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Investigations of Haptoglobin Typing Sensitwity by Comparison of Starch, Agar,
and Polyacrylamide Gel Electrophoresis with Special Regard to Longer Stored Blood
Samples and to Blood Traces

Summary. In view of the well-known difficulties of determining the haptoglobin types in
stored blood samples and blood traces by the usual starch gel technique, agar and PAA gel
were tested for their sensitivity and usefulness. PAA gel electrophoresis turned out to be
unequivocally superior when dilutions of sera were typed. Experimental destruction of
proteins by various proteases, especially by neuraminidase, caused alterations of electro-
phoretic mobility of proteins which affected diagnosis by agar gel much more than by starch
or PAA gel electrophoresis. 959, of 436 blood samples stored up to 2 years permitted undis-
putable Hp typing by PAA gel electrophoresis, while in agar gel typing became impossible
after 1 year of storage, and a few months were sufficient to cause diagnostic difficulties in
starch gel. Blood traces could be typed up to 4 weeks in PAA gel, to a maximum of 8—14 days
in agar gel, and no longer than 2—3 days in starch gel. Here too, PAA gel offered the greatest
sensitivity and lucidity in relation to quantity of blood stains.

Zusammenfassung. Die bekannten Schwierigkeiten der sehr begrenzten Hp-Typen-Dia-
gnostik an gealterten Blutproben und an Blutspuren in der Stérkegel-Elektrophorese boten
AnlaB, Agar- und PAA-Gel als weitere Trigermedien auf ihre Empfindlichkeit und Brauchbar-
keit vergleichend zu untersuchen. Verdiinnungsreihen mit Probandenseren haben eine aufler-
ordentlich hohe, den anderen Verfahren iiberlegene Nachweisempfindlichkeit der Hp-Typen
in der PAA-Gel-Elektrophorese ergeben. Experimentelle Proteinschédigungen mit verschiede-
nen Proteasen, vor allem mit Neuraminidase, fithrten zu einer Anderung der elektrophoreti-
schen Beweglichkeit der Proteine, die sich diagnostisch besonders ungiinstig in der Agargel-
Elektrophorese, kaum aber in den Pherogrammen der Stérke- oder PAA-Gel-Elektrophorese
auswirkten. Von 436 bis zu 2 Jabren bei Zimmertemperatur gelagerten Bluten war ferner in
95%, der Fille der Hp-Typ in der PAA-Gel-Elektrophorese noch sicher bestimmbar. Im Agar-
gel lag die Nachweisgrenze etwa bei 1 Jahr Lagerungszeit, im Stiirkegel traten bereits nach
wenigen Monaten diagnostische Schwierigkeiten auf. Blutspuren lieBen sich im PAA-Gel ein-
wandfrei bis zu 4 Wochen, im Agargel noch nach maximal 8—14 Tagen und im Stirkegel
hochstens 2—3 Tage differenzieren. Auch hier zeigte das PAA-Gel, bezogen auf die Blutspuren-
menge, bei weitem die héchste Empfindlichkeit und das gréfite Auflésungsvermogen.

Key words: Haptoglobintypen, in Blutspuren — Polyacrylamidgel-Elektrophorese —
Haptoglobindifferenzierung in gealterten Blutproben.

Die spurenkundlichen Nachweismethoden scheitern zum Teil an der unterschiedlichen
geringen Stabilitdt einzelner Blutmerkmale (Fy, Ge, Pt), zom Teil auch am Nachweisprinzip,
das hiufig eine Modifizierung der urspriinglich fir Untersuchungen am Frischblut vor-
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gesehenen Originalmethoden verlangt. Dies gilt besonders fir den Hp-Typen-Nachweis in der
Stéarkegel-Elektrophorese an Blutspuren, Leichenbluten und an gealterten, mehr oder weniger
stark himolysierten Eluten. Zur Uberwindung der diagnostischen Schwierigkeiten sind zahl-
reiche Vorschlige unterbreitet worden, die von Absorptionsversuchen hidmolytischer Blute
[15, 41], verschiedenen Modifikationen zur Auflésung, Einengung und Verimpfung von Trok-
kenblutspuren [8, 10, 11, 16, 33, 42] bis zur Verwendung diskontinuierlicher Puffersysteme
reichen [5, 6, 33].

