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Histoeleetrophoresis for Typifying Enzyme Systems from Human Body Tissue 

Summary. This paper reports on the representation of enzyme polymorphism 
using native tissue sections (skeletal musculature and testicle). The sections 
are laid on cellulose acetate film, cut into platelets, and embedded in the 
starch gel while still frozen. 

Five of the six isoenzyme systems studied can be regularly typified. 

Key words: Histoelectrophoresis, tissue isoenzymes: EsD, GLO,  DIA,  PGM, 
GPT,  and P G P -  Identification, tissue isoenzymes - Tissue isoenzymes 

Zusammenfassung. Es wird fiber die Darstellung von Enzympolymorphismen 
aus der Dimension nativer Gewebeschnitte berichtet. Dazu wurden die 
Schnitte auf Celluloseacetatfolie ausgebreitet, als Plfittchen zurechtgeschnit- 
ten und noch im gefrosteten Zustand in das Stfirkegel eingesetzt. 

Von 6 untersuchten Isoenzymsystemen konnten 5 regelm~iBig typisiert 
werden. 

Sehlfisselwiirter: Histoelektrophorese, Gewebeisoenzyme: EsD, GLO,  DIA,  
PGM, GPT und PGP - Identifikation, G e w e b e i s o e n z y m e -  Gewebeiso- 
enzyme 

fiber Einsatzm6glichkeiten der Histoelektrophorese zur Kl~irung bestimmter 
pathobiochemischer und gerichtsmedizinischer Problemstellungen ist wiederholt 
berichtet worden (Lindner 1956, 1967; Lindner u. H61zer 1962; Lindner et al. 
1967; Sasse 1972). Wir haben mit dieser Methode einige Gewebeenzyme mensch- 
licher Leichen typisiert. Die Darstellung von Enzympolymorphismen aus der 
Dimension yon Gewebeschnitten k6nnte ffir Spurenkunde und Identifikation yon 
praktischer Bedeutung sein. 
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Material und Methode 

Von ~blichen Obduktionsffillen bis zu ca.72h p.m. entnommene Gewebsproben wurden als 
Block mindestens 12h bei -20°C gefrostet. Vom gefrorenen Gewebe liegen sich mit einem 
Parenchymmesser ca. 0,3-0,5 mm dicke Gewebsscheiben abtrennen. Der am Messer haftende 
Schnitt wurde auf einer mit Aqua bidest, durchfeuchteten und auf einer Glasplatte ausgebrei- 
teten Celluloseacetatfolie vorsichtig ab- und ausgestrichen und dann erneut tief gefrostet. 

Die im gefrorenen Zustand zurechtgeschnittenen TrS.ger-Gewebsplfittchen (ca. 7x 5mm) 
haben wir unmittelbar vor dem Verimpfen aus dem Tiefkfihlfach entnommen und noch im 
gefrorenen Zustand in die Impfschlitze des Stgrkegels eingesetzt. Ein vollstfindiges Auftauen der 
Pr~iparate mug bei diesem Arbeitsgang vermieden werden, da sich der Schnitt sonst leicht yon 
der Folie abl6st. 

Nach unserer Erfahrung ist es gfinstig, die Plfittchen so zu verimpfen, dab sich der Gewebs- 
schnitt auf der Anodenseite des Celluloseacetattr~igers befindet. Vorwiegend wurde Skelett- 
muskulatur (M. iliopsoas und M. pectoralis major) untersucht. Zur Typisierung der Esterase D 
verwendeten wir Glandula submandibularis, Leber, Milz, Hoden und Herz, ft~r den Dia- 
phorasenachweis ausschlief~lich Hoden. 

Elektrophoresebedingungen und Enzymreaktionen 

Esterase D (EsD) wurde mit einer modifizierten Technik nach Bargagna et al. (1975) 
aufgetrennt; Inkubation (Hopkinson et al. 1973) bei pH 6,5. 

Ftir Glyoxalase I (GLO) und NADH-Diaphorase (DIA) haben wir ein kombiniertes Ver- 
fahren gew~ihlt (St6hlmacher u. Haferland 1980). 

