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Haptoglobin Typing by Electrophoresis in Vertical Polyacrylamide Gel Columns

Swmmary. A continuous and two discontinuous polyacrylamide gel electrophoresis tech-
niques for haptoglobin typing are described. Their advantages are compared with the results
achieved by starch gel electrophoresis. All three techniques are equally suited for routine
purposes. While the continuous PAA gel electrophoresis offers some technical simplifications,
it is inferior to the disc methods with regard to separation results of the haptoglobin band
spectrum.

Zusammenfassung. Ein kontinuierliches und zwei diskontinuierliche Polyacrylamidgel-
elektrophoreseverfahren zur Haptoglobintypendifferenzierung werden beschrieben und die
Vorziige dieser Technik den mit der Stérkegelelektrophorese zu gewinnenden Ergebnissen
gegeniibergestellt. Alle 3 Verfahren sind fiir die Routinediagnostik geeignet. Die kontinuijer-
liche PAA-Gelelektrophorese bedeutet zwar eine geringe Vereinfachung der Methodik, sie ist
aber den Disk-Verfahren hinsichtlich der Trennungsergebnisse des Hp-Bandenspektrums
unterlegen.

Key words: Haptoglobintypenbestimmung, Polyacrylamidgel-Disk-Elektrophorese —
Saulenelektrophorese, Hp-Bestimmung in Polyacrylamidgel.

Die von Raymond u. Weintraub [25] eingefiihrte kontinuierliche Polyacrylamid-
(PAA)-Gel-Elektrophorese und ihre Weiterentwicklung zur Disk-Elektrophorese
durch Ornstein [21] und Davis [8] ist als eine Bereicherung elektrophoretischer
Trennverfahren anzusehen. Sie gilt als eine der zur Zeit besten Trennmethoden
fiir Proteine [31]. Die Vorteile des PAA-Gels sind u. a.: chemische Stabilitit und
Indifferenz, Stabilitat gegeniiber pH- und Temperatur-Anderungen, Steuerbarkeit
der gewiinschten Porenweite, glasklare Transparenz und fast volliges Fehlen
storender Adsorptions- und Elektroosmose-Erscheinungen (vgl. auch Maurer [19]).

Strittig ist noch die Frage, ob man grundsétzlich der diskontinuierlichen PAA-Elektro-
phorese den Vorzug geben soll. Diese unterscheidet sich bekanntlich von der kontinuierlichen
PAA-Elektrophorese durch pH- und PorengréBen-Diskontinuitéten innerhalb der Gelséule [19].
Dadurch soll eine erhdhte Konzentrierung der Substanzlosung (z. B. Serum) und eine schér-
fere Darstellung der Banden erreicht werden. Nach Auffassung einiger Autoren sollen sich je-
doch mit einem kontinuierlichen Puffersystem @hnlich gute Trenneffekte erzielen lassen [1, 2,
14, 18, 26], zumal man durch Verdiinnung oder Dialyse der aufzutrennenden Substanz eine
geniigend scharfe Startzone herstellen kann [14, 18].

Es war naheliegend, dall das PAA-Gel als Trigersubstanz mit seinema hohen
Auflésungsvermogen auch der Haptoglobintypenbestimmung nutzbar gemacht
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wurde. Inzwischen sind einige Verfahren zur Hp-Diagnostik beschrieben worden,
und zwar als Mikromethode (horizontale Diinnschichtelektrophorese [3, 20]) oder
im Gelblock [7, 13, 15] sowie als vertikale Elektrophorese in Gelplatten [2, 10,
26, 36] oder in Gelsdulen [5, 6, 8, 9, 12, 16, 22, 28, 29, 30]. Die PAA-Gel-Elektro-
phorese hat sich aber anscheinend in der Routinediagnostik der Blutgruppen-
laboratorien noch nicht geniigend durchgesetzt. Es soll daher hier die als optimal
erarbeitete Technik der Disk-Elektrophoreseverfahren zur Hp-Diagnostik mit-
geteilt werden, ferner wird kurz iiber die Ergebnisse der Erprobung eines in der
Proteindifferenzierung verwendeten kontinuierlichen PAA-Elektrophoreseverfah-
rens [1] zur Hp-Darstellung berichtet.

Material und Methoden

Apparatur

Als Elektrophoresegerdt dient unser von Schaible [29] entwickeltes, aus Trovidur her-
gestelltes Kathodengefa von 12 em Durchmesser, das einem etwa 15 cm hohen Standgefdl
aus Glas (AnodengefdB) eingepalt ist. Das Kathodengefafi enthilt in einer dem Schema
(Abb. 1) zu entnehmenden Anordnung 16 mit Gummistopfen fixierte Glasréhrchen aus kali-
briertem Prizisionsglas von 14 em Linge und 0,5 cm Durchmesser. Eine ausfiihrliche Be-
schreibung eriibrigt sich, da mittlerweile tiber den Handel zahlreiche d@hnliche Modelle verfiig-
bar sind, z. B.: Acrylamid-Sdulenelektrophoresegerit!, Acrylophor?, Standard-PAA3, Disc-
Elektrophorese- Automat?.

Abb. 1. Schematische Darstellung der Elektrophoreseapparatur. ¢ Anode; b Kathodengefdl3;
¢ Kathode; d Puffer; ¢ ein Gelrdhrchen (aus Schleyer u. Schaible)

1 Shandon Labortechnik, 6 Frankfurt a. Main 50, Postfach 29.

2 N.V. Pleuger S.A., Wijnegem, Belgien.

3 E. Barth, 6804 Ilvesheim, Postfach 56.

4 Dr. K. Slevogt, Wissenschaftl.-Techn. Werkstéitten, 812 Weilheim.
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Reagentien

Acrylamid (AA), Merck; N,N'-Methylenbisacrylamid (BIS), Merck; Dimethylaminopro-
prionitril (DMAPN), Serva; N,N,N',N'-Tetramethykithylendiamin (TEMED), Serva; Am-
moniumperoxodisulfat (APOS), Merck; Riboflavin, Merck; Tris(hydroxymethyl)-amino-
methan (TRIS), Merck; Glykokoll, Merck; Borsiure krist. (H,BO,); Natronlauge (NaOH);
Kaliumferricyanid; Bromphenolblau.

1. Diskontinuierliche PAA-Gel-Elektrophorese, modifiziert nach Davis [8] und Ornstein [21]
1. Beschicken der Elektrophorese- Rohrchen

Zunichst pipettiert man die aus Tabelle 2 ersichtlichen, fiir einen Ansatz von etwa 16 Rohr-
chen bemessenen Komponenten des Trenngels in ein Becherglas und mischt gut durch. Die an
ihrer unteren Offnung mit einem Gummistopfen versehenen Rohrchen fiillt man in vertikaler
Stellung luftblasenfrei 10,5 cm hoch mit dem Trenngel-Monomer-Gemisch (etwa 2,2 ml), tiber-
schichtet vorsichtig mit Wasser und 148+ je nach Zimmertemperatur 45—75 min polymeri-
sieren. Nach Verfestigung des Gels wird die tiberstehende Lésung verworfen, 0,2 ml des frisch
zubereiteten Sammelgels (Tabelle 2) werden eingefillt, ebenso mit Wasser iiberschichtet und
30 min unter einer Tageslichtfluorescenzlampe photokatalysiert. AnschlieBend wird die fliissige

Tabelle 1. Stammlisungen®

A. Trenngel-Puffer, pi 8,9 B. Sammel- und Probengel-Puffer, pH 6,7

1 N HOl 48,0 ml 1 N HCl 52,0 ml
TRIS 36,3 ¢ TRIS 5,98 ¢
TEMED 0,23 ml TEMED 0,46 ml

Aqua bidest. ad 100,0 ml

Aqua bidest. ad 100,0 ml

. Trenngel-Monomer-Gemisch
AA 30,0g
BIS 08g
Aqua bidest. ad 100,0 m}l

D. Sammel- und Probengel-Monomer-Gemisch

AA 10,0 g
BIS 2,5¢g
Aqua bidest. ad 100,0 ml

. Katalysator
APOS 0,14 ¢
Aqua bidest. ad 100,0 ml

F. Photokatalysator

Riboflavin 0,008 g
Aqua bidest. ad 100,0 ml

a Die Losungen A—D und F werden in braunen Flaschen aufbewahrt. Die Losungen A—D

sind bei Zimmertemperatur mehrere Monate, Losung E bei 4-4°C etwa 14 Tage, Losung F
héchstens 3 Wochen haltbar.

Tabelle 2. Gebrauchslésungen

Ansatz fir 16 Rohrchen Gelkonzentration

Trenngel-Losungen

1 Teil Lésung A 4,0 ml 6,15%,
2 Teile Losung C 8,0 ml

4 Teile Losung E 16,0 ml

3 Teile Aqua bidest. 12,0 ml

Sammel- und Substanzgel-Lésungen

1 Teil Losung B 1,0 ml 3,159,
2 Teile Losung D 2,0 ml

1 Teil Lésung ¥ 1,0 ml

4 Teile Aqua bidest. 4,0 ml
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Schicht wiederum verworfen und das Gel unmittelbar mit einem Tropfen (etwa 0,05 ml) eines
Serum-Hb.-Gemisches (4 Teile Serum, 1 Teil Himoglobinlésung) beimpft. Dabei ist darauf zu
achten, daB die Pipette die Geloberfliche nicht berithrt. Sodann wird das Serum-Hb.-Gemisch
mit 0,2 ml wiederum frisch bereiteten Sammelgels iberschichtet. Die anschliefende erneute
Photopolymerisation ist nach 20—30 min abgeschlossen; ein erneutes Uberschichten mit
Wasser vor der Photokatalyse eriibrigt sich. Die Hémoglobinstammlésung wird in der ib-
lichen Weise hergestellt [24].
2. Puffersystem

Der Elektrodenpuffer an Kathode und Anode ist ein Tris-Glycine-Puffer, pH 8,5: TRIS
30,0 g, Glykokoll 144,0 g, Aqua bidest. ad 1000,0 ml. Diese Stammlésung wird jeweils vor Ge-
brauch 1:10 verdiinnt.

3. Elektrophorese

Die Réhrchen werden nach unten hingend in den Boden des oberen Puffergefifles so ein-
gesetzt, daB ihre obere Offnung mit dem Gummistopfen abschlieBt. In das Kathodengefis
werden 150 ml, in das Anodengefd3 400 m! Elektrodenpuffer gefiillt. Es ist darauf zu achten,
daf} die Gelsiulen an den Réhrchenenden Kontakt mit dem Puffer haben, die Réhrchen also
luftblasenfrei sind. Man kann, obwohl das freie Hémoglobin als Indicator fiir die Laufstrecke
gilt, das Albumin durch Zugabe von 0,05 ml einer Bromphenolblaulésung (Bromphenolblau
0,04 g, Aqua bidest. ad 100,0 ml) zum Kathodenpuffer markieren. Die Elektrophorese ist zu
beenden, wenn das gut sichtbare freie Hb. das anodische Ende der Réhrchen erreicht hat. Die
Trennzeit betrigt bei einem Stromdurchgang von 3 mA je Roéhrchen und einer Ausgangs-
spannung von etwa 120 V 4,5 Std. Es empfiehlt sich, ein Gleichstromnetzgerit zu verwenden,
bei dem sich die Stromstérke stabilisieren 16t. Bei einer Stromstirke von 48 mA bleibt die
nicht zu vermeidende leichte Erwirmung des Gels unter der Proteindenaturierungsgrenze, und
eine Kithlung ist nicht erforderlich. Erfahrungsgemis stellen sich die Banden schirfer und ge-
rader dar, wenn man die Stromstérke zunéchst fir etwa 30 min auf die Halfte der angegebenen
mA-Zahl herabsetzt. Nach der Elektrophorese werden die Réhrchen herausgenommen und in
Eiswasser gelegt. Die Gele lassen sich sodann sehr leicht mit Hilfe einer auf eine 10 ml-Plastik-
spritze aufgesetzten hypodermatischen Kaniile von 10 cm Lénge aus dem Réhrchen heraus-
16sen. Die stumpfe Nadel (Nr. 20) wird unter gleichzeitigem Injizieren von Wasser zwischen
Glaswand und Geloberfliche eingefithrt. Wahrend man weiterhin Wasser injiziert, wird das
Roéhrchen stindig vorsichtig gedreht. Dabei 16st sich das Gel und f#llt schlieBlich aus dem
Rohrchen heraus.

4. Farbung und Auswertung

Zur elektiven Darstellung der Hp-Fraktionen wurde eine Fiille von Peroxidase-Reagentien
erprobt. Als Methode der Wahl, vor allem fiir die Routine, hat sich dennoch die tibliche Benzi-
dintechnik erwiesen. Das Reaktionsgemisch hat die Zusammensetzung: Benzidin 1,0 g, Eis-
essig 50,0 ml, Aqua dest. 50,0 ml, Perhydrol 309 1,0 ml. Das Benzidin wird erst in der Hilfte
der Eisessigmenge in der Wirme gelost. Das Reaktionsgemisch reicht fiir 16 Gelsédulen aus, die
in einer eigens fiir den Farbevorgang konstruierten Farbeschale [29] mit transparentem Boden
(Abbildung bei Schleyer und Schaible) angeférbt werden. 2—3 min nach EingieSen der Reak-
tionslosung stellen sich intensiv blaue Hp-Banden dar, deren Haltbarkeit, dhnlich wie beim
Starkegel, beschrénkt ist. Nach AbgieBen der Benzidinlésung wird unter flieBendem Wasser
abgespiilt und auf einem Lichtkasten ausgewertet. Eine begrenzte Konservierung gelingt auch
hier mit Naphtholgelb-S; empfehlenswerter zur Haltbarmachung der Hp-Banden ist eine fir
das PAA-Gel modifizierte ,,Gegenfdrbung® mit Amidoschwarz [33]: Athanol 709, 50,0 ml,
Aqua dest. 50,0 ml, Eisessig 10,0 ml, Amidoschwarz 0,007 g. Die Gelsdulen werden 15—20 min
in dieser Losung nachgeférbt und anschliefend in einer Waschfliissigkeit gleicher Zusammen-
setzung, jedoch ohne Farbkomponente, entfarbt. Man erhilt recht kriftige, mehrere Stunden
haltbare, elektiv angefirbte Haptoglobinbanden.

11, Diskontinuierliche PAA-Gel-Elektrophorese nach Schleyer w. Schaible {30]

1. Puffersystem

Der gebrauchsfertige Elektrodenpuffer ist ein 0,3 M Boratpuffer (pH 8,4): H,BO, 18,0 g,
NaOH 2,4 g (60,0 ml 1 N NaOH), Aqua bidest. ad 1000,0 ml. Der Gelpuffer ist ein 0,03 M

¥
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Boratpuffer (pH 8,9): H,BO, 1,86 g, NaOH 0,48 g (12,0 ml 1 N NaOH), Aqua bidest. ad
1000,0 ml.

2. Qelzubereitung und Elekirophorese

Trenngel Substanz- oder VerschluBgel
AA 55 g AA 556 g

BIS 0,27¢g BIS 027¢g
DMAPN 01 g DMAPN 04 g
APOS 0,1 g APOS 04 g
Gelpuffer ad 100,0 ml Gelpuffer ad 100,0 ml

Um die Gelherstellung zu vereinfachen, setzt man die einzelnen Komponenten in gro8eren,
einander dquivalenten Mengen an. Das etwa 5,5%ige Trenngel polymerisiert in 20—30 min,
das VerschluBgel in 3—5 min. Eine Photokatalyse entfillt, auf ein Sammelgel wird hier ver-
zichtet. Die Stromstérke betrigt 3 mA je Réhrchen, die Laufzeit 3,5 Std. Die Ansiitze werden
weiterbehandelt wie unter 1, 3—4 beschrieben.

111. Kontinuierliche PAA-Gel-Elektrophorese, modifiziert nach Abraham w. Mitarb. [1]

1. Puffersystem

5,5 g TRIS und 14,4 g Glykokoll werden in 100,0 ml Aqua bidest. gelost und vor Gebrauch
als Elektrodenpuffer 1:10, als Gelpuffer 1:2,5 verdiinnt (pH 8,6).

2. Trenngel-Stammlisungen

A, AA 23,1 g B. DMAPN 08 g
BIS 0.8 g Pufferstammlésung 40,0 ml
Aqua bidest. ad  100,0 ml Aqua bidest. ad 100,0 ml

C. Kaliumferricyanid 0,03 g D. APOS 0,48 g
Aqua bidest. ad  100,0 ml Aqua bidest. ad 100,0 ml

3. Qelzubereitung und Elektrophorese

Das Gemisch fiir das Trenngel besteht aus gleichen Teilen der Losungen A—D, fiir einen
Ansatz von 16 Rohrchen aus je 10,0 ml. Dieses 6%ige Gel, das auch als Verschlufigel dient,
polymerisiert in 60 min. Die Zwischenschaltung eines Sammelgels entfillt auch hier. Das
kontinuierliche Originalverfahren der Autoren dagegen, das in die Versuchsreihe miteinbezo-
gen wurde, sieht ein ,,zweidimensionales” Trenngel vor (s. Diskussion). Trennzeit: 3,5 Std
bei einer Stromstarke von 3 mA je Roéhrchen. Férbetechnik wie vorstehend.

Ergebnisse und Diskussion

Die Angaben, daf} die kontinuierliche der diskontinuierlichen PAA-Gel-Elektro-
phorese hinsichtlich des Auflosungsvermogens der einzelnen Proteinkomponenten
mindestens gleichwertig [1, 14] oder ihr sogar {iberlegen ist [37], haben sich fiir
den Bereich der Haptoglobinglobuline nicht bestétigen lassen (so auch Woodworth
u. Mitarb. [36]). Das nach Gelporengrofle, pH-Wert und Pufferzusammensetzung
diskontinuierliche Trennsystem bewirkt offenbar durch seinen besseren Konzen-
trierungs- und Molekularsiebeffekt eine schérfere Startzone der aufzutrennenden
Substanz und damit giinstigere Trennungsergebnisse. Schon ein diskontinuier-
liches Puffersystem allein hat sich sowohl im Stérkegel [23] als auch im PAA-Gel
[39] anderen Puffersystemen als iiberlegen erwiesen.

Ferner lieB sich zeigen, daB die hier verwendeten verschiedenen polymerisations-
einleitenden Katalysatoren sich nicht stérend auf den Haptoglobinnachweis aus-
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Abb. 2 A—D. Auftrennung dreier Normalseren in zwei verschiedenen diskontinuierlichen PAA-

Gel-Elektrophoresen (4 und B) und einer kontinuierlichen Elektrophorese mit ,,eindimensio-

nalem‘* (C) und ,,zweidimensionalem‘* (D) Trenngel. ¢ Hp 1—1; b Hp 2—1; ¢ Hp 2—2. Benzi-
dinférbung

s

wirken, die von Wieme [53] geforderte Katalysatorfreiheit des Gels fiir derartige
Untersuchungen also nicht Bedingung ist. Selbst das Kaliumferricyanid, das be-
kanntlich Himo- in Himiglobin umwandelt, beeinflult nicht dessen Aktivitit als
Katalysator bei der Benzidinfiarbung.

