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Investigations o/Haptoglobin Typing Sensitivity by Comparison o/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. 95O/o of 436 blood samples stored up to 2 years permitted undis- 
putable tip 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. 

Zusammen/assung. Die bekannten Schwierigkeiten der sehr begrenzten Hp-Typen-Dia- 
gnostik an gealterten Blutproben und an Blutspuren in der St~rkegel-Elektrophorese boten 
Anla~, Agar- und PAA-Gel als weitere Tr~germedien auf ihre Empfindlichkeit und Brauchbar- 
keit vergleichend zu untersuchen. Verdiinnungsreihen mit Probandenseren haben eine auSer- 
ordentlich hohe, den anderen Verfahren iiberlegene Nachweisempfindlichkeit der Hp-Typen 
in der PAA-Gel-Elektrophorese ergeben. Experimentelle Proteinsch~digungen mit verschiede- 
hen Proteasen, vor allem mit ~euraminidase, fiihrten zu einer Xnderung der e]ektrophoreti- 
schen Beweglichkeit der Proteine, die sich diagnostisch besonders ungiinstig in der Agargel- 
Elektrophorese, kaum aber in den Pherogrammen der St~rke- oder PAA-Gel-Elektrophorese 
auswirkten. Von 436 bis zu 2 Jahren bei Zimmertemperatur gelagerten Bluten war ferner in 
95°/o der F~lle der Hp-Typ in der PAA-Gel-Elektrophorege noch sicher bestimmbar. Im Agar- 
gel lag die Nachweisgrenze etwa bei 1 Jahr Lagerungs~e~t, im St/~rkegel traten bereits nach 
wenigen Monaten diagnostische Schwierigkeiten auf. B1Dtspuren liel]en sich im PAA-Gel ein- 
wandfrei his zu 4 Wochen, im Agargel noch nach maximal 8--14 Tagen und im St/i, rkegel 
hSchstens 2--3 Tage differenzieren. Auch bier zeigte alas PAA-Gel, bezogen auf die Blutspuren- 
menge, bei weitem die hSchste Empfindlichkeit und das grSl~te AuflSsungsvermSgen. 

Key words: Haptoglobintypen, in Blutspuren - -  Polyacrylamidgel-Elektrophorese - -  
H~ptoglobindifferenzierung in gealterten Blutproben. 

Die spurenkundlichen Nachweismethoden scheitern zum Tell an der unterschiedlichen 
geringen Stabilit~it einzelner Blutmerkmale (Fy, Gc, Pt), zum Tell auch am Nachweisprinzip, 
das h/~ufig eine ~Vfodifizierung der urspr~nglich fiir Untersuchungen am Frischblut vor- 
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gesehenen Origina]me~hoden verlangt. Dies gilt besonders fiir den Hp-Typen-Nachweis in der 
St~rkegel-Elektrophorese an Blutspuren, Leichenbluten und an gealterten, mehr oder weniger 
stark hEmolysierten ~',luten. Zur t~berwindung der diagnostischen Schwierigkeiten sind zahl- 
reiche Vorschl/~ge unterbreite~ worden, die yon Absorptionsversuchen h~molytischer Blute 
[15, 41], verschiedenen Modifikationen zur AuflSsung, Einengung und Verimpfung yon Trok- 
kenblutspuren [8, 10, 11, 16, 33, 42] his zur Verwendung diskontinuierlicher Puffersysteme 
reichen [5, 6, 33]. 

Diese Verfahrens~nderungen haben zwar einige Verbesserungen erbracht, die Ergebnisse 
waren aber vor allem an Vollblutsp~ren wegen der stSrenden Hi~moglobinverschmierung der 
Pherogramme unbefriedigend, hinsichtlich der Zeitsparme der Nachweisb~rkeit der Hapto- 
globintypen auch sehr uaterschiedlich. Dies gilt ebenso f~r die Hp-Bestimmung im Leichen- 
blur [15, 33, 40, 41]. Letzten Endes scheiterte das Nachweisprinzip an den fiir diese Frage- 
stel]ung unzureichenden Tr~germedien; denn eine Schlierenbildung blieb stets unvermeidlich. 

