger Zeit wieder ,eingefangen’ werden
sollen, denn die Groéfle der Oberfliche und damit die Zahl der zur
Adsorption geeigneten Strukturen diirfte sich durch lingeres Kochen
kaum dndern. Ein Verzicht auf Erhitzung fihrt — wie Yosipa vor
lingerer Zeit feststellte — nicht zum Ziel, so dafl wir die Ausbildung

Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med., Bd. 52 15



226 E. Someree, B. Gies und S. BEYER:

eines Optimums bei der Hitzeextraktion durch das Gegeneinanderlaufen
der Ablésung der Mucopolysaccharide von ihren Bindungsarten und
ihres Abbaues erkliren mdchten.

DaB beim Nachweis der Blutgruppensubstanz ,,0° Schwierigkeiten
bestehen, ergibt sich bereits aus dlteren Arbeiten. So konnte MorEARREM
im Stuhl, der relativ grole Mengen A- bzw. B-aktiver Stoffe enthalten
kann, zwar die A- und die B-Eigenschaft eindeutig charakterisieren, der
Nachweis der 0-Eigenschaft gelang ihm jedoch selbst mit dem Shiga-
Immunserum Wien IT nicht befriedigend. Er fand bei der Priifung des
wilBrigen und des alkoholischen Stuhlauszuges bei Priifung gegen ein
Anti-0-Serum durch den wélrigen Extrakt lediglich eine ,,gewisse
Hemmung”. HeNLE stellt bei der Besprechung der Befunde von Scuirr
und SASAKI am Speichel fest, dal das Ausmall dieser Hemmung in
quantitativer Beziehung nicht zu vergleichen war mit der Hemmung
durch A- und B-Speichel gegeniiber Anti-B. — Offensichtlich sind die
alteren Polemiken iiber das Vorhandensein oder Fehlen einer ,,0-Sub-
stanz® durch die schwierige direkte Nachweisbarkeit selbst im Speichel
bedingt. Wir selbst hatten mit den von uns benutzten Phytagglutininen
an der Unterkieferspeicheldriise niemals Schwierigkeiten, 0-Sekretoren
von (-Nonsekretoren abzugrenzen. An Ausziigen aus Knorpel, GefiB-
wand. und harter Hirnhaut ist uns jedoch der Nachweis der 0-Substanz
auch mit Phytagglutininen ebensowenig gelungen wie an Knochen-
extrakten. Allerdings standen uns hierfiir lediglich die gewéhnlichen
Ausziige von Papilionaceensamen zur Verfiigung. Ob mit angereicherten
Extrakten (z.B. iiber die Ammonsulfatfillung — KrUpE 1950) andere
Ergebnisse zu erzielen sind, wire noch nachzupriifen. Leider hat
Krtpr spiter (1956) nur im Hinblick auf Blutgruppensubstanzgehalt
hochaktive Fliissigkeiten (Speichelproben, Ovarialcysteninhalt) unter-
sucht, so dal auch aus seinen Ergebnissen keine neuen Gesichtspunkte
abzuleiten sind. Beachtlich erscheint lediglich, dafi Ovarialeysteninbhalt
einer 0-Frau Anti-H aus Laburnum alpinum und Immun-Anti-H
(MorcAN) geringer hemmt als 0-Speichel. In gleichem Sinne sprechen
auch die Ergebnisse von SPEISER, BAUMGARTEN und KASERER, obgleich
von ihnen — was hier allein interessiert — Extrakte aus gefall- und
blutarmen Geweben offensichtlich nicht untersucht worden sind.
SchlieBlich wire im Anschlufl an JaroscH, MAREK u. GRiMSs noch zu
erwigen, ob die ,,0°- bzw. ,,H*-Substanz in verschiedenen Formen im
Organismus des Erwachsenen vorliegen koénnte. Falls das zutrifft,
miifite im Gewebe die ,,fetale” Form der 0- bzw. H-Substanz vermutet
werden, welche mit dem benutzten Phytagglutinin im Gegensatz zur
,;ausgereiften” Form (z.B. in der Speicheldriise) keine Reaktion er-
kennen 148t. Ein solches Verhalten blutgruppenaktiver Stoffe wurde
jedoch bisher nie beobachtet.
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Daf} die im Menschenknochen etwa vorhandenen Blutreste fiir die
Reaktionsergebnisse verantwortlich gemacht werden kénnten, ist leicht
zu widerlegen. Sowohl aus &dlteren Untersuchungen von HARTMANN
als auch aus eigenen einschligigen Kontrollversuchen geht hervor, daB
Blutreste unter den von uns gewahlten Extraktionsbedingungen keinen
Einfluf auf die Ergebnisse austben. Die Stérungsméglichkeit durch
Blut ist ohnehin gering einzuschétzen, weil wir fiir unsere Versuche
ausschlieflich Compacta benutzt haben. Wir glauben deshalb die von
.uns nachgewiesenen A- und B-aktiven Stoffe als Inhaltsstoffe der
Knochen-Hartsubstanz ansehen zu miissen.