Abb. 2 zeigt von links nach rechts die Auftrennung von 4 Normalseren mit den 3 Hapto-
globintypen, und zwar bei A: diskontinuierliche PAA-Gel-Elektrophorese in Anlehnung an
Dayvis [8] und Ornstein [21]; B: Disk-Elektrophorese nach Schleyer u. Schaible [30]; C: konti-
nuierliche PAA-Gel-Elektrophorese nach Abraham u. Mitarb. [1], modifiziert als ,,eindimen-
sionales’* Verfahren; D: kontinuierliche, ,,zweidimensionale’ Elektrophorese (Originalver-
fahren nach Abraham u. Mitarb. mit kiirzerer Laufstrecke).

Ein Vergleich der Muster zeigt deutlich, daB bei Anwendung der Disk-Elektro-
phorese die Haptoglobinbanden insgesamt etwas weniger auseinandergezogen,
dafir aber breiter, schirfer konturiert und vor allem — das scheint der wichtigste
Faktor zu sein — wesentlich besser vom freien Hamoglobin abzugrenzen sind. Bei
der kontinuierlichen Elektrophorese erscheinen die Banden trotz erhdhter Hamo-
globin- und Proteindosis etwas schwécher angefarbt. Wahrscheinlich ist die Hémo-
globin-Bindungsfahigkeit des Haptoglobins nicht grof genug, so daB sie einer
gewissen Diffusionsauswaschung wihrend der Elektrophorese unterliegt. Die Auf-
trennung im kontinuierlichen ,,zweidimensionalen Trenngel bringt fiir die Auf-



22 R. Hilgermann:

gliederung der Haptoglobinglobuline keine Vorteile. Im iibrigen unterscheidet sich
die 1. und 2. Dimension des Trenngels nicht, wie bei der Disk-Elektrophorese,
in der Gelkonzentration, die fir die Proteinwanderung etwa 4,5—7,5%, betragen
soll, sondern lediglich im Quervernetzungsgrad (Comonomergehalt). Dies bringt
nur geringe Unterschiede im Aufldsungsvermogen. Insofern wire das ,,ein-
dimensionale kontinuierliche Trennsystem fiir die Haptoglobindifferenzierung
besser.

Es erscheint nach wie vor zweckmifBig, zur sicheren Typendifferenzierung die selektive
Hamoglobin-Haptoglobin-Komplexanfarbung mit der Benzidintechnik den tiblichen Protein-
anfédrbungen vorzuziehen. Eine kombinierte Anfdrbung der gesamten Gelsdule mit Amido-
schwarz 10B und o-Dianisidin [17] zur gleichzeitigen Differenzierung der Hp-, Ge-Globulin -
und Transferrin-Serumgruppen [1, 9, 17, 22, 31] ist zweifellos bestechend. Die Diagnostik ge-
hort jedoch in die Hand des Getbten, ist zusiitzlich an eine densitometrische Auswertung ge-
bunden und offenbar auch nicht vollig irrtumsfrei, zumal bei kombinierter Farbung nur ein
Teil der vorhandenen Hp-Banden sichtbar wird. Der andere Teil ist wegen zu geringer Kon-
zentration nicht darstellbar oder wird von anderen Proteinen tiberdeckt. Die Identifizierung
der Serumbanden und ihre Zuordnung zu definierten Proteinen wird gelegentlich auch durch
Verdnderung der Rf-Werte im Pherogramm erschwert [9, 22].

