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A. Einleitung

Bekanntlich tauchen bei der Diagnostik der gruppenspezifischen
Komponenten immer wieder einmal Schwierigkeiten in der Differenzie-
rung der 1-1- und 2-1-Typen auf. Abgesehen von fehlerhafter Technik
oder dem Vorliegen sehr seltener Sondertypen liegt wobhl die Haupt-
ursache hierfiir in unginstigen Lagerungsbedingungen der zu unter-
suchenden Blutproben. Hierbei konnen sich Einflisse durch Einwirkung
hoéherer Temperaturen, Autolyse und Bakterienfermente geltend
machen. Eine besondere Rolle spielt die Kontamination durch die
celluldren Blutelemente (vgl. insbesondere Stdss und PETTENKOFER;
JORGENSEN ; CLEVE ; NERSTROM ; NERSTROM und JENSEN ; ScHULTZE und
Scawick ; LEiTHOFF und LEertHorr; HEIFER und BoLrENTUS).

Soweit sich die bisher in der Literatur vorliegenden Arbeiten mit
lagernden Proben befassen, beziehen sie sich fast ausschlieBlich auf ver-
hiltnismaBig alte (ca. 1—2 Jahre) im Kihlschrank autbewahrte Voll-
blutproben (LerTHOFF und LErrHorr; HEIFER und BOLRENTIUS).

Systematische Untersuchungen sind von NErsTRoM u. Mitarb.
durchgefithrt worden. Sie versetzten Seren mit bestimmten Bakterien-
stdmmen und beobachteten u. a., dall die Ge 2-2 nicht mehr vom 1-1-Typ
zu unterscheiden waren; sie wiesen jedoch daraufhin, dall die allge-
meinen Protein-Verénderungen diese Fehlerquelle erkennen lieBen. Fiir
die Praxis von Bedeutung erscheint aber dariiber hinaus die systemati-
sche zeitliche Untersuchung lagernder Proben, die z. T. mit zahlreichen
Bakterienstimmen besiedelt sein kénnen, insbesondere wenn sie nicht
vollig steril versandt werden, oder aber wenn es sich um die Nachunter-
suchung bereits untersuchter Proben, also gedffneter Réhrehen, handelt.
Bei derartigen Untersuchungen sollten auch die Unterschiede erfafllt
werden, die zwischen Vollblut- und Serum-Proben bestehen.

* Vorgetragen auf der 45. Tagung der Deutschen Gesellschaft fiir Gerichtliche
und Soziale Medizin in Freiburg i. Br., Oktober 1966.
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Es erscheint ferner zweckmdifBig, sich zunéchst ein Bild iiber das
Verhalten der wichtigsten Proteinfraktionen zu machen, wodurch
auch allgemeine Aussagen iiber die Friihverdnderungen der Proteine
ermdglicht werden. Sodann sollen die erhobenen Befunde im Hinblick
auf ihre Bedeutung fiir die Ge-Diagnostik erértert werden, wobei die
Verdnderungen der gruppenspezifischen Komponenten selbst ebenfalls
darzustellen und mit den tbrigen Verdnderungen in Beziehung zu
setzen sind.

B. Methodik

Um méoglichst praxisnah zu bleiben, wurden bei simtlichen Untersuchungen
die fir die Ge-Bestimmung erforderlichen Bedingungen eingehalten, also ein Puffer-
system von Ph 8,6 und ein Spannungsgradient von ca. 8 Volt pro em fir 120 min
gewihlt. Es wurden Blutproben frisch entnommen, ein Teil des Serums abgehoben
und jeweils eine Vollblut- und eine Serumprobe bei Zimmertemperatur und im Kiihl-
schrank gelagert. Die Vollblutproben wurden vor Beginn der Elektrophorese zentri-
fugiert, so dab also meist hdmolytisches Serum zur Untersuchung gelangte. Die
Untersuchungen erfolgten im Abstand von 3—8 Tagen. Die Priparate wurden mit
Amidoschwarz gefirbt. Verwendet wurden 12 Antiseren der Behring-Werke sowie
Anti-Ge-Seren vom Pferd und in Einzelfdllen auch von der Ziege.