Es erscheint auch fraglich, daB z.B. mittels Alkohol-Extraktion
gewonnener Ausziige auch Nichtausscheider nach ihrer Blutgruppen-
zugehorigkeit differenziert werden koénnen. Da im Knochen mit ver-
héltnismafig geringen Antigenmengen gerechnet werden muB, diirfte
auch die z.B. von HARTMANN angewandte Komplementbindungs-
reaktion nicht zu befriedigenden Ergebnissen fithren. HaRTMANY weist
jedenfalls darauf hin, daB es meistens unméglich war, einen geringen
Antigengehalt zu beurteilen, ,,da die stark konzentrierten Extrakte das
Komplement gerne binden, wenn kein Antistoff vorhanden ist, so daB
eine unspezifische Hemmung der Hamolyse zustande kommt*.

Wieweit Faulnis und Lagerungsbedingungen auf die Untersuchungs-
ergebnisse EinfluB haben, wird spéateren Untersuchungen vorbehalten
bleiben miissen. Immerhin stimmen die von anthropologischer Seite
erhaltenen Befunde optimistisch. Nur wissen wir nicht, ob unter Lage-
rungsbedingungen, welche die Fiulnis optimal unterstiitzen, ahnlich
gute Ergebnisse erhalten werden konnen wie an Mumienknochen.

In welchem Umfang die Feststellung der Blutgruppenaktivitit an
der Knochencompacta nach den angegebenen Verfahren praktische Be-
deutung besitzt, hingt von der jeweiligen Fragestellung ab. Das Ver-
fahren sollte bei der Identifizierung von Teilen zerstiickelter Leichen
herangezogen werden und kénnte auch bel der Identifizierung un-
bekannter Toter eine gewisse Rolle spielen. Dal es bei Nichtausscheidern
und vorldufig bei Angehérigen der Blutgruppe 0 versagen muB, ergibt
sich zwanglos aus dem bereits Gesagten und engt die allgemeine An-
wendbarkeit entsprechend ein. Schwierigkeiten kénnten noch entstehen
bei AB-Personen, falls es sich um partielle Sekretoren: (ForMaGGIO,
neuerdings CzwiNg, dagegen ScHUBERTH) handelt.

Vom Standpunkt der Knochentransplantation wird der Blutgruppen-
zugehorigkeit der Transplantate zwar keinerlei Bedeutung zugemessen
(BURKLE DE LA CaMP; GOHRBANDT, RoTH u. a.), doch diirfte auch von
chirurgischer Seite kaum daran zu zweifeln sein, daB gruppenunvertrig-
liches Transplantationsmaterial Antigencharakter hat. Ob allerdings

15%*
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beobachtete Titersteigerungen der ABO-Antikérper nach Transplanta-
tion als spezifische Reaktionen anzusehen sind, erscheint — nicht zu-
letzt auf Grund der Erfahrungen bei Frauen mit gruppengleicher
Schwangerschaft — eher fraglich.

Zusammenfassung

Es wird eine Arbeitsvorschrift angegeben, nach der es moglich ist,
am Knochenhartgewebe A. und B-blutgruppenaktive Stoffe nach-
zuweisen. Das Verfahren versagt bei Nichtausscheidern und bei Material
von Menschen der Blutgruppe 0.
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