Fir die Praxis ergibt sich die Brauchbarkeit aller drei Elektrophoreseverfahren,
also auch des in der Technik hier wesentlich vereinfachten kontinuierlichen Trenn-
sytems, wenn es nur der Routinediagnostik und nicht genetischen Studien, etwa
zum Nachweis von Typenvarianten, dienen soll. Allgemein bietet das Gelsdulen-
system im Glasréhrchen als Vorteile gegentiber anderen PAA-Gel-Elektrophoresen:
die Einfachheit der Apparatur, die ohne Zwischenschaltung eines Impftrigers auf-
zutragende geringe Serummenge, unmittelbaren Kontakt zwischen Gel und Puffer,
das Fehlen von Austrocknungserscheinungen des Gels und schlielich die Unab-
hingigkeit von kostspieligen Kithlvorrichtungen.

Die Zahl der bekannten Zonen des Hp-Bandenspektrums ist nicht grofer als
beispielsweise bei der 18stiindigen Stdrkegelelektrophorese im Tris-Boratpuffer
nach Robson u. Mitarb. [27] oder bei der Methodik der vertikalen Stérkegelelektro-
phorese von Smithies [34]. Von der Stérkegelelektrophorese unterscheidet sich die
Disk-Elektrohorese jedoch durch ein wesentlich hoheres Auflésungsvermdgen der
Banden schon nach kurzer Trennzeit, durch glasklare Transparenz des Gels und
die einfache und nahezu ausnahmslos zuverldssige Typendifferenzierung. Der
wesentliche Vorteil liegt aber darin, daB weder ein zu hoher Hamoglobinanteil
im Haptoglobin-Hémoglobin-Komplex noch eine zu reichliche Beimpfung der
Rohrchen sich nachteilig auswirken. Man erhdlt allenfalls etwas diberfirbte,
jedoch immer scharf getrennte Banden. Im Gegenteil, eine Vollbeladung des
Haptoglobins ist unerliBlich fir die Reproduzierbarkeit einer Mindestzahl scharfer,
gleichmiBiger Banden. In diesem Zusammenhang sei auf den Vergleich der Pro-
tein- und Benzidinfirbung an gleichen Seren [1] hingewiesen, bei dem sich zeigte,
daB die Haptoglobinpolymeren des 2—2- und des 2—1-Typs je nach Beladungs-
zustand bis zu 3 Molekiile Himoglobin je Haptoglobinmonomer zu binden ver-
mogen. Ahnliche Frgebnisse erbrachten die Untersuchungen von Zwaan u. Mitarb.
[38]. Dies scheint mit einer der Griinde zu sein, weshalb die in der Literatur an-
gegebenen Zahlen der Hp-Banden der 2—1- und 2—2-Typen so aullerordentlich
stark differieren, und zugleich ein Beweis dafiir, daf die Anzahl der Banden nicht
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nur vom Aufldsungsvermégen des Trigermediums, sondern entscheidend auch vom
Sittigungsgrad der Haptoglobine abhéngig ist. Damit entfallt ibrigens die von
Schleyer und Schaible irrtiimlich gezogene Folgerung, dafl bei den Hp-Typen 2—1
und 2—2 mit der PAA-Elektrophorese mehr als die tibliche Zahl von Banden zu
entdecken sei.

Eine die Typendiagnostik erschwerende Schlierenbildung, wie sie bei Hamo-
globiniiberschufl in der Stiarkegelelektrophorese auftreten kann, gibt es in der
Disk-Elektrophorese praktisch nicht. Das tiberschiissige, die Bindungskapazitit
des Haptoglobins iiberschreitende Himoglobin wandert stets zur Anode, ohne das
Hp-Bandenspektrum wesentlich zu beeintrichtigen. Aus diesem Grunde eignet
sich die Disk-Elektrophorese besonders in der forensischen Serologie zum Hapto-
globinnachweis in stark himolysierten Bluten und in Blutspuren. Uber derartige
Versuche wird in Kiirze berichtet werden.
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