C. Befunde und Diskussion

Ein Vergleich der an Vollblut- und Serumproben gewonnenen Er-
gebnisse zeigte, dal} die Unterschiede meist nicht tiberméBig grofl waren.
Der Eiweilabbau erfolgte jedoch in den Vollblutproben durchweg
schneller, was auf die Eigenfermente der Blutzellen zuriickzufithren sein
diirfte (vgl. NERSTROM).

Im Rahmen dieser Mitteilung kénnen nur einige der gewonnenen
Ergebnisse herausgegriffen werden. Es sei jedoch bemerkt, dal in vier
verschiedenen Versuchsreihen (unterschiedliche Keimbesiedelung der
Proben wurde durch bakteriologische Untersuchungen nachgewiesen)
die einzelnen Proteinfraktionen stets in gleicher zeitlicher Reihenfolge
abgebaut wurden, wobei die Lipoproteine zuerst ,,verdammerten‘.
Unsere Befunde stimmen in dieser Hinsicht mit denjenigen von LErT-
HOFF und LEITHOFF sowie von HEIFER und BorKENIUS iiberein.

Besonders interessant erschien uns das unterschiedliche Verhalten
des Albumins in Serum- und Vollblutproben. Dies sei an Hand einiger
Originalaufnahmen erldutert.

Die Abb. 1 zeigt das unverdnderte Albumin, wie es sich bei der von
uns angewendeten Technik darstellt. Oberhalb der Anti-Kérper-Rille
befinden sich jeweils die nach Zimmertemperatur, unterhalb die nach
Kiihlschranklagerung erhaltenen Précipitate.

Die Abb. 2 zeigt ein 36 Tage altes Serum. Man erkennt deutlich an
der bei Zimmertemperatur gelagerten Probe ein Zusatzpricipitat an der
Kathodenseite.
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Abb. 1

Abb. 2

In Abb. 3 ist ein 105 Tage altes Serum wiedergegeben. Hier ist das
Pricipitat an der Kathodenseite verschwunden, ein neues ist dagegen
an der Anodenseite aufgetreten.

Ganz andere Befunde zeigen die als Vollblut gelagerten Proben.
Hier findet man bei Zimmertemperatur manchmal schon nach wenigen
Tagen ein Zusatzpricipitat, das sich um das Startloch ausbildet und
direkt ins Albumin iibergeht (Abb. 4).

Nach ca. 15 Tagen (zeitliche Verschiebungen in den einzelnen Ver-
suchsreihen von einigen Tagen sind vorhanden) war dieses Pricipitat
bereits wieder im Abbau begriffen, wihrend es sich in der Kiihischrank-
probe um das Startloch eben auszubilden begann (Abb. 5).
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Abb. 3

Abb. 4

Abb. 5

Nach etwa 18 Tagen erwies sich das Zusatzpricipitat bei Zimmer-
temperatur stark abgeschwicht, bei Kiihlschranktemperatur zeigte
es sich verstidrkt, so dafl beide Pricipitate anndhernd gleich aussehen

(Abb. 6).

8 Dtsch. Z, ges. gerichtl. Med., Bd. 63
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SchlieBlich fand sich am 45. Tag nur noch ein Zusatzpricipitat bei
den Kiihlschrankproben (Abb. 7), das am 74. Tag ebenfalls weitgehend
wieder abgebaut war (Abb. 8). Bei Zimmertemperatur findet sich hier
ein eben erkennbares Zusatzpricipitat zur Anodenseite, wie dies schon
bei den Serumproben gezeigt werden konnte. Dabei ist die ,,Basis® des
Albumin-Précipitates weitgehend verschmaélert.

Abb. 6

Aus den Befunden ist zu folgern, dafl die genannten Frithverande-
rungen der Proteine in Vollblutproben in erster Linie auf die Eigen-
fermente der Blutzellen zuriickzufithren sind. Dies konnte auch durch
Untersuchungen steril entnommener und gelagerter Proben voll bestétigt
werden. Wenn das Freiwerden dieser Fermente auch teilweise wieder von
Keimbesiedelung und Temperatureinfliissen abhingig sein diirfte, so
scheinen die Verdnderungen doch konstanter zu sein als die bakteriell
bedingten. Bei der Untersuchung vieler Proteinfraktionen (besonders
geeignet erscheint uns das Transferrin und das Alpha-1-Glykoprotein)
wire vielleicht die Moglichkeit einer anndhernden Altersbestimmung
gegeben. Doch sind hierfiir noch weitere gezielte Untersuchungen mit
definierten Keimen und Fermenten erforderlich.