Die Darsteltung der Phosphoglucomutase (PGM) erfolgte nach Radam und Strauch (1969), 
die der Glutamat-Pyruvat-Transaminase nach Frank und Klein (1973). Bezfiglich der Phospho- 
glykolat-Phosphatase (PGP) wurden im wesentlichen die Angaben der Erstbeschreiber (Barker 
u. Hopkinson 1978) nachgearbeitet. 

Ergebnisse und Diskussion 

Die Z y m o g r a m m e  waren f iberraschend gut: von 6 in der Schnit telektrophorese 
untersuchten  E n z y m p o l y m o r p h i s m e n  konn ten  5 regelmfil~ig typisiert werden. 
Auffal lend waren der stets intensive Reakt ionsausfal l  und  die geringen Alterungs-  
modi f ika t ionen  der Muster  nach einer Lagerungszeit  der Gewebsbl6cke ( - 2 0 ° C )  
bis ca. 6 Wochen.  Offenbar  ist die PrS.paration der Gewebe zur Schnit telektro- 
phorese schonender  als die fibliche Gewebeaufbere i tung  zur Extraktgewinnung.  
Der zeitliche Aufwand  war relativ gering - -  zur PrS.paration von 10 Schnitt-  
p roben  wurden etwa 6 0 m i n  ben6tigt .  

Prinzipiell  erwiesen sich auch reiskorngroge Gewebsstticke noch geeignet, die 
ffir eine hinreichende Ex t rak tgewinnung  nicht mehr ausreichend waren. 

1. EsD. Alle Schnit te haben den EsD-Typ  eindeutig angezeigt (Abb.  1 ; 1-5). Auch 
stellten sich andere,  weiter anodenwS.rts gelegene Esterasen etwa gleichermagen 
dar, wie bei der Verwendung  wfigriger Extrakte.  Dagegen waren kathodenwfirts 
von der EsD zu erwartende F rak t i onen  fiberwiegend verwaschen oder gar nicht  
auszumachen.  

2. GLO. Die Typis ie rung aus Muskelschni t ten gelang ohne Ausnahme.  Die Spots 
waren nach einer Reaktionszei t  yon  nu r  2 5 m i n  bereits etwas t iberentwickelt  
(Abb. 1; 6-10). 
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Abb. 1.1-5: EsD aus Gewebsschnitten verschiedener Obduktionsf/ille. 1 Glandula submandibu- 
laris (Typ 1), 2 Leber (Type 2-1), 3 Milz (Typ 1), 4 Hoden (Typ 1), 5 Herz (Typ 1). 
6-10: GLO aus Beckenmuskulatur. Von links nach rechts: 2-1, 2, 2-1, 2-1, 2-1.11-16." DIA 
aus Gewebsschnitten menschlicher Hoden 

+ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 1 0 '  11 12 13 14 15 16 17 

Abb.2. 1-6: PGM aus Skelettmuskelschnitten. Von links nach rechts: 2-1, 2-1, 1, 2-1, 1, 1. 
7-12: GPT aus Beckenmuskulatur. Von links nach rechts: 1, 2, 2-1, 2-1, 2-1, 2. 13-17." PGP 
aus Gewebsschnitten yon Skelettmuskulatur. Von links nach rechts: 1, 2-1, 2-1, 2, 1 

3. DIA. Von der  gonadenspez i f i schen  Diaphora se  (Abb.  1; 11-16) wurden  in den 
meisten Ffil len nur  die am weitesten anodenw~irts gelegenen F r a k t i o n e n  aus- 
reichend dargestel l t .  Ihre  Typis ie rung  blieb somit  unbefr iedigend.  

4. PGM. Die Z y m o g r a m m e  aus Muskelschni t ten  entsprachen denen fr ischer 
Ext rak te  (Oepen 1977). Sie waren  auch bei verkfirzter  Reakt ionsze i t  krfiftig und  
eindeutig (Abb.  2; 1-6). 

5. GPT. Von der  Ske le t tmusku la tu r  wurden die Typen  in allen Ffillen zweifelsfrei 
und auch bei verkiJrzter  Inkuba t ionsze i t  ausre ichend intensiv he rvorgebrach t  
(Abb.  2; 7-12). 

6. PGP. Muskelschni t te  (Abb.  2; 13-17) zeigten die Phf inotypen stets an wie die 
en t sprechenden  Ext rak te  aus Muske lhomogena t .  
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