Bessere Ergebnisse an Blutspuren lieferte dagegen der immunoelektrophoretische Hapto- 
globintypennachweis im Agarge], der die Sti~rkegelmethoden sowohl durch h6here Empfind- 
lichkeit als auch dur~h die li~ngere Nachweisbarkeit der Hp-Typen fibertreffen soll [2, 3, 6, 43]. 

Neuerdings hat  sich die Haptoglobin typenbes t immung im Polyacrylamid-  
(PAA)-Gel, das den bisher bekannten Tr/~germedien in seinen physikalisch- 
chemischen Eigenschaf ten/ iber legen ist, hervorragend bewghrt ,  zumal bei s tark 
h£moly~ischen Bluten (Hilgermann [20], dor t  auch ausffihrliche Liberaturfiber- 
sicht). Versuche, die PAA-Gel-Elektrophorese auch der Hp-Diagnost ik  in Blut- 
spuren nutzbar  zu machen, dri~ngten sich daher geradezu auf;  sie sind - -  jedoch 
ohne systematische Prfifung - -  beschrieben worden [12--14, 26]. I n  der vorliegen- 
den Arbeit  sol]en ~mnmehr die drei genannten Verfahren der Elektrophorese in 
St/irke-, Agar- und  PAA-Gel hinsichtlich ihrer Empfindlichkeit  und der zeithchen 
Grenze des Hp-Typen-Nachweises  an Blutspuren und gealterten Bluten ver- 
gleichend gegenfibergestellt werden. 

l~Iaterial und 1)Iethoden 

I. Stgirkegel-Elektrophorese 

Die Seren wurden in der horizontalen Sti~rkegel-Elektrophorese (hydrolysierte St~rke der 
Connaught Laboratories, Toronto, Canada) in einer Trennkammer (Biotest) bei einer Strom- 
st/~rke yon 0,1 mA je Milliliter St/~rkegel nach der Prokopschen Faustrege] aufgetrennt. Zur 
besseren Abgrenzung des freien Hi~mogtobins gegeniiber dem Hb-Hp-Komplex und zur Er- 
zielung besserer Trennergebnisse wurden der yon LaurelI [25] angegebene Phosphatpuffer 
(pit 7,0) und ein diskontinuierliches Tris-Citronens~ure-Puffer-System (pH 8,5) nach Poulik 
[32] verwendet. Laufzeit: 2,5 Std, F~rbung: fibliche Benzidintechnik. 

I I .  A gargel- Immunoelektrophorese 

Immunoelektrophorese im Agurgel (Difco-Agar Noble) unter Verwendung des Barbitab 
Calcium-Lactat-Puffers nach Hirschfeld [21, 22] entsprechend einer friiher mitgeteilten Modi- 
fikation [18] der yon Baitsch u. Mitarb. [1] angegebenen Variante der immunoelektrophoreti- 
schen lV[ikromethode ~uf 115 × 300 mm messenden Spiegelglasplatten. Feldst~rke: 8 Volt/cm, 
Luufzeit: 2,5 Std, Antiserum: monospezifisches Anti-Hp-Serum vom K~ninchen, das zur 
M~rkierung eines Bezugsbogens mit einem Anti-a2-M~kroglobulinserum vom K~ninchen im 
Verh~ltnis 2:1 gemis(tht werden kann [3]. FSxbung: Azoe~rmin. 

111. Diskontinuierliche PAA-Gel-Elelctrophorese 

Diskelektrophorese in Anlehnung an das yon Davis [7] uud Ornstein [31] entwickelte Ver- 
f~hren in 14 cm langen und 0,5 cm breiten Gels~ulen mit einem Tris-Glycine-lPuffer-System 
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(pI-I 8,5). Trennzeit bei einem st~bilisierten Stromdurchgung yon 3 mA je l~Shrchen etw~ 
4,5 Std bei Blutfleckenex~r~kten und 5,5 bis 6 Std bei h~molytischen Bluten. Die Benzidin- 
f~rbung mul~te, soweit es sich um Spurenm~terial hundelte, gegeniiber den Serumproben ver- 
1/i, ngert werden. Einzelheiten zur ~ethodik sind einer friiheren Mi~teilung [20] zu entnehmen. 

IV.  Versuchsans~itze 
1. Nativseren 

a) Je 5 frische Seren der drei Hp-Typen wurden stufenweise mi$ destilliertem Wasser ver- 
clfinnt, jede Verdiinnungsstufe wurde vor der Elektrophorese im Verh~ltnis 5:1 und 10:1 mit 
einer H~moglobinstammlSsung versetzt. 

b) ~n ein~r wei~eren Verdiinnungsreihe mit einer 0,04°/oigen NHa-LSsung bis 1 : 16 wurde 
dieses zur bd~chleunigten Blu~spurenextraktion vorgesehene ,,LSsungsmit~el" ~3~ ~uf seine 
elektvopho~e~ische Unbedenklichkeit gepriift. 

c) Frischen Serumproben der 3 Hp-Typen wurde ein gereinig~es, aus Vibrio cholerae her- 
gestelltes Neuraminidase-Pr~p~r~t (Behring-Werke) zugesetzt, und zw~r zu ieweils 0,1 ml 
Serum 0,01, 0,05 und 0,1 ml Neur~minidase. Inkub~tionszeit: 24 S~d bei 37°C. Aul~erdem 
wurde erprob~, wie welt verschiedene, auch zelleigene Proteasen der Blutzellen zu Ver~nde- 
rungen der I-Ip-Muster fiih~en. Zu diesem Zwecke wurden Serumproben nait abgestuften Mengen 
frisch zubereiteter Leukocyten- und Thrombocy~en-Suspensionen sowie krist~l|iner Bakterien- 
protease und kristallinen Trypsins (Novo-Industrie) versetzt und vor der Elektrophorese 
zwischen 45 n~in und 4 Std bei 37°C inkubier~ (vgL ~uch 2a). 

2. HSmolytische Blute 
a) Je Hp-Typ wurden 2 frische Vollblutproben dutch mehrf~ches Tieffrieren h~molysiert, 

anschliel~end bei 37°C inkubiert und sodann ~ach eider Inkub~tionszeit yon 4 und 24 Std 
untersuch~. 

b) 113 bei Zimmertemper~tur 19 ~ona~e ~ufbew~hrte Alkoholblutproben wurden un- 
verdiinn~ sowie in einer Verdfinnung 2 : 3 und 1 : 5 elektrophoretisch ~ufgetrennt. 

c) 200 weitere bei Zimmertemper~tur gelagerte Alkoholblutproben wurden nach einer 
Liegezei~ ~on 26 his 28 Mon~ten elektrophoretisch aufgetrennt. Verimpfung der Proben wie 
unter b) angegeben. Von diesen 200 Blutproben wurden 10 his 12 Monate sparer, also n~ch 
einer Gesan~tliegezeit yon 36 his 38 ~onaten, 110 hinsichtlich der Typenverteilung unaus- 
gew~hl~e Blute erneut un~ersucht. 

d) 123 Blute aus V~tersch~tsgutachten mit bek~nnten Hp-Typen, denen der Serum- 
bestandteil wei~gehend entzogen worden w~r, wurden zwischen 7 und 11 Monaten bei Zimmer- 
temperatur aufbew~hrt und die z~hflfissigen Blu~kuchen jeweils nach einer Verdiinnung 1:5 
elektrophoretisch ~ufge~rennt. 

3. Blutspuren 
8 frische Voll- und Citr~tblutproben je Hp-Typ wurden in ~engen yon 0,1 his 0,001 ml 

auf Gl~s und Halbleinen aufgetropft. Aufbew~hrung bei Zimn~ertemper~tur, t~gliche Elution 
der Blutflecken und -schfippchen in 0,04°/oiger NH~-LSsung mi~ der 4--Sfachen Menge des 
Ausg~ngsvolumens. Elektrophore~ische Auftrennung des Elu~tes sp~testens n~ch 2stiindiger 
Elution mi~ und ohne Zusatz einer frischen Hb-St~mmlSsung. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die Unte rsuchungen  haben  die eigenen Erwar tungen  u n 4  die Ergebnisse 
~ndere~ Autoren  jedenf~lls ffi~ den Bereich der St~rke- und  Agurgel-Elektro- 
phorese im grol~en und  ganzcn best~tigt.  T~belle 1 gibt einen ~berb l i ck  fiber die 
Titerendstu]en de~ Hp-Typen ,  die noch einwandfrei  e rkennbar  w ~ e n .  Es handel t  
sich n u t  u m  Durchschni%swe~te, d~ bekannt l ich  die Hp-Spiegel bei den einzelnen 
Typen  quan t i t a t i v  schwanken kSnnen  und  die H~moglobinbindungskapaz i t~ t  
der einzelnen Seren n icht  bes t immt  worden ist. 
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T~belle 1. Verteilung der durchschnitt~ich nachweisbaren Titerotu/en der Hp-Typen in der Agar., 
Stdir]ce- und PAA-Gel-Ele/strophorese 

Hp-Typ Agar-Immuno- Stgrkegel- PAA-Gel- 
Elektrophorese Elektrophorese Elekt.~'ophorese 

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 einzur~umen, dal~ die Proteinf~rbung der immunologischen Methode 
nicht ohnc weiteres mit der Empfindlichkeit einer Peroxidasereaktion der hgmo- 
globinbindenden Proteinfraktionen bei der St~rke- und PAA-Gel-Elektrophorese 
vergleichbar ist. Aus optischen Griinden wurden die TiLer der Immunoelektro- 
phoresc dennoch in die Tabelle aufgenommen. I~Iervorzuheben ist abet die auSer- 
ordentliche Empfindlichkeit der PAA- gegeniiber der St~rkegel-Elektrophorese, 
ein Befund, der jene geradezu fiir den spurenkundlichen ~XTachweis pr~destiniert. 
Dec Zusatz einer a:mmoniakalischen LOsung zu den Seren stSrte bei keiner der 
Methoden. 

Im Gegensatz zu den Gc-Globulinen, die dutch den Einflu$ bakterieller und 
aus desintegrierten Blutzellen freigesetzter Proteasen aul~erordentlich rasch und 
tiefgreifend transfo:smierbar sind [17, 19, 27--30], haben sich die Haptoglobine 
als relativ stabil erwiesen. 

Die experimentel.le Sch~digung der Haptoglobine war so ,unterschwellig", daI~ 
sie n u t  im Reaktionsbild der Immunoelektrophorese diagnostizierbar war. WiSh- 
rend die Bakterienprotease ohne Einflu$ blieb, die Trypsinbehandlung eine Ver- 
li~ngerung und anodische Ausziehung der PrgcipitatbSgen bewirkte, zeigte sich 
unter dem EinfiuB zelleigener Fermente eine bcginnende Transformierung im 
Sinne einer Verkfirzung und Verschiebung der Pr~cipitatlinien zur Kathode hin 
(Abb. 1, vgl. such Abb. 3). 

Gegeniiber der Neuraminidase (Receptor Destroying Enzyme) waren die Hapto- 
globine wie alle Glykoproteine, die Sialin- bzw. ~q-Acetyl-~euraminsi~ure besitzen 
[35], aul~erordentlich empfindlich. Alle 3 Hp-Typen zeigten erwartungsgemi~$ in 
der Immunoelektrophorese infolge enzymatischer Abspaltung der an die fi-Poly- 
peptidkette des Haiptoglobins fixierten ~Tenramins~ure [38] eine ganz erhebliche, 
offenbar dosisabh~ngige verringertc Wanderungsgcschwindigkeit (Abb. 2). Die 
Lage der I-tp-Linien zueinander blieb offenbar konstant. Hier lgl~t sich ~lso eben- 
falls ein schncllwandernder, ein langsamwandernder und ein intermedi/~rer Typ 
unterscheiden. Die elektrophoretisch darstellbare Typenvarianz der Haptoglobine 
beruht somit auf U~terschieden in der Primgrstruktur der Polypeptidketten und 
nicht, wie frfiher vermutet  wurde, auf einem unterschiediichen Kohlenhydrat- und 
Nenramins~uregehalt [9, 37]. Eine eindeutige Diagnose an einem derart vergnder- 
ten Blu~ ist jedoch such dann nicht mSglich, wenn man ein polyvalentes Anti- 
serum oder ein Antiserum, das ein Anti-~2-Makroglobulin als Bezugsbogen ent- 
h~lt, verwendet. Hervorzuheben und als Beweis ffir die Wirksamkeit der Neur- 
aminidase anzusehen ist die ebenfalls herabgesetzte Laufgeschwindigkeit~ des 
~-Glykoproteins (Abb. 2). Auch in der St/~rke- und PAA-Gel-Elektrophorese er- 
kennt man eine Verringerung der elektrophoretischen Beweglichkcit tier Hapto- 
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Abb. 1. Immunoelektrophoretischer Vergleich der ProteinschKdigung durch zelleigene 
Proteasen. VollstKndige Transformation der 3 Typen Gc 1--i  (A), Gc 2--1 (C) und Gc 2--2 
(E) in ein sich abspaltendes a~-Globulin (Pfeil). Kontrollseren bei B , / )  und F. Anti-Gc-Serum 
yore Pferd. Bei den ttaptoglobintypen 1--1 (G), 2--1 (J) und 2--2 (L) Verkiirzung und Ver- 
schiebung der BSgen kathodenw~rts. Referenzseren bei H, K und M. Monospezifisches Anti- 
Hp-Serum yore Kaninchen (Blutspendedienst des Roten Kreuzes, Amsterdum). Azocarmin- 

fi~rbung 

globine, deren urspriingliche tteterogeniti~t aber im Falle der I-Ip-Typen 2 - - 2  und 
2 - -1  erhalten und allenfalls unter  geringer Abschwi~chung einiger ka thodennahe  
gelegener Komponen ten  stets diagnostizierbar bleibt (Abb. 3). 

Die Gc-Globuline, die in h~imolytischem Blur und in Blutspuren friihzeitiger Proteolyse- 
defekten ausgesetzt sind als die tIaptoglobine, enthalten keine 51euraminidase. Sie lassen 
daher nach Inkubation mit verschiedenen Neuraminidasekonzentrationen keine Alteration 
der elektrophoretischen Wanderungsgeschwindigkeit erkennen [4, 19, 36]. 

Die hiimolysierten frischen Blutproben zeigten nach mehrstiindiger Inkuba t ion  
bei 37°C in allen 3 Elektrophoresen ghnlich geringe Ver~nderungen der t Iap to-  
globinmuster wie nach Einwirkung der Leukocytenproteasen,  w~hrend wiederum 
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Abb. 2. Deutlich herabgesetzte Wanderungsgeschwindigkeit der Hap~oglobine 1--1 (A und 
G, Pfeil), 2--1 (C) und 2~2 (E) sowie des a~-Glykoproteins (G, Doppelpfeil) naeh Einwirkung 
der Neuraminidase. Kontrolten bei B, D, F u n d  H. Monospezifisehes An~i-Itp-Serum und 

Anti-Human-Serum vom Pferd (Behring-Werke) 
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dusebehandeltem Blur (B) und ~n Kontrollseren (C). Geringe Abschw~chung der k~thoden- 
n~hen B~nden n~ch Neuraminidase-Einwirkung (B). a Hp 1 1; b Hp 2 1; c Hp 2 2. 
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Abb. ~. Lagever~nderungen und Abschw~chung der Hp-B6gen bei 19 Monate (A, C, E) und 
bei 2,5 Jahre (G, J, L) bei Zimmertemperatur gelagerten Blutproben. Hp 1--1-Kontrollen 

bei B und H, 2--1 bei D und K, 2--2 bei Fund M 

bei der gruppenspezifischen Komponente bereits nach 4sti~ndiger Inkubat ion 
eine fermentativ induzierte Transformation in ein al-Globulin erkennbar war (vgl. 
Abb. 1). 

Noch deut]ieher wird die weitaus grSl~ere Stabilit/it der ttaptoglobine, die u. a. 
mSglicherweise auf deren Inhibi~or-Kapazitat  gegeniiber Kathepsin B-Aktivi~aten 
zurfickzufiihren ist [39], bei den Proteinmustern liinger gelagerter Blutproben. Bei 
rund 1 Jahr  alten hamolytis~hen Alkoholblutproben sah man im Agargel noeh 
brauchbare Ergebnisse, wenngleich sehon erste Ver/~nderungen im Sinne einer 
Abflachung und herabgesetzter Mobilit~t der t tp-Linien erkennbar waren. Die 
St~rkegel-Elektrophorese hat  hier und bei allen weiteren Versuchen aus den be- 
kannten Griinden v6llig vers~g~. Bei 19 Monate alten Bluten traten im Agargel 
deutliche Proteindefekte auf. Wi~hrend der Typ 1--1 sich noch nahezu unver- 
~ndert verifizieren liel~, imponierte der Typ 2--1 wie ein Hp 2--2,  und der Typ 
2- -2  war nicht mehr ablesbar. Ein 2 ½ Juhre altes Alkoholblut zeigte noch sti~rkere 
Ver~tnderungen der elektrophoretischen Beweglichkei~ der Pr'~cipi~ate (Abb. 4). 
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In  der PAA-Gel-.Elektrophorese liegen sich hingegen ganz erstaunliche Ergeb- 
nisse erzielen, die in. Tabelle 2 wiedergegeben sind (vgl. auch Abb. 6). Von 113 die- 
set 1.9 Monate gelager~en Blute waren 107 (95%) noeh bestimmbar, bei 200 etwa 
26 bis 28 Monate gelagerten Bluten konnte 189mal (95%) der Hp-Typ bestimmt 
werden. In der Naehuntersuehung yon 110 unausgew/ihiten dieser 200 Alkohol- 
blute mit nunmehr bekannten Hp-Typen etwa 1 Jahr  sp£ter, naeh einer Gesamt- 
lagerungszeit yon 36 bis 38 Monaten also, waren dagegen nut noch 53 Typen 
- -  das sind weniger als 50% - -  naehweisbar. 5 oder 33% dieser 53 Blute entfielen 
auf den Typ 1--1 (start 15 Blute dieses Typs 1 Jahr friiher), 24 Blute oder 52% 
auf Hp 2--1 (46) und 24 Blute oder 490/0 auf t ip  2--2 (49). Sehlieglich konnten 
an 123 bis zu 11 Monate gelagerten Blutkuehen aus Paternit/itsgutaehten mit 
bekannten Hp-Typen 118 Blute (96~/o) einwandfrei zugeordnet werden. Nieh.t 

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

Hp-Typ n % Untersuchungsma~erial 

1--1 13 11,5 
2--1 60 53,1 
2~2 34 30,1 
Unbestimmbar 
oder fraglich 6 5.3 

Summe 113 100,0 

Alkoholblutproben 
nach 19 Mon~ten Lagerung 
bei Zimmertemperatur 

1--1 31 15,5 
2--1 77 38,5 
2--2 81 40,5 
Unbestimmb~r 
oder fr~glich 11 5,5 

Summe 200 100,0 

Alkoholblutproben 
nach 26--28 Monaten Lagerung 
bei Zimmertemper~tur 

1--1 25 20,3 
2--1 55 44,7 
2 ~  38 30,9 
Unbesti~nmbar 
oder fraglich 5 4,1 

Summe 123 100,0 

Blutproben bus V~terschgftsgutachten 
nach 7--11 Mon~ten Lugerung 
bei Zimmertempemtur 

T~belle 3. Prozentuale Verteilung der nachweisbaren Hp-Typen, bezogen au] die Gesamtzahl 
der untersuchten Blute 

Hp-Typ n % 

1--1 69 15,82 
2--1 192 44,04 
2--2 153 35,09 
Unbestimrnb~r 22 5,05 

Summe 436 100,00 
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mehr ablesbar oder fraglich waren 4mal der Typ 2--2 und lmal der Typ 2--1. 
In diesen F/~llen lieB sich jedoeh nieht genau abgrenzen, ob die Defekttypen aus- 
sehlieBlich auf Denaturierungseffekte oder auf den £u[~erst geringen Serumgehalt 
der Blutkuehen zuriiekzuffihren waren. 

Fagt  man die Zahl aller untersuehten Blute ohne giicksieht anf die Lagerungs- 
zeit in einer weiteren Tabelle zusammen and setzt sie in Beziehung zur deutsehen 
Normalverteilung, so ergibt sieh folgendes Bild (Tabelle 3). 

Die I-I~ufigkeit der bestimmten Ph/~notypen steht in recht guter 1)berein- 
stimmung mit der bekannten Normalverteilung. Daher liegen sieh keine Schlfisse 
ziehen, weleher Typ weniger haufig als der Erwartung entspreehend bestimmt 
worden war. Augerdem lieg sieh nieht die yon anderen Autoren [23, 24] getroffene 
Beobaehtung einer iiberwiegenden Instabilitat des Hp 2--1 best£tigen. 

Die Bestimmung der Hp-Typen aus Blutspuren ergab folgende Resultate: 
In der Stgrkegel-Elektrophorese konnte nnabhgngig yore Tr~tgermaterial mit 

dem diskontinuierliehen Puffersystem his zu 2--3 Tagen eine sichere Typen- 
diagnose erzielt werden, wobei die yon Culliford beschriebene, nieht sehr befriedi- 
gende Darstellung der Hp-Typen reproduzierbar war. Kleinste bestimmbare 
Fleekengr6ge auf Stoff: 0,5 ml Ausgangsvolumen, Blutschiippehen auf Glas: 
0,1 ml Ausgangsvolumen. Letztere waren vereinzelt bis zu 14 Tagen bestimmbar. 
Auf eine photographische Wiedergabe s/~mtlicher Befunde der St~rkegel-Elektro- 
phorese wurde wegen zu starker Hamoglobinversehmierung der Pherogramme 
verzichtet. 

Die Immunoelektrophorese im Agargel lieg bei maximal 8 bis 14 Tagen alten 
Flecken von mindestens 0,5 ml Ausgangsvolumen auf Stoff und 0,05 ml auf Glas 
noeh eine siehere Diagnose zu. Die naeh diesem Intervall anftretenden diagnosti- 
schen Sehwierigkeiten waren weniger auf 32nderungen der elektrophoretisehen 
Bewegliehkeit als vielmehr auf einen fortschreitenden Sehwund der Prgcipitat- 
linien znriickzufiihren (Abb. 5). 

Wesentlieh bessere Ergebnisse erbraehte aueh bier die PAA-Gel-Elektro- 
phorese (Abb. 6). Blutschiippehen auf Glas ergaben bei einer Mindestfleckengr6Be 
yon 0,001 ml Ausgangsvolumen bis zu 28 Tagen eine einwandfreie Typendiagnose. 
Bei gr6geren Spuren waren einige Itaptoglobine noeh his zum 40. Tag erkennbar. 
Flecken auf Stoff waren bis zu 16 Tagen and bis zu einer Fleckengr6ge yon 
0,05--0,1 ml Ausgangsvolumen exakt bestimmbar. Die Diagnostik noeh kleinerer 
Fleeken war zweeklos, da das zunehmend.e MiBverh£ltnis zwisehen erforderlicher 
L6sungsmittelmenge und Blutfleekengr6Be zwangsl/~ufig zu immer gr6geren, 
aueh im PAA-Gel nieht mehr darstellbaren Titerverlnsten fiihrte. Fleekenextrakte 
wurden im PAA-Gel schneller aufgetrennt als Normalseren, stark h/~molytisehe 
Seren dagegen langsamer. Mit fortschreitendem Spurenalter nahm die sonst her- 
vorragende Transparenz der Pherogramme ab. Lediglich bei den 1--1-Typen 
war manchmal - -  ahnlieh wie bei den stark hgmolysierten Bluten - -  die 1--1-Bande 
yon der Hfimoglobinschleppe iiberlagert oder yon ihr nicht seharf getrennt. Die 
Diagnose eines t ip  1--1 war in diesem Falle ,,per exelusionem" zu stellen. Die 
Gefahr einer fMseh positiven Diagnose ist gering, denn die Verwechslung mit einem 
Meth/imalbumin seheidet bei dieser Elektrophorese aus. Eine Verweehslung mit 
einem proteolytiseh ver~tnderten t Ip-Typ 2 ~1  oder 2--2 ist ebenfalls aus- 
znsehliegen, da selbst die st~rkste, bei dem verwendeten Untersuchungsgut jedoeh 
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Abb. 5. Darstellung der I-Ip-Typen an 8 Tage altea Blutspuren auf Stoff (A, C, E) und auf 
Glas (G, J, L). Kontrollen wie bei Abb. 4, 