Diese Verfahrensdnderungen haben zwar einige Verbesserungen erbracht, die Ergebnisse
waren aber vor allem an Vollblutspuren wegen der stérenden Himoglobinverschmierung der
Pherogramme unbefriedigend, hinsichtlich der Zeitspanne der Nachweisbarkeit der Hapto-
globintypen auch sehr unterschiedlich. Dies gilt ebenso fiir die Hp-Bestimmung im Leichen-
blut [15, 33, 40, 41]. Letzten Endes scheiterte das Nachweisprinzip an den far diese Frage-
stellung unzureichenden Trigermedien; denn eine Schlierenbildung blieb stets unvermeidlich.

Bessere Ergebnisse an Blutspuren lieferte dagegen der immunoelektrophoretische Hapto-
globintypennachweis im Agargel, der die Stirkegelmethoden sowohl durch héhere Empfind-
lichkeit als auch dursh die lingere Nachweisbarkeit der Hp-Typen tibertreffen soll [2,3,6,43].

Neuerdings hat sich die Haptoglobintypenbestimmung im Polyaerylamid-
(PAA)-Gel, das den bisher bekannten Tragermedien in seinen physikalisch-
chemischen Eigenschaften tiberlegen ist, hervorragend bewdihrt, zumal bei stark
hamolytischen Bluten (Hilgermann [20], dort auch ausfithrliche Literaturiiber-
sicht). Versuche, die PAA-Gel-Elektrophorese auch der Hp-Diagnostik in Blut-
spuren nutzbar zu machen, dringten sich daher geradezu auf; sie sind — jedoch
ohne systematische Priifung — beschrieben worden [12—14, 26]. In der vorliegen-
den Arbeit sollen nunmehr die drei genannten Verfahren der Elektrophorese in
Stéarke-, Agar- und PAA-Gel hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit und der zeitlichen
Grenze des Hp-Typen-Nachweises an Blutspuren und gealterten Bluten ver-
gleichend gegentibergestellt werden.

Material und Methoden

1. Stdrkegel-Elektrophorese

Die Seren wurden in der horizontalen Stirkegel-Elektrophorese (hydrolysierte Stirke der
Connaught Laboratories, Toronto, Canada) in einer Trennkammer (Biotest) bei einer Strom-
stirke von 0,1 mA je Milliliter Stérkegel nach der Prokopschen Faustregel aufgetrennt. Zur
besseren Abgrenzung des freien Hémoglobins gegeniiber dem Hb-Hp-Komplex und zur Er-
zielung besserer Trennergebnisse wurden der von Laurell [25] angegebene Phosphatpuffer
(pH 7,0) und ein diskontinuierliches Tris-Citronenséure-Puffer-System (pH 8,5) nach Poulik
[32] verwendet. Laufzeit: 2,5 Std, Firbung: iibliche Benzidintechnik.

11. Agargel- Immunoelekirophorese

Immunoelektrophorese im Agargel (Difco-Agar Noble) unter Verwendung des Barbital-
Calcium-Lactat-Puffers nach Hirschfeld [21, 227 entsprechend einer frither mitgeteilten Modi-
fikation [18] der von Baitsch u. Mitarb. [1] angegebenen Variante der immunoelektrophoreti-
schen Mikromethode auf 115 x 300 mm messenden Spiegelglasplatten. Feldstirke: 8 Volt/em,
Laufzeit: 2,5 Std, Antiserum: monospezifisches Anti-Hp-Serum vom Xaninchen, das zur
Markierung eines Bezugsbogens mit einem Anti-o,-Makroglobulinserum vom Kaninchen im
Verhiltnis 2:1 gemischt werden kann [3]. Firbung: Azocarmin.

