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The Application of Histoelectrofocusing
to the Determination of PGM, Subtypes in Tissues of the Human Body

Summary. The present study reports the successful application of histo-
electrofocusing to the determination of PGM, subtypes in various tissues of
the human body. The method described here is of practical use in individual-
izing parts of cadavers stored for up to 1 week.
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Zusammenfassung. Die vorliegende Arbeit berichtet {iber die erfolgreiche
Anwendung der Histoelektrofokussierung zur Bestimmung der PGM;-
Subtypen an verschiedenen menschlichen Korpergeweben. Die hier ange-
gebene Methode ist zur Individualisierung von bis zu 1 Woche gelagerten
Leichenteilen von praktischem Nutzen,

Schliisselwirter: Histoelektrofokussierung, PGM,-Subtypen - PGM;-Sub-
typen, an Geweben - Identifikation von Leichenteilen, PGM,-Subtypen

Bei Leichenzerstiickelungen oder bei Massenkatastrophen wie Flugzeugun-
gliicken und Explosionen hat der Rechtsmediziner oft die Aufgabe, Leichenteile
einer bestimmten Person zuzuordnen. Dabei sind fiir die Feststellung der indivi-
duellen Priagung Blutgruppenmerkmale von grofler Bedeutung. Zu diesem
Zwecke sind ABO-Merkmale, Gm- und Inv-Faktoren und PGM-Enzymgruppen
am besten geeignet (Oepen 1977; Hoste et al. 1977; Stélmacher und Haferland
1981).

Mittels isoelektrischer Fokussierung unterteilten Bark et al. (1976) die bei der
konventionellen Stirkegelelektrophorese vorkommenden 3 PGM;-Phénotypen
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Tabelle 1. Uberblick iiber die Nachweismdglichkeit der PGM;-Subtypen an menschlichen
Korpergeweben

. 3
=2 b
5 % - g
Z = & o = O 3 = ! & p= 4
1 8h 1+1+ + + + + o+ + + + +
2 12h 1+1+ + + + + + + + + +
3 15h 1+2+ + + + + + + + + +
4 15h 1+1+ + + + + + + + + +
5 18 h 1+2+ / + + + + + + + +
6 20h 1+1+ + + / + + + + + +
7 24h 1+1— + + / + + + + + +
8 24h 1+1+ + + + + + + + + +
9 36h 1+1+ + + + + + + / + +
10 48 h 1+1+ + + + + + + + + +
11 48 h 1+1+ + + + + + + + + /
12 3T 1+1+ + + + + + + / / +
13 4T 1+1+ + + + + + + + + +
14 5T 1+1+ + + + + + + / + +
15 5T 1+1— + + + + + + + + +
16 5T 1+2+ + + + + + + + + +
17 7T 1+2— / + + + + + + + +
18 7T 1+1+ + + + + + + + / +
19 7T 242+ + + + + + + - / /
20 7T 1+1+ - + + + + + + / +
21 10T 1+1- + + + + + + + + /
22 10T 1+1+ + + / — + + - - -
23 14T - - / - - — — / -
24 14T - — / - - — — — —
25 14T - - / - - — — / -
T: Tage

+: Nachweisbar
—: Nicht nachweisbar
/: Nicht untersucht
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Abb.1. PGM, 1+2+ an 15h altem Leichenmaterial (Nr.3). /: Haut; 2: Niere; 3: Milz; 4:
Pankreas; 5: Leber; 6: Muskel; 7: Lunge; 8: Herz; 9: Gehirn
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Abb.2. PGM,; 1+2— an 7 Tage altem Leichenmaterial (Nr.17). 1: Blut; 2: Leber; 3. Milz;
4: Pankreas; 5: Lunge; 6: Niere; 7: Herz; 8: Muskel; 9: Gehirn

weiter in 10 Subtypen, die auf die Existenz von 4 Subtypenallelen zuriickgefiihrt
werden. Tutsch-Bauer et al. (1981) berichteten kiirzlich, daB die PGM;-Sub-
typisierung an bis zu etwa 1 Woche bei Zimmertemperatur gelagerten Gewebs-
proben mdoglich sei.

Neuerdings hat Bonte (1978) in einer Enzymanalyse von Hautverletzungen
festgestellt, daB man zur isoelektrischen Fokussierung auch Kryostatschnitte
direkt auf Flachgelen verwenden kann. In der vorliegenden Arbeit soll iiber die
Anwendung der von Bonte (1978) beschriebenen Histoelektrofokussierung zum
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Abb.3. PGM; 1+1+ an 7 Tage altem Leichenmaterial (Nr.18). /: Blut; 2: Haut; 3: Niere;
4: Pankreas; 5: Leber; 6: Muskel; 7: Lunge; 8: Herz; 9: Gehirn
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Abb.4. PGM, 141— an 5 Tage altem Leichenmaterial (Nr.15). 1: Haut; 2: Niere; 3: Milz;
4: Pankreas; 5: Leber; 6: Muskel; 7: Lunge; 8: Herz; 9: Gehirn

forensischen Nachweis der PGM;-Subtypen aus menschlichen Korpergeweben
berichtet werden.

Material und Methode

Von 25 menschlichen Leichen wurden anléBlich gerichtlicher Obduktionen neben Herzblut
folgende Gewebe entnommen: Haut, Muskel (M. rectus abdominis), Gehirn, Lunge, Herz,
Leber, Pankreas, Milz und Niere. Diese Gewebsproben wurden mit dem Messer in ca.
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5X 5% 5mm groBe, wiirfelférmige Gewebsblocke gesthnitten und bei —20° C eingefroren.
4-20 pm dicke Schnitte wurden mit dem Kryostat (Tissue Tek II, Miles Laboratory, Naper-
ville, USA) bei —20°C hergestellt. 5X 5mm groBe Filterpapierplédttchen (Toyoroshi Nr.2,
Tokyo, Japan) wurden mit der Pinzette in die Kryostