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Diinnschicht-St/irkegel-Elektrophorese 
zur Bestimmung der Phosphoglucomutase-Typen an Blutspuren 
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Thin-Layer  Starch Gel Electrophoresis  for De te rmina t ion  

of Phosphoglueomutase  Types in Blood Traces 

Summary. The thin-layer starch gel method for PGM typing of very small bloodstains 
recommended by Wraxall and Culliford was found to be advantageous with some modifica- 
tions. The phenotypes can be differentiated after storage of 8--10 weeks, and occasionally 
after 5 months. This is longer than if Brinkmann's method is used. 

Key-Words: Blutspuren, Phosphoglueomutase - -  Spurenuntersuehung, Diinnsehieht- 
St~rkegel-Elektrophorese. 

Zusammen/assung. Die yon Wraxall und Culliford empfohlene Methode zur Darstellung 
der PG~-Typen an einer diinnen St0rkegelsehieht, die eine Diagnose an sehr geringen Spuren- 
mengen ermSglieht, liel~ sieh mit eiaigen Modifikationen gut reproduzieren. Die Typen kormten 
so noeh an etwas 01teren Blutproben (bis zu 8--I0, vereinzelt bis zu 20 Woehen) naehgewiesen 
werden, als es das yon Brinkmann besehriebene Verfahren gestattet. 

Wraxa l l  und Culliford haben 1968 eine Abwandlung  der yon Spencer, Hopkin-  

son und Harr is  entwiekel ten  Methode beschrieben, mi t  deren t I i l fe  die Phospho- 

g lucomutase(PGM-)-Typen  noch an sehr geringen Spurenmengen dargestel l t  

werden kSnnen. Mit dieser Teehnik wurde die Nachweisbarkei t  yon Blu tspuren  

bis zu einem Alter  yon 20 Woehen  geprfift, abet  das yon R a d a m  and  Stranch 

angegebene Puf fe r -Sys tem verwendet ,  weft es w/ihrend der Elektrophorese  kaum 
Wgrme  entwiekelt .  

Material und Methode 

Auf Woll- und B~umwollstoff wurde Blur der 3 h0ufigsten vom PG~l-Locus gesteuerten 
Tyloer~ getropft und bei Zimmertemperatur gelagert. Blutspuren auf festen Spurentr0gern 
wurden nicht untersueht, da bekannt ist, dab sie weniger Schwierigkeiten bereiten (Brink- 
mann). Zur Analyse warden die Spuren (naeh Culliford sowie Wraxall und Culliford) mit dem 
Spurentr0ger verimpft. Die etwa 1 X 6 mm grol3en Proben wurden direkt vor dem Einsetzen 
in das Gel mit gerade soviel Gelpuffer angefeuchtet, wie sic aufsaugen konnten. Kochsalz- 
15sung und 0,04 % AmmonialdSsung waren weniger geeignet. Baumwollstoff wurde in 2--3 
Lagen verimpft, Wollstoff nur in einer Schicht. FOr Frischblutkontrollen benStigt man nur 
einfaehe Filterpapierstreifen (Whatm~n 3 MM) der angegebenen GrSBe. 

Ffir das Gel wurde Biotest-St0rke verwendet. Im Gegensatz zu WraxM1 und Culliford 
wurden mit einem 1--2 mm dieken Gel bessere Ergebnisse erzielt als mit einer diinneren 
Schicht. Es erwies sich gegenfiber dem Vorsehlag yon Wraxalt und Culliford als einfaeher, die 
GuBbank mit mehreren Glasplatten so ~uszulegen, dag bis zum oberen AuSenrand ],5 ram 
verbleiben. Das fliissige, heiBe Gel wurde in den vorbereiteten l~aum der Kammer gegossen, 
die fiberstehertde )/Ienge mit einem fiber den Oberrand der AuBenkanten geffihrten Lineal 
entfernt. N~ch einer knappen Stunde wurde das erkaltete Gel yon den R0ndern der Gugbank 
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gelSst, die zum Auffiillen verwendeten Glasplatten wurden mit der dfinnen Gelschicht heraus- 
genommen, und nur die oberste Glasplatte mit der diirmen Gelsehieht wurde auf den Boden 
tier GuBbank gelegt. Auf der Anoden- und der Kathodenseite wurden FlieBpapierbrfieken 
dutch die 0ffnungen der GuBbank gezogen (3 Lagen Papier Nr. 2043 brag1 der Firma Setflei- 
chef & Sehfill), yon denen je ein Blatt in der Breite yon etwa 1 cm die angrenzende Gelschicht 
bedecken muB, um den Kontakt zum Elektrodenpuffer herzustellen. 

Der Elektrodenpuffer lal~t sich nach den Angaben yon Radam und Strauch mehrfach ver- 
wenden, wenn man die gebrauchten LSsungen in ein Gef/~$ zusammenschfittet und die ver- 
dunstete Wassermenge erganzt. Ffir die Verbindung zwisehen den Kathoden- und Anoden- 
Anteilen in der Pufferwanne hat sieh eine Lage einfacher Vliseline bew~hrt (s. Hennig, Hoppe 
und Kaifie), die fast unbegrenzt verwendbar ist. 

Die Gel-Abmessungen und E1ektrophorese-Bedingungen sind in den Bildunterschriften 
angegeben. Sie wurden der Methode naeh Radam und Straueh entnommen, die auferdem in 
einer persSnliehen Mitteilung darauf hingewiesen haben, dab bereits naeh einer Trermdauer 
yon 6 Std eine gute Darstellung der PGM-Typen mSglich ist, wenn Sparmung und Stromst~rke 
erhfht werden. 

Die Startlinie wurde naeh Wraxall und Culliford zwisehen das erste und zweite Drittel der 
Entfernung zwisehen Kathode und Anode gelegt. Die Laufstreeke bis zur f-Zone betr/~gt darm 
etwa 5--6 era. Das horizontale Aufsehneiden des Gels eriibrigte sieh bei Verwendung der 
diirmen Sehieht. Die Anfi~rbung der unteren Fl~che gab bessere Ergebnisse als die Behandlung 
der oberen. 

Die Reaktions-LSsung wurde - -  ira Gegensatz zu CuIliford sowie Radam und Straueh - -  
nicht mit Agar angedickt, sondern fltissig zugegeben. Dadureh konnte tier F~rbevorgang be- 
liebig unterbroehen werden. Nach dem W/~ssern des gef~rbten Gels waren die Typen darm 
mindestens noeh 1 Tag nach Aufbewahrung im Kiihlsehrank ablesbar. In gefrorenem Zustand 
blieben die Farben noeh l~nger erhalten (s. Herbieh und Kahlich). AUerdings wurde das Gel 
dann fleekig und eignete sieh nieht mehr zum Fotografieren. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die auf Baumwolls toff  ge t rockne ten  Blu t spuren  lieBen sich 1/inger nachweisen 
(8- -10  Woehen,  vereinzel t  bis 20 Wochen)  als die en tsprechenden Wol lp roben  
(6 - -8  Wochen,  vere inzel t  bis 12 Wochen) .  Das is t  e twas 1/~nger, als es die Methode  
nach B r i n k m a n n  ges t a t t e t  (7 Wochen  auf saugf/~higen Spurentr/~gern). F f i r / i l t e re  
Spuren  wurde  e twas  mehr  Subs tanz  ben6t ig t  als ffir frischere Proben.  