111 Diskontinuierliche PAA-Gel-Elektrophorese

Diskelektrophorese in Anlehnung an das von Davis [7] und Ornstein [31] entwickelte Ver-
fahren in 14 em langen und 0,5 cm breiten Gelsdulen mit einem Tris-Glycine-Puffer-System
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(pH 8,5). Trennzeit bei einem stabilisierten Stromdurchgang von 3 mA je Réhrchen etwa
4,5 8td bei Blutfleckenextrakten und 5,5 bis 6 Std bei himolytischen Bluten. Die Benzidin-
farbung muBte, soweit es sich um Spurenmaterial handelte, gegeniiber den Serumproben ver-
lingert werden. Einzelheiten zur Methodik sind einer fritheren Mitteilung [20] zu entnehmen.

IV. Versuchsansdtze
1. Nativseren

a) Je 5 frische Seren der drei Hp-Typen wurden stufenweise mit destilliertem Wasser ver-
diinnt, jede Verdiinnungsstufe warde vor der Elektrophorese im Verhéltnis 5:1 und 10:1 mit
einer Himoglobinstammlésung versetzt.

b) In einer weiteren Verdiinnungsreihe mit einer 0,04%igen NH,-Losung bis 1:16 wurde
dieses zur heschleunigten Blutspurenextraktion vorgesehene ,,Losungsmittel” [34] auf seine
elektrophoretische Unbedenklichkeit gepriift.

¢) Frischen Serumproben der 3 Hp-Typen wurde ein gereinigtes, aus Vibrio cholerae her-
gestelltes Neuraminidase-Priparat (Behring-Werke) zugesetzt, und zwar zu jeweils 0,1 ml
Serum 0,01, 0,05 und 0,1 ml Neuraminidase. Inkubationszeit: 24 Std bei 37°C. AuBerdem
wurde erprobt, wie weit verschiedene, auch zelleigene Proteasen der Blutzellen zu Veriinde-
rungen der Hp-Muster fithren. Zu diesem Zwecke wurden Serumproben mit abgestuften Mengen
frisch zubereiteter Leukocyten- und Thrombocyten-Suspensionen sowie kristalliner Bakterien-
protease und kristallinen Trypsins (Novo-Industrie) versetzt und vor der Elektrophorese
zwischen 45 min und 4 Std bei 37°C inkubiert (vgl. auch 2a).

2. Himolytische Blute

a) Je Hp-Typ wurden 2 frische Vollblutproben durch mehrfaches Tieffrieren himolysiert,
anschlieBend bei 37°C inkubiert und sodann nach einer Inkubationszeit von 4 und 24 Std
untersucht.

b) 113 bei Zimmertemperatur 19 Monate aufbewahrte Alkoholblutproben wurden un-
verdiinnt sowie in einer Verdiinnung 2:3 und 1:5 elektrophoretisch aufgetrennt.

c) 200 weitere bei Zimmertemperatur gelagerte Alkoholblutproben wurden nach einer
Liegezeit von 26 bis 28 Monaten elektrophoretisch aufgetrennt. Verimpfung der Proben wie
unter b) angegeben. Von diesen 200 Blutproben wurden 10 bis 12 Monate spiter, also nach
einer Gesamtliegezeit von 36 bis 38 Monaten, 110 hinsichtlich der Typenverteilung unaus-
gewihlte Blute erneut untersucht.

d) 123 Blute aus Vaterschaftsgutachten mit bekannten Hp-Typen, denen der Serum-
bestandteil weitgehend entzogen worden war, wurden zwischen 7 und 11 Monaten bei Zimmer-
temperatur aufbewahrt und die zéhflissigen Blutkuchen jeweils nach einer Verdiinnung 1:5
elektrophoretisch aufgetrennt.

