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An Improved Method for the Detection of 

Haptoglobin Types from Blood Stains 

S~mary: This paper describes a simple technique for the elimination of excess 
hemoglobin from blood stain extracts by means of P-cellulose column chromato- 
graphy, which is applicable to the haptoglobin typing from blood stains. 

Zus~enfassung: Es wird ein einfaches Verfahren zur Entfernung des ~berschHs- 
sigen Blutfarbstoffs aus Blutspurenextrakten mittels P-Cellulose-S~ulenchromato- 
graphie beschrieben, dessen Anwendung fHr die spurenkundliche Haptoglobintypen- 
bestimmung geeignet ist. 

Key words: Spurenuntersuchung, Haptoglobintypenbestimmung - Haptoglebintypen- 
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Der Gerichtsmediziner ko~t ziemlich h~ufig in die Lage, Haptoglobintypen am 

getrockneten Blur oder am Blutfleck festzustellen. Zur Zeit sind zwar zahl- 

reiche spurenkundliche Nachweisverfahren der Haptoglobintypen unterbreitet, 

aber die nachteilige Auswirkung der Hgmolyse fHhrt zur Verschmierung der Lauf- 

strecke, die oft die Haptoglobindifferenzierung erschwert, zumal zwischen dem 

Hp-Typ 2--1 und dem Hp-Typ 2--2. Neuerdings hat sich die vertikale Polyacrylamid- 

gelelektrophorese (Diskelektrophorese) fur die Haptoglobintypendarstellung mit 

ihrer hohen Empfindlichkeit und ihrem gro~en AuflSsungsvermSgen als nHtzlich 

erwiesen (I, 2). In der vorliegenden Arbeit haben wir versucht, den ~berschUs- 

sigen Blutfarbstoff mit Hilfe einer einfachen lonenaustauschchromatographie 

unter Verwendung yon P-Cellulose zu entfernen; dadurch haben wir eine einwand- 

freie diskelektrophoretische Haptoglobintypenbestimmung aus Blutspuren erzielen 

kSnnen. 

METHODiK 

Je 5 Vollblutproben der 3 Haptoglobintypen wurden in Mengen von 0.1-O.05 ml 
auf Filterpapier aufgetropt. Dann wurden diese Blutspuren je ! Tag, I Woche und 
I Monat bei Zimmertemperatur aufbewahrt, 
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Abb. I. P-Cellulose-S~ulenchromatographie zur Entfernung des Blutfarbstoffs aus 
dem Extrakt einer Blutspur. Sfiule: 5x20 mm; Fraktionsvolumen: 0.5 ml. Relativer 
Proteingehalt (-o---o-): l/5xExtinktion bei 280 nm; relativer Hgmoglobingehalt 
(-o---o-): 1/20xExtinktion bei 410 nm 
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Abb. 2. Diskelektophoretische Darstellung der drei Haptoglobintypen an Kontroll- 
seren (A), unbehandelten Extrakten von! Woche alten Blutspuren (B) und den- 
selben Extrakten nach Entfernung des H~moglobins (C) 
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Zur Entfernung des Blutfarbstoffs aus Blutspuren hat sich folgende Technik 
bew~hrt: Das h~molytische Blut wird mit ],0 ml 0.01M Natriumphosphatpuffer 
(pH 6.0) extrahiert, wobei der pH-Wert des Extraktes 6,5--6.6 betr~gt, Nach 
Zentrifugation hei 3,000 rpm for IO min wird das Blutextrakt (ca. O~7 ml) auf 
eine kleine S~ule (5x20 mm) von P-Cellulose (Pharmacia, Uppsala , Sweden) 
aufgetragen, die vorher mit 0.01M Natriumphosphatpuffer (pH 6~6) gquilibriert 
ist. Die Elution des Extraktes erfolgt mit dem gleichen Puffer, das Eluat wird 
in Fraktionen von 0.5 ml aufgefangen. Unter diesen Bedingungen kann man das 
H~moglobin an die Cellulose adsorbieren (Abb. I). Das gebundene H~moglobin 
igBt sich erst mit 0.2 M NaCI im gleichen Puffer vonder Cellulose absondern, 

Zur Elektrophorese wurde etwa O.I ml vom entfgrbten Eluat (Fraktionen 4-6), 
welches den H~moglobin-Haptoglobin-Komplex enthalten soll, ohne Zugabe einer 
frischen H~moglobinlSsung verwendet. Wir fShrten die vertikale Diskelektropho- 
rese hauptsgchlich naeh der Methode von CLARKE (3) durch mit einer Modifika- 
tion, die Konzentration des Acrylamid-Monomers auf 6.5 % zu stellen. FHr die 
Herstellung der Gelsgulen wurden GlasrShrchen von 5x80 mm verwendet. Die elek- 
trophoretische Auftrennung erfolgte in einem KOhlschrank bei konstantem Strom 
von 2 mA je RShrchen fHr 2 Std. Nach der Elektrophorese wurden die Gelsgulen 
mit Benzidin und Hydrogenperoxid gefgrbt, 

ERGEBNISSE 

Unser neues Verfahren hat im wesentlichen befriedigende Ergebnisse erbracht, 

wie in Abb. 2 zu sehen ist, Bei unvorbehandelten Blutspurenextrakten waren die 

Haptoglobinbanden wegen der stSrenden H~lmoglobinverschmierung der Pherogramme 

schwer zu identifizieren. Durch den hier angegebenen H~moglobineliminationsver- 

such haben wir diese diagnostischen Schwierigkeiten Hberwinden kSnnen, was uns 

in allen Fgllen eine einwandfreie Haptoglobintypisierung aus noch 1Monat alten 

Blutspuren erlaubt: hat. Unsere Methode kann somit fur den forensischen Hapto- 

globinnachweis in Blutspuren empfohlen werden, insbesondere wenn es. sich um 

eine genHgende Blutmenge (mindestens etwa 0.05 ml) handelt. 
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