selten aufgetretene Transformation dieser Typen stets mehr als eine allenfalls 
mit  einem 1--1-Typ zu verweehselnde Bande im kathodennahen Drittel der Gel- 
s~ule erkennen liel~. Zum Ausschlul~ einer fraglichen Ahaptoglobin~mie schlieB- 
lioh bietet sich eine I-I~ptoglobin-Konzentrationsbestimmung, ein Ouchterlony- 
Test oder die Immunoelektrophorese an. 

Der Zusatz einer frisehen H~moglobinl6sung zum Eluat verbesserte die Typi- 
sierung wesentlieh, sofern es sieh um Flecken niohth~moly~isehen Blutes handelte. 
Die Beob~chtung Dfrwalds [8], dab ein nach dem Aufl6sen der Flecken nicht- 
h~molysierter Blute frei werdendes I-I~moglobin nicht odor jedenfalls in geringe- 
rein Ausmal~ als in I-I~molysebluten in der Gage ist, sich an Haptoglobine zu 
binden, sehien sioh somit zu best~tigen. In  diesem Zusammenhang ist es wiohtig 
zu betonen, d~B die Blutspur m6gliohst bald nach der vollst~ndigen Elution zu 
untersuchen ist. 

Nach diesen Ergebnissen bedeutet die im Agargel sich abzeiehnende mud die 
Diagnostik bereits beeintr~eh~igende Pro~einsch~digung also keineswegs, dab eine 
Typendifferenzierun~; v611ig aufgehoben ist. Offenbar gilt ffir die I tp-Typen in 
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Abb. 6. Diskelektrophoretische Auftrennung der Hp-Typen an 2,5 J~hre gelagerten Alkohol- 
bluten (A), un 14 T~ge Mten Blutspuren auf Stoff (B) und ~uf Gl~s (C) sowie an Kontrollseren 
(D). In Mlen Fgllen zweifelsfreie Hp-Typen-Kl~ssifizierung bei hervorr~gender Geltransp~renz. 

a Hp 1--1 ; b Hp 2--1 ; c Hp 2--2 

gelagerten Blutproben und in Blutspuren /~hnhches wie bei den mit Neurami- 
nidase behandelten Haptoglobinen: die im Agargel erkennbare Transformation 
der tip-Muster hat auf den heterogenen Haptoglobinkomplex im PAA-Gel-Test 
einen weitaus geringeren EinfluB, jedenfMls l~Bt sie fiber einen wesentlich l~ngeren 
Zeitraum noch eine sichere Typendifferenzierung zu. Man kann annehmen, dab 
bei durehschnit~licher bakterieller Verunreinigung der Blutproben mit einer be- 
friedigenden Hp-Diagnostik im PAA-Ge] mindestens bis zu einer Lagerungszeit 
von 2 Jahren zu rechnen ist. Die geschilderten Vorteile der PAA-Gel-Elektro- 
phorese gegenfiber den herk6mmlichen Verfahren bedeuten daher zweffellos eine 
Bereicherung der Untersuchungsaussichten sowohl bei Blutgruppenvergleichs- 
bestimmungen naeh langen Zeitintervallen als auch in der Blutspurendiagnostik. 
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