3. Blutspuren

8 frische Voll- und Citratblutproben je Hp-Typ wurden in Mengen von 0,1 bis 0,001 ml
auf Glas und Halbleinen aufgetropft. Aufbewahrung bei Zimmertemperatur, tigliche Elution
der Blutflecken und -schiippchen in 0,049 iger NH,;-Losung mit der 4—8fachen Menge des
Ausgangsvolumens. Elektrophoretische Auftrennung des Eluates spitestens nach 2standiger
Elution mit und ohne Zusatz einer frischen Hb-Stammlosung.

Ergebnisse und Diskussion

Die Untersuchungen haben die eigenen Erwartungen und die Ergebnisse
anderer Autoren jedenfalls fiir den Bereich der Stérke- und Agargel-Elektro-
phorese im grofien und ganzen bestétigt. Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber die
Titerendstufen der Hp-Typen, die noch einwandfrei erkennbar waren. Es handelt
sich nur um Durchschnittswerte, da bekanntlich die Hp-Spiegel bei den einzelnen
Typen quantitativ schwanken koénnen und die Hiémoglobinbindungskapazitéit
der einzelnen Seren nicht bestimmt worden ist.
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Tabelle 1. Verteilung der durchschnattlich nachweisbaren Titerstufen der Hp-Typen in der Agar-,
Stirke- und PAA-Gel-Elekirophorese

Hp-Typ Agar-Tmmuno- Stérkegel- PAA-Gel-
Elektrophorese Elektrophorese Elektrophorese

1—1 1:16 1:32 1:192

2—1 1:16 1:48 1:192

2—2 1:16 1:32 1:128

Es ist einzurdumen, dafl die Proteinfirbung der immunologischen Methode
nicht ohne weiteres mit der Empfindlichkeit einer Peroxidasereaktion der himo-
globinbindenden Proteinfraktionen bei der Stirke- und PAA-Gel-Elektrophorese
vergleichbar ist. Aus optischen Griinden wurden die Titer der Immunoelektro-
phorese dennoch in die Tabelle aufgenommen. Hervorzuheben ist aber die auler-
ordentliche Empfindlichkeit der PAA- gegeniiber der Stirkegel-Elektrophorese,
ein Befund, der jene geradezu fiir den spurenkundlichen Nachweis pradestiniert.
Der Zusatz einer ammoniakalischen Losung zu den Seren storte bei keiner der
Methoden.

Im Gegensatz zu den Ge-Globulinen, die durch den Einflul bakterieller und
aus desintegrierten Blutzellen freigesetzter Proteasen auBerordentlich rasch und
tiefgreifend transformierbar sind [17, 19, 27—30], haben sich die Haptoglobine
als relativ stabil erwiesen.

Die experimentelle Schidigung der Haptoglobine war so ,unterschwellig, dal}
sie nur im Reaktionsbild der Immunoelektrophorese diagnostizierbar war. Wah-
rend die Bakterienprotease ohne EinfluBl blieb, die Trypsinbehandlung eine Ver-
lingerung und anodische Ausziehung der Préicipitatbogen bewirkte, zeigte sich
unter dem Einfluf zelleigener Fermente eine beginnende Transformierung im
Sinne einer Verkirzung und Verschicbung der Précipitatlinien zur Kathode hin
(Abb. 1, vgl. auch Abb. 3).