Von besonderem Interesse fiir die Ge-Diagnostik ist das Verhalten
des bei fast allen Anti-Seren als ,,Bezugsbogen® dienenden Alpha-2-
Makroglobulins. Dieses erleidet im Laufe der Zeit eine Linksverschiebung
durch schnellere elektrophoretische Beweglichkeit. Hierin liegt die
diagnostische Bedeutung.

Abb. 9 gibt im oberen Teil das Précipitat eines Alpha-2-Makro-
globulins wieder, dessen Serum 3 Wochen bei Zimmertemperatur ge-
lagert hatte. Im unteren Teil die unverdnderte, im Kiihlschrank auf-
bewahrte Serumprobe. Es ergibt sich eine deutliche Linksverschiebung
des oberen Pricipitates.
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Abb. 7

Abb. 8

Abb. 9

Wie wirkt sich nun die Lagerung auf die Diagnostik der Ge-
Typen aus ?

8%
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Das Bild der mit den iiblichen Anti-Seren darstellbaren gruppen-
spezifischen Komponenten #&ndert sich bei ldngerer Lagerung der
Proben in zweifacher Hinsicht: es tritt einerseits eine Verschiebung
der Bezugshdgen (insbesondere des Alpha-2-Makroglobulins) zu den
Ge-Bogen ein, andererseits verformen sich die Ge-Bdgen selbst. Iier-
durch kann es zu erheblichen diagnostischen Irrtiimern kommen. Dieses
Verhalten moége an Hand einiger Abbildungen dargestellt werden.

Abb. 10 gibt zunichst die drei Ge-Typen wieder, wie sie sich bei
unserer Methode an frischen Seren darstellen lassen. Im Laufe lingerer
Lagerungszeit kommt es bei den 1-1-7'ypen zunichst zu einer Streckung
des Bogens, so daf} ein 2-1 dhnliches Bild resultiert (Abb. 11). Der Bogen
ist verlingert und reicht héufig iiber das Startloch hinaus. Spiter
nimmt die Wanderungsgeschwindigkeit zu, der Bogen verkiirzt sich, er
ist gerundet und verlduft anndhernd dem Alpha-2-Makroglobulin
parallel. Hierdurch entsteht das Bild eines 2-2.Types (Abb. 12). Der
2-1-Typ erfahrt zundchst eine Verkiirzung (Abb. 13), spiter eine Run-
dung, so dafl das Bild eines 2-2-Types hervorgerufen wird (Abb. 14).

Beim 2-2-Typ macht sich nach Lagerung die Linksverschiebung
des Alpha-2-Makroglobulins zwar bemerkbar, doch fithrt diese nicht zu
diagnostischen Irrtiimern (Abb. 15).

Die Unterschiede zwischen Vollblut- und Serumproben liegen in
erster Linie in den zeitlichen Verhéltnissen.

Wahrend bisher in der Literatur fast ausschlieBlich darauf hinge-
wiesen wurde, daB hédufig bei dlteren Proben die 1-1- und 2-1-Typen
nicht mehr sicher zu differenzieren sind, ist dariiber hinaus nunmehr
festzustellen, daB infolge Anderung der Pricipitate und der unter-
schiedlichen Wanderungsgeschwindigkeiten der Bezugsbogen echte Fehl-
diagnosen drohen:

Der Untersucher meint, einen Ge-Typ noch sicher ablesen zu kénnen,
wihrend er in Wahrheit einem verhingnisvollen Irrtum unterliegt.
Zwar stellt die Schwéche der Pracipitate in manchen Fillen eine Art
Warnung dar; doch wird gerade bei der Untersuchung alter Blute, etwa
zur Identitétssicherung von Blutalkoholproben, bei denen man ja mit
schwachen Pricipitaten rechnet, duBerste Zuriickhaltung notwendig
sein. Andererseits sind gerade bei der ,,Umwandlung eines 2-1- in einen
2-2-Typ die Précipitate oft noch recht kraftig.

Nicht nur frische Kontrollseren, sondern genaueste Beachtung der
Lage der Bezugsbogen zum Startloch, insbesondere des Alpha-2-Makro-
globulins, sind daher unerldBlich fiir eine sichere Diagnose.