Baumwol lp roben  zeigten keine i r reff ihrenden Transformat ionen.  Ledigl ich die 
Zonen c bis f blai] ten ab (Probe 8, Abb .  1 ; P robe  9, Abb.  2 ; P robe  6, Abb.  3) oder  
waren  durch  einen schmierenden Fa rbs t r e i f en  mi t e inander  verbunden .  Dieser 
Fa rbs t r e i f en  t r a t  sowohl als Folge  von l~berdosierung als auch yon Al terung auf 
und  konn te  sieh gelegentl ich auch ka thodenw~r t s  fiber die PGM-Zonen  hinaus 
ausdehnen  (Probe 3, Abb.  3). E r  mach te  sieh bei  den Wol lp roben  h~ufiger und  
fr i iher  (bereits  naeh 6 Wochen)  s t f r e n d  bemerkbar .  Bei  den Wol lp roben  k a m  auch 
h/~ufiger eine Ver lagerung der  Zonen vor  (Ann~herung yon a- und  c -Punk ten  bei  
1-1-Typen und  b- und d - P u n k t e n  bei 2-2-Typen,  s. P roben  8 und 9, Abb.  1). Bei 
e inem Spurena l te r  yon 8 Wochen  waren  - -  ebenfal ls  bei  Wol lp roben  wesentl ieh 
h/~ufiger als bei  Baumwol lp roben  - -  1 oder  2 zus~tzliche, anfangs blau,  mi t  zu- 
nehmendem Al te r  der  P roben  br~unlich gef/~rbte Zonen kathodenw/~rts vom a- 
P u n k t  (Probe 5, Abb.  3) zu beobaehten .  Wegen  seiner Lage  augerha lb  der  PGM- 
Zonen und  wegen der  bei  1/~ngerer Lagerung  auf t re tenden  anderen  Anf/ i rbung 
ffihrt  dieses Ph/~nomen aber  k a u m  zu einer Fehldiagnose .  Auch die beschriebene 
Ver lagerung der  Zonen f t ihr t  dann  n ieht  zu einem falsehen Ergebnis ,  wenn eine 
Blu tp r0be  h/~ufig genug ve r impf t  wurde,  da  die Trans format ionen  n ieh t  immer  
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Abb. 1. PGM-Darstellung an etw~ 1,5 mm dickem St/irkegel (F1Eche 16 x 15 cm). Am Gel 
gemessen 5--6 V/cm, 2 mA/cm ~ zu Beginn der Laufzeit, Trenndaner 15 Std bei 4--5 ° C. 
Startlinie am unteren Bildrand. Typ, Spurentr/iger und SpurenMter yon links nach rechts: 
(1) 1--1 Frischblutkontrolle; (2) 1--1 Wolle, 3 Tage; (3) 1--1 Baumwolle, 3 Tage; (4) 1--1 
Frischblutkontrolle; (5)2--2 Wolle, 4 Wochen; (6) 2--2 Baumwolle, 4 Wochen; (7)2--2 Frisch- 
blutkontrolle; (8) 1--1 Baumwolle, 15 Wochen; (9) 2--2 Wotle, 9 Wochen; (10) 2--2 Frisch- 

blutkontrolle 

Abb. 2. PGM~D~rstellung (Gel-Abmessungen, Elektrophorese-Bedingungen und St~rtlinie wie 
bei Abb. 1 ~ngegeben). Typ, Spurcntr~ger und SpurenMter yon links n~oh rechts: (1) 1--1 
Wolle, 10 Wochen; (2) 2~2  Wolle, 7 Wochen; (3) 2--2 Baumwolle, 7 Wochen; (4) l - -1  Mantel- 
luther (GerichtsfM1), 4 Woohen; (5) 2--1 Wolle, 7 Wochen; (6) 2--1 B~umwolle, 7 Wochen; 
(7) 2--1 Frischblutkontrolle; (8) 1--1 Wolle, 10 Wochen; (9) 1--1 B~umwolle, 10 Woohen: 

(10) 1--1 Frischblu~kontrolle 

Abb. 3. PGM-D~rstMlung (Gel-Abmessm~gen und S~artlinie wie bei Abb. 1 und 2 ~ngegeben). 
Am Gel gemossen 11--12 V/cm, 6mA/cm 2 zu Beginn der Laufzeit, Trennd~uer 6 Std bei 
4--5 ° C. Typ, Spurentr~ger und SpurenMtor voI1 links nach rechts: (1) 2--2 Frischblut- 
kontrolle; (2) 2--1 Wolle, 13 Wochen; (3) 2--1 Buumwolle, 13 Wochon; (4) 2--1 Frischblut- 
kontrolle; (5) 1--1 Wolle, 20 Wochen; (6) 1--1 B~umwolle, 20 Wochon; (7) 1--1 Frischblut- 

kontrolle 
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gleich s ta rk  auf t re ten.  Mehffaches Ver impfen  ist  sowieso unerl/~glich, da  die Dosis 
der  B lu t spur  - -  vor  a l lem bei  u n b e k a n n t e m  Spurena l te r  - -  meistens n ieht  sofort  
r ieht ig  gew/ihlt werden kann.  Auf diese Schw/~che der  Methode  wies berei ts  
Culliford eindringl ich hin (der im i ibrigen keine Trans fo rmat ionen  erwghnt) .  So 
k a m  es fas t  in j edem Lauf  zu unterschiedl ich  angef/~rbten und  ablesbaren  Auf- 
t rennungen.  

Aus diesem Grunde  wurde  die fliissige Entwiekler l6sung vorgezogen, die es 
ermSglicht ,  den F~rbevorgang  dann  abzubreehen,  wenn die en tscheidenden P roben  
op t imal  darges te l l t  sin& Aul3erdem kann  zu versehiedenen Zei ten abgelesen und  
gegebenenfalls  fo tograf ier t  werden.  

Den Kollege~ Dr. G. Radam und Dr. H. Strauch danken wir fiir die Einarbeitung in ihre 
)/iethode der PGM-Darstellung und ffir spgtere schriftliehe Hinweise. 
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