Gegeniiber der Neuraminidase (Receptor Destroying Enzyme) waren die Hapto-
globine wie alle Glykoproteine, die Sialin- bzw. N-Acetyl-Neuraminsiure besitzen
[35], auBerordentlich empfindlich. Alle 3 Hp-Typen zeigten erwartungsgemaf in
der Immunoelektrophorese infolge enzymatischer Abspaltung der an die g-Poly-
peptidkette des Haptoglobins fixierten Neuraminsiure [38] eine ganz erhebliche,
offenbar dosisabhéngige verringerte Wanderungsgeschwindigkeit (Abb. 2). Die
Lage der Hp-Linien zueinander blieb offenbar konstant. Hier 148t sich also eben-
falls ein schnellwandernder, ein langsamwandernder und ein intermediirer Typ
unterscheiden. Die elektrophoretisch darstellbare Typenvarianz der Haptoglobine
beruht somit auf Unterschieden in der Primérstruktur der Polypeptidketten und
nicht, wie frither vermutet wurde, auf einem unterschiedlichen Kohlenhydrat- und
Neuraminsauregehalt [9, 37]. Eine eindeutige Diagnose an einem derart verdnder-
ten Blut ist jedoch auch dann nicht méglich, wenn man ein polyvalentes Anti-
serum oder ein Antiserum, das ein Anti-a,-Makroglobulin als Bezugsbogen ent-
hélt, verwendet. Hervorzuheben und als Beweis fiir die Wirksamkeit der Neur-
aminidase anzusehen ist die ebenfalls herabgesetzte Laufgeschwindigkeit des
oy-Glykoproteins (Abb. 2). Auch in der Stirke- und PAA-Gel-Elektrophorese er-
kennt man eine Verringerung der elektrophoretischen Beweglichkeit der Hapto-
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Abb. 1. Immunoelektrophoretischer Vergleich der Proteinschidigung durch zelleigene

Proteasen. Vollstéindige Transformation der 3 Typen Ge 1—1 (4), Ge 2—1 (C) und Ge 2—2

(E) in ein sich abspaltendes o;-Globulin (Pfeil). Kontrollseren bei B, D und F. Anti-Ge-Seram

vom Pferd. Bei den Haptoglobintypen 1—1 (&), 2—1 (J) und 2—2 (L) Verkiirzung und Ver-

schiebung der Bégen kathodenwirts. Referenzseren bei H, K und M. Monospezifisches Anti-

Hp-Serum vom Kaninchen (Blutspendedienst des Roten Kreuzes, Amsterdam). Azocarmin-
farbung

globine, deren urspriingliche Heterogenitét aber im Falle der Hp-Typen 2—2 und
2—1 erhalten und allenfalls unter geringer Abschwichung einiger kathodennahe
gelegener Komponenten stets diagnostizierbar bleibt (Abb. 3).

Die Ge-Globuline, die in hamolytischem Blut und in Blutspuren frithzeitiger Proteolyse-
defekten ausgesetzt sind als die Haptoglobine, enthalten keine Neuraminidase. Sie lassen
daher nach Inkubation mit verschiedenen Neuraminidasekonzentrationen keine Alteration
der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit erkennen [4, 19, 36].

Die hdmolysierten frischen Blutproben zeigten nach mehrstindiger Inkubation
bei 37°C in allen 3 Elektrophoresen dhnlich geringe Verédnderungen der Hapto-
globinmuster wie nach Einwirkung der Leukocytenproteasen, wihrend wiederum
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Abb. 2. Deutlich herabgesetzte Wanderungsgeschwindigkeit der Haptoglobine 1—1 (4 und

G, Pfeil), 2—1 (0) und 2—2 (E) sowie des «,-Glykoproteins (¢, Doppelpfeil) nach Einwirkung

der Neuraminidase. Kontrollen bei B, D, F und H. Monospezifisches Anti-Hp-Serum und
Anti-Human-Serum vom Pferd (Behring-Werke)
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Abb. 3. Auftrennung der Haptoglobintypen in der diskontinuierlichen PAA-Gel-Elektro-

phorese an gefrierhimolysiertem und 4 Std bei 37°C inkubiertem Vollblut (4), an neuramini-

dasebehandeltem Blut (B) und an Kontrollseren (C). Geringe Abschwiichung der kathoden-

nahen Banden nach Neuraminidase-Einwirkung (B). ¢ Hp 1—1; b Hp 2—1; ¢ Hp 2—2.
Benzidinfarbung




228 R. Hilgermann:

Abb. 4. Lageverinderungen und Abschwichung der Hp-Bogen bei 19 Monate (4, C, E) und
bei 2,5 Jahre (@, J, L) bei Zimmertemperatur gelagerten Blutproben. Hp 1—1-Kontrollen
bei B und H, 2—1 bei D und K, 2—2 bei F und M

bei der gruppenspezifischen Komponente bereits nach 4stindiger Inkubation
eine fermentativ induzierte Transformation in ein o, -Globulin erkennbar war (vgl.
Abb. 1).

Noch deutlicher wird die weitaus groBere Stabilitdt der Haptoglobine, die u. a.
moglicherweise auf deren Inhibitor-Kapazitit gegeniiber Kathepsin B-Aktivitdten
zuriickzufiithren ist [39], bei den Proteinmustern linger gelagerter Bluiproben. Bei
rund 1 Jahr alten hdmolytischen Alkoholblutproben sah man im Agargel noch
brauchbare Ergebnisse, wenngleich schon erste Verdnderungen im Sinne einer
Abflachung und herabgesetzter Mobilitdt der Hp-Linien erkennbar waren. Die
Starkegel-Elektrophorese hat hier und bei allen weiteren Versuchen aus den be-
kannten Griinden vollig versagt. Bei 19 Monate alten Bluten traten im Agargel
deutliche Proteindefekte auf. Wihrend der Typ 1—1 sich noch nahezu unver-
dndert verifizieren liefi, imponierte der Typ 2—1 wie ein Hp 2—2, und der Typ
2—2 war nicht mehr ablesbar. Ein 21 Jahre altes Alkoholblut zeigte noch stérkere
Verianderungen der elektrophoretischen Beweglichkeit der Précipitate (Abb. 4).
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In der PAA-Gel-Elektrophorese lieBen sich hingegen ganz erstaunliche Ergeb-
nisse erzielen, die in Tabelle 2 wiedergegeben sind (vgl. auch Abb. 6). Von 113 die-
ser 19 Monate gelagerten Blute waren 107 (95%,) noch bestimmbar, bei 200 etwa
26 bis 28 Monate gelagerten Bluten konnte 189mal (959,) der Hp-Typ bestimmt
werden. In der Nachuntersuchung von 110 unausgewshlten dieser 200 Alkohol-
blute mit nunmehr bekannten Hp-Typen etwa 1 Jahr spater, nach einer Gesamst-
lagerungszeit von 36 bis 38 Monaten also, waren dagegen nur noch 53 Typen
— das sind weniger als 50%, — nachweisbar. 5 oder 339, dieser 53 Blute entfielen
auf den Typ 1—1 (statt 15 Blute dieses Typs 1 Jahr frither), 24 Blute oder 529%,
auf Hp 2—1 (46) und 24 Blute oder 49%, auf Hp 2—2 (49). Schlieilich konnten
an 123 bis zu 11 Monate gelagerten Blutkuchen aus Paternititsgutachten mit
bekannten Hp-Typen 118 Blute (96%,) einwandfrei zugeordnet werden. Nicht

Tabelle 2. Prozentuale Verteilung der diagnostizierbaren Hp-Typen in der PAA-Gel-Elekiro-
phorese nach verschiedenen Lagerungszeiten

Hyp-Typ n % Untersuchungsmaterial

1—1 13 11,5 Alkoholblutproben

2—1 60 53,1 nach 19 Monaten Lagerung
2—2 34 30,1 bei Zimmertemperatur
Unbestimmbar

oder fraglich 6 5.3

Summe 113 100,0

1—1 31 15,5 Alkoholblutproben

2—1 77 38,5 nach 2628 Monaten Lagerung
2—2 81 40,5 bei Zimmertemperatur
Unbestimmbar

oder fraglich 11 5,5

Summe 200 100,0

1—1 25 20,3 Blutproben aus Vaterschaftsgutachten
2—1 55 44,7 nach 7—11 Monaten Lagerung
2—2 38 30,9 bei Zimmertemperatur
Unbestimmbar

oder fraglich 5 4,1

Summe 123 100,0

Tabelle 3. Prozentuale Verteilung der nachweisbaren Hp-Typen, bezogen auf die Gesamizahl
der untersuchten Blute

Hp-Typ n %

1—1 69 15,82
2—1 192 44,04
2—2 153 35,09
Unbestimmbar 22 5,05

Summe 436 100,00
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mehr ablesbar oder fraglich waren 4mal der Typ 2—2 und 1mal der Typ 2—1.
In diesen Fillen lieB sich jedoch nicht genau abgrenzen, ob die Defekttypen aus-
schlieBlich auf Denaturierungseffekte oder auf den duBerst geringen Serumgehalt
der Blutkuchen zurfickzufithren waren.

FalBt man die Zahl aller untersuchten Blute ohne Riicksicht auf die Lagerungs-
zeit in einer weiteren Tabelle zusammen und setzt sie in Beziehung zur deutschen
Normalverteilung, so ergibt sich folgendes Bild (Tabelle 3).

Die Hiufigkeit der bestimmten Phinotypen steht in recht guter Uberein-
stimmung mit der bekannten Normalverteilung. Daher lieen sich keine Schliisse
ziehen, welcher Typ weniger hdufig als der Erwartung entsprechend bestimmt
worden war. Auflerdem lief sich nicht die von anderen Autoren [23, 24] getroffene
Beobachtung einer iiberwiegenden Instabilitdt des Hp 2—1 bestétigen.

Die Bestimmung der Hp-Typen aus Blutspuren ergab folgende Resultate:

In der Starkegel-Elektrophorese konnte unabhingig vom Trigermaterial mit
dem diskontinuierlichen Puffersystem bis zu 2—3 Tagen eine sichere Typen-
diagnose erzielt werden, wobei die von Culliford beschriebene, nicht sehr befriedi-
gende Darstellung der Hp-Typen reproduzierbar war. Kleinste bestimmbare
Fleckengrofle auf Stoff: 0,5 ml Ausgangsvolumen, Blutschiippchen auf Glas:
0,1 ml Ausgangsvolumen. Letztere waren vereinzelt bis zu 14 Tagen bestimmbar.
Auf eine photographische Wiedergabe sdmtlicher Befunde der Starkegel-Elektro-
phorese wurde wegen zu starker Hamoglobinverschmierung der Pherogramme
verzichtet.

Die Tmmunoelektrophorese im Agargel lie bei maximal 8 bis 14 Tagen alten
Flecken von mindestens 0,5 ml Ausgangsvolumen auf Stoff und 0,05 ml auf Glas
noch eine sichere Diagnose zu. Die nach diesem Intervall auftretenden diagnosti-
schen Schwierigkeiten waren weniger auf Anderungen der elektrophoretischen
Beweglichkeit als vielmehr auf einen fortschreitenden Schwund der Précipitat-
linien zurickzufithren (Abb. 5).

Wesentlich bessere Ergebnisse erbrachte auch hier die PAA-Gel-Elektro-
phorese (Abb. 6). Blutschiippchen auf Glas ergaben bei einer Mindestfleckengréfle
von 0,001 ml Ausgangsvolumen bis zu 28 Tagen eine einwandfreie Typendiagnose.
Bei groBeren Spuren waren einige Haptoglobine noch bis zum 40. Tag erkennbar.
Flecken auf Stoff waren bis zu 16 Tagen und bis zu einer FleckengroBe von
0,05—0,1 ml Ausgangsvolumen exakt bestimmbar. Die Diagnostik noch kleinerer
Flecken war zwecklos, da das zunehmende Mifiverhaltnis zwischen erforderlicher
Losungsmittelmenge und BlutfleckengroBe zwangsldufigz zu immer grofieren,
auch im PAA-Gel nicht mehr darstellbaren Titerverlusten fithrte. Fleckenextrakte
wurden im PAA-Gel schneller aufgetrennt als Normalseren, stark hamolytische
Seren dagegen langsamer. Mit fortschreitendem Spurenalter nahm die sonst her-
vorragende Transparenz der Pherogramme ab. Lediglich bei den 1—1-Typen
war manchmal— dhnlich wie bei den stark himolysierten Bluten — die 1-—1-Bande
von der Hamoglobinschleppe iiberlagert oder von ihr nicht scharf getrennt. Die
Diagnose eines Hp 1—1 war in diesem Falle ,,per exclusionem® zu stellen. Die
Gefahr einer falsch positiven Diagnose ist gering, denn die Verwechslung mit einem
Methdmalbumin scheidet bei dieser Elektrophorese aus. Eine Verwechslung mit
einem proteolytisch verdnderten Hp-Typ 2—1 oder 2—2 ist ebenfalls aus-
zuschlieBen, da selbst die stérkste, bei dem verwendeten Untersuchungsgut jedoch
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Abb. 5. Darstellung der Hp-Typen an 8 Tage alten Blutspuren auf Stoff (4, C, E) und auf
Glas (@, J, L). Kontrollen wie bei Abb. 4

selten aufgetretene Transformation dieser Typen stets mehr als eine allenfalls
mit einem 1—1-Typ zu verwechselnde Bande im kathodennahen Drittel der Gel-
stule erkennen liel. Zum Ausschlufl einer fraglichen Ahaptoglobindmie schlieB3-
lich bietet sich eine Haptoglobin-Konzentrationsbestimmung, ein Ouchterlony-
Test oder die Immunoelektrophorese an.

Der Zusatz einer frischen Hamoglobinlésung zum Bluat verbesserte die Typi-
sierung wesentlich, sofern es sich um Flecken nichthamolytischen Blutes handelte.
Die Beobachtung Diirwalds [8], dafl ein nachk dem Awuflésen der Flecken nicht-
hémolysierter Blute frei werdendes Hamoglobin nicht oder jedenfalls in geringe-
rem Ausmal als in Hamolysebluten in der Lage ist, sich an Haptoglobine zu
binden, schien sich somit zu bestitigen. In diesem Zusammenhang ist es wichtig
zu betonen, daf die Blutspur moglichst bald nach der vollstindigen Elution zu
untersuchen ist.

Nach diesen Ergebnissen bedeutet die im Agargel sich abzeichnende und die
Diagnostik bereits beeintrachtigende Proteinschiddigung also keineswegs, daf eine
Typendifferenzierung vollig aufgehoben ist. Offenbar gilt fur die Hp-Typen in
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Abb. 6. Diskelektrophoretische Auftrennung der Hp-Typen an 2,5 Jahre gelagerten Alkohol-

bluten (4), an 14 Tage alten Blutspuren auf Stoff (B) und auf Glas (C) sowie an Kontroliseren

(D). In allen Féllen zweifelsfreie Hp-Typen-Klassifizierung bei hervorragender Geltransparenz.
aHp1—1;b6Hp2—1;cHp2—-2

gelagerten Blutproben und in Blutspuren sbnliches wie bei den mit Neurami-
nidase behandelten Haptoglobinen: die im Agargel erkennbare Transformation
der Hp-Muster hat auf den heterogenen Haptoglobinkomplex im PAA-Gel-Test
einen weitaus geringeren Einfluf}, jedenfalls 146t sie iiber einen wesentlich lingeren
Zeitraum noch eine sichere Typendifferenzierung zu. Man kann annehmen, daB
bei durchschnittlicher bakterieller Verunreinigung der Blutproben mit einer be-
friedigenden Hp-Diagnostik im PAA-Gel mindestens bis zu einer Lagerungszeit
von 2 Jahren zu rechnen ist. Die geschilderten Vorteile der PAA-Gel-Elektro-
phorese gegentiber den herkdmmlichen Verfahren bedeuten daher zweifellos eine
Bereicherung der Untersuchungsaussichten sowohl bei Blutgruppenvergleichs-
bestimmungen nach langen Zeitintervallen als auch in der Blutspurendiagnostik.
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