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Die Tatsache, dab zuweilen bei versehiedenen Menschen die Identi- 
fizierung des Haptoglobintypes trotz einwandfreier Untersuehungs- 
substrate und einer einwandfreien Technik bei Untersuehungen ira 
St/~rke-Gel infolge physiologiseher Sehwankungen des Haptoglobin- 
spiegels Mfihe bereiten kann, hat uns veranlaBt, technische MSglieh- 
keiten zu fiberprfifen, den Haptoglobintyp durch die Immunelektro- 
phorese darstellen zu k5nnen. Wir glauben, den Vorteil der immun- 
elektrophoretisehen Darstellung darin sehen zu mfissen, dab die 
Immunelektrophorese im Gegensatz zur St/~rke-Gel-Elektrophorese nicht 
an eine fiber 20 mg-% liegende Haptoglobinkonzentration im Serum 
(KAHLIC~r-KoENN]~R U. W:EIm~L) gebunden ist und die Immunelektro- 
phorese es gestattet, bei der Darstellung auf den H/~moglobin-Hapto- 
globinkomplex zu verziehten. Die bisherigen Untersuehungen in dieser 
Richtung dureh HIRSCHFELD sowie durch ALY, BRINKER, CLEVE, DEI- 
CriER, ttA~TMANN und NIx geben zwar Aufschlfisse fiber die teehnischen 
MSgliehkeiten, jedoeh haben P~OKOr und BU~DSCHU]~ darauf hin- 
gewiesen, dal] die Haptoglobindarstellung der Typen 2--1 und 2--2 
mittels Pr/~eipitationsmethoden und dureh die Immunelektrophorese 
nieht zuverl/~ssig sei. HIRSCtIFELD hat sowohl reine Seren als auch Seren 
mit tt~moglobinzusatz aufgetrennt und gezeigt, dab in der Immun- 
elektrophorese der H/~moglobin-Haptoglobin-Komplex langsamer wan- 
dert als die Haptoglobinfraktionen allein; er hat in mehreren Publika- 
tionen fernerhin darauf verwiesen, dal~ der t ip  1--1-Typ ein elektro- 
phoretisch anodiseh sehneller wanderndes Pr/~cipitat ergibt als der 
Hp 2--2-Typ und der Hp 2--1-Typ, der eine intermedi/~re Lage ein- 
nimmt. Die Untersuchungen yon ALu u. Mitarb. unter Verwendung 
eines Michaelispuffers (pl~ 8,2) unter t tervorhebung der Pr/icipitations- 
methoden stellen zwar teehnisehe Vereinfachungen dar, jedoeh wird 

* Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Deutschen Forsehungsgemein- 
sch~ft durchgefiihrt. 
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hins icht l ich  der  Technik  yon  I-IIRsCHFELD keine so wei t re ichende Auf- 
t r ennung  erzielt .  

I n  den  eigenen Un te r suchungen  haben  wir  die yon  HIRSCHF]~LD 
angegebene Technik  an  Seren b e k a n n t e r  H a p t o g l o b i n t y p e n  ohne Hgmo-  
g lobinzusatz  i iberprfif t .  N a c h d e m  H. CARSTENSEN allf die gu te  Verwend-  
ba rke i t  yon  Glykokol lpuffer  ftir die Immune lek t rophore se  hingewiesen 
ha t t e ,  ge lang es uns, ein Puf fe r sys tem zu entwickeln,  das  es ges t a t t e t ,  
~ueh immune]ek t rophore t i sch  die t t a p t o g l o b i n t y p e n  e inwandfre i  dar-  
zustellen.  

I. Techni/~ nach HIRscm~ELD. Reinagar wurde mit einem yon HIRSCttFELD 
angegebenen Veronal-Caleiumlaetat-Puffersystem erhitzt und auf Objekttrager 
verbrach~. Anschliel~end wurden die StartlScher (Durehmesser 3,5 ram) susgehoben 
und mit Serum bekannter Haptoglobintypen beschickt. Die elektrophoretische 
Auftrennung erfolgte bei 130--150 V und 50 mA fiber 4 Std in einer feuchten 
Kammer. Als Energiequelle wurde das stabilisierte Netzgerat 6007 der Fa. Grundig 
benutzt. Naeh der Auftrennung wurde der AntikSrperkanal (60• aus- 
gehoben und mit Nabelschnurserum, das in der Starke-Gel-Elektrophorese keinen 
Haptoglobintyp zeigte, gefiillt. Naeh 30 min Diffusionszeit im Brutschrank bei 
370C wurde der AntikSrperkanal vorsiehtig yon Resten des Nabelschnurserums 
mit Filtrierpapier ausgetupft und mit einem handelsiibliehen polyvalenten Anti- 
humanserum gefiillt, yon dem bekannt war, da~ es fiber einen starken Anti-Hapto- 
globinanteil verffigCe. Zur Diffusion wurden die Objekttrager in einer feuehten 
Kammer 20 Std lung in einen Brutschrank (37~ verbracht. Nach der Diffusion 
wurden die Objekttrager 30 Std ]ang in physiologische KochsalzlSsung gelegt und 
anschlieBend zwisehen Filterpapier getrocknet. Hiernach erfolgte Fixierung der 
Precipitate durch 2 % ige Essigs~iure, Anfarbung mit Amido-Schwarz l0 B und Ent- 
fErbung in einem Essigsaure-Methanol-Gemisch. 

II.  Immunelektrophorese mit Glykokoll-NaOH-Pu//er nach SORENSEN. Puffer- 
15sungen: 

LSsung A: 7,505 g Glykokoll 
5,85 g NaC1 
in 1000 ml Aqua dest. 

LSsung B: 0,1 n NaOH 

Um den Puffer auf einen pH-Wert yon 10,0 einzustellen, wurden 62,5 ml der 
LSsung A mit 37,5 ml der LSsung B zusammengebraeht (Ionenstarke 0,15). Nach 
Einstellung des pH-Wertes yon 10,0 wurde die Ionenstarke durch Verdfinnung mit 
destilliertem Wasser auf 0,05 gebracht. Reinagar wurde mit Glykokoll-~NaOH- 
Puffer erhitzt und auf Objekttrager mittels einer Pipette aufgetragen. Im fibrigen 
wurde wie bei der Technik naeh HYRSCHFELD verfahren. An den Elektroden wurde 
der yon tIIRSCttFELD angegebene Puffer verwendet. 

III .  Kombiniertes Pu//ersystem. ]2,5 ml des yon HIRSCJtFELD ~ngegebenen Gel- 
puffers (Ionenst~irke 0,05) wurden mit 12,5 ml Glykokoll-NaOH-Puffer (Ionenstarke 
0,05) gemischt und mit 0,5 g Reinagar in einem Glaskolben im Wasserbad erhitzt. 
Das Puffergemiseh hatte einen pH-Wert von 9,2. In diesem Gel wurden die Seren 
bei 130--150 V und 50 mA 4 Std lang aufgetrennt. Nach der Absorption mit Nabel- 
sehnurserum und Diffusion gegen ein anti-haptoglobinh~ltiges Anti-Humsnserum 
wurden die Objekttrager 30 Std in physiologischer KochsalzlSsung gewaschen, 
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Abb.  1. Veronal-Calciumlactat -Puffer .  pH 8,6. Von 
oben nach  un ten :  H p  2- -2 ,  I t p  2 - -1 ,  Hp  2- -1  un4  
I t p  1- -1 .  Hp  1--1  un4 Hp 2- -1  lassen sich k a m n  

vone inander  untersche iden  

Abb.  2. G1ykokoll-NaO~[-Paffcr (p~ 10,O). Von oben nach  
un ten :  Hp  1--1 ,  I I p  2 - -2  und  I-Ip 2 1. Der  Tgp  I tp  2 - -2  

stellt  sich nicht  dar  

getrocknet und 5 min in 2%iger 
Essigs~ure fixiert. Die F~rbung 
erfo]gte 9 rain ]ang in folgender 
LSsung: 
Amido-Schw~rz 10 B . . 1 g 
Essigs~iure . . . . . . .  100 ml 
MeShanol . . . . . . .  700 ml 
Aqua dest . . . . . . . .  200 ml 

AnschlieBend wurde mit fol- 
gendem Ansatz 10--15 min lang 
entfi~rbt: 
Essigs~ure . . . . . . .  100 ml 
Methanol . . . . . . .  700 ml 
Aqua dest . . . . . . . .  200 ml 

Bei unseren immunelek-  
t rophoret isehen Untersuchun-  
gen mi t  verschiedenen Puffer- 
sys temen ha t  sieh gezeigt, dab 
die Darstel lung tier einzelnen 

Haptog lob in typen  reeht un-  
tersehiedlieh erfolgt. W e n n  
m a n  yon  der immunbiologi-  
sehen Seite absieht - -  es 
s ind geniigend handelsfibliehe 
Ant i -  H u m a n -  Seren mi t  star- 
ken A n t i - t I a p t o g l o b i n - A n -  

teflen erh/fltlich - - ,  so 
seheint ffir die klare und  
differente Darstel lung 
der Haptoglobine  die 
elektrophoretische Auf- 
t r ennung  yon entschei- 
derider Bedeutung  zu 
sein. Wir  haben  daher  
die Seren 4 Std bei 130 
bis 150V und  5 0 m A  
aufgetrennt .  Un te r  die- 
sen opt imalen Bedin- 
gungen ist k a u m  eine 
Aus t roeknung  des Gels 
erfolgt, und  die Pr/s 
tare  waren deutlieh ab- 
zulesen. Neben den 
elektrophoretisehenVer- 
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hgltnissen, die sieh aus Stromst/~rke und Ionenkonzentration ira Gel 
ergeben, ist des weiteren in Analogie mit den yon P~oKoP und Bump- 
sctIu~ besehriebenen Verhgltnissen in der St~rke-Gel-Elektrophorese 
aueh ffir die Immunelektrophorese der pH-Wert der benutzten Puffer- 
systeme yon tragender Bedeutung. Wie aus Abb. 1 hervorgeht, stellen 
sieh mit dem Veronal-Calciumlaetat-Puffer bei einem p~-Wert yon 8,6 
zwar alle drei Haptoglobintypen dar, jedoeh ist es sehwierig, die Typen 
Hp 1--1 und Hp 2--1 zu 
unterscheiden. 

Bei Auftrennung ver- 
sehiedener Seren in einem 
Agargel mit Glykokoll- 
NaOH-Puffer (pH 10,0) 
stellten sieh der Hp 1- - l -  
und der Hp 2--1-Typ 
deutlich u nterseheidbar 
dar. Der Hp 1--1-Typ 
besteht aus einem welt 
anodenw/trts gelegenen 
Pr/ieipitat, w~hrend der 
Typ Hp 2--1 eine Posi- 
tion einnimmt, die kurz 
hinter dem Startloch 
beginnt und bis in die 

Abb. 3. Veronal-Calciumlactat-Glykokoll-NaOH-Puf- 
Gegend des Hp l--l-Typs lergemisch (PH 9,2). Von oben nach union: Hp i--i, 
reicht. Der Hp 2--2-Typ H p  2 - - 2 ,  H p  2 - - 1 .  G a n z  u n t e n  e i n e  M i s c h u n g  y o n  

H p  1 - - 1  u n d  H p  2 - - 2  zu  g l e i c h e n  T e i l e n  
ist jedoch bei Unter- 
suchungen in diesem Puffergemisch entweder gar nicht zu erkennen 
oder hSchstens als schwaches Pri~cipitat angedeutet. 

Durch Mischung des Veronal-Calciumlactat-Puffers mit dem Gly- 
kokoll-NaOH-Puffer zu gleichen Teflen erhalt man ein Puffersystem yon 
pH 9,2. Bei Verwendung dieses Puffersystems stellen sich alle drei 
Haptoglobintypen mit deutlichen unterschiedlichen Positionen dar. Der 
Typ t ip  1--1 besitzt eine weit anodenwarts ge]egene Position, wi~hrend 
der Typ Hp 2--2 als Pracipitat nahe am Startloch auszumachen ist. 
Der t tp-Typ 2--1 erstreckt sich yon der Hp 2--2-Position bis zur 
Hp 1--1-Position. Eine Mischung yon Seren des Hp-Typs 1--1 und 
2--2 zu gleichen Teilen ergab immunelektrophoretisch eine Position, die 
der des IIp-Typs 2--1 entsprach. 

Immunelektrophoretische Untersuchungen an Seren yon drei gesun- 
den Personen, die dem I tp-Typ 1--1, 2--1 und 2--2 zugehSrten, ergaben 
fiber 6Wochen immer gleiehbleibend gut verwertbare Ergebifisse. 

Dtsch.  Z. ges. gerichtl .  B~[ed., Bd. 54 26 
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100 Seren yon gesunden Personen, deren Haptoglobin-Typ durch Unter-  
suehungen im St/irke-Gel best immt worden waren, zeigten mit  diesem 
Puffergemiseh aueh in der Immunelektrophorese  fibereinstimmende und 
gut  ablesbare Haptoglobintypen.  Von den 100 untersuehten Personen 
geh6rten 16 dem H p - T y p  1--1,  50 dem I t p -Typ  2 - -1  und 34 dem Hp- 
Typ  2 - - 2  an. Die Ver~eilung entspraeh im wesentlichen der yon  STff~- 
NE~ und CHnISTE~ ffir Sehleswig-Holstein festgestellten Frequenz.  

Zusammen/assung 
I n  Anlehnung an die yon  HIaSCHF]~LD modifizierte immunelektro-  

phoretisehe Technik wird ein Puffergemisch (Veronal-Calciumlactat 
und Glykokoll-NaOH) angegeben, mit  dem es mSglieh ist, t taptoglobin-  
typen  bei einem im Puffer gemessenen pH-Wert yon  9,2 immunelektro-  
phoretisch einwandfrei darzustellen. 
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