Uber die zeitlichen Verhiltnisse sei kurz folgendes gesagt: Sowohl
im Serum als auch im Vollblut kénnen die genannten Veranderungen
bereits verhaltnismaBig frih auftreten. Sie beginnen nach wenigen
Tagen. Nach 10 Tagen Lagerung bei Zimmertemperatur sind teilweise
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Abb. 10a—c. a Ge 1-1. b Ge¢ 2-1. ¢ Ge 2-2

Abb. 11

Abb. 12
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Abb. 13

Abb. 14a u. b. a 8 Tage bei Zimmertemperatur gelagertes Serum
vom Typ 2-1. b Frisches 2-2 Sernm

(

li
Abb. 153 u. b. a 18 Tage altes 2-2 Serum. b Frisches 2-2 Serum
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bereits die Typen 1-1 und 2-2 nicht mehr sicher nachzuweisen. Deutlich
linger halt sich der gemischterbige Typ 2-1.

Vollig tiberraschend war fiir uns die Tatsache, daBl sich im Vollblut
unserer ersten Serie die Ge-Typen langer bestimmen lieBen als im Serum.
Hier trat ein Unterschied von fast einer Woche in Erscheinung. In der
zweiten Serie erwies sich allerdings das Vollblut als instabiler. Hier war
besonders der 1-1-Typ schon nach wenigen Tagen verdimmert, wéhrend
er im Serum auch bei Zimmertemperatur in manchen Féllen noch nach
mehreren Wochen nachzuweisen war. In allen vier Serien hielt sich jedoch
der 2-1-Typ am lingsten.

Es bleibt die Frage zu stellen, welche Ursachen fiir das geschilderte
Verhalten verantwortlich zu machen sein kdnnten.

In erster Linie missen die Keimbesiedelung und die Autolyse genannt
werden, die auch zur Verschiebung des Alpha-2-Makroglobulinbogens
fiuhren. Die Rundung des 2-1-Bogens kénnte teilweise in quantitativen
Verhiltnissen, teilweise in Entstehung gleicher und daher zusammen-
flieBender Abbauprodukte des Ge2 und des Gel gesehen werden. Die
besondere Stabilitit des 2-1-Types konnte auf der Tatsache beruhen, daf3
zwischen ungleichen Molekilresten stérkere chemische Bindungen ent-
stehen konnen als zwischen gleichartigen Partnern. Dies widerspricht
nicht der Thermolabilitdt des 2-1-Types, da die Warme vor allem die
Sekundédr- und Tertidrstruktur der Proteine, die Fermente dagegen
chemische Bindungen, also die Primérstruktur, angreifen. Trotz Warme-
labilitdt eines Stoffes kann dieser also sehr wohl stabil gegen fermentati-
ven Abbau sein.

Zusammenfassung

Bs wird iber elektrophoretische Untersuchungen an gelagerten
Vollblut- und Serumproben berichtet und besonders auf die Verdnde-
rungen des Albumins hingewiesen. Die Moglichkeit einer Altersbestim-
mung wird erértert. Fiir die Ge-Diagnostik haben sowohl die Linksver-
schiebung des Alpha-2-Makroglobulins als auch die Verdnderungen an
den Ge-Bogen selbst Bedeutung.

Der 1-1-Typ kann als 2-1, spiter als 2-2 erscheinen. Der 2-1-Typ
kann als 2-2 imponieren. Beim 2-2-Typ drohen keine Fehldiagnosen.

Die Verinderungen koénnen bei Zimmertemperatur und héheren
Temperaturen bereits nach wenigen Tagen in Erscheinung treten.

Summary
Deposited samples of blood and serum have been subjected to the
electrophoretic method of research. The results especially in regard to
the alterations of the albumines and the possibility of determining the
age of these samples are discussed. Of importance for the diagnosis of the
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Ge are as well the shifting of the alpha-2-makroglobine to the left within
the electrophoretic field as the alteration of the Ge themselves.

Due to these alterations the Ge¢ 1-1 can be mistaken for the Ge 2-2
and later on for the Ge 2-2. The Ge 2-1 can impose as the Ge 2-2. As to
the Ge 2-2 a false diagnosis seemes not to be possible.

These alterations can occur already after a few days days when the
samples are exposed to room- or even higher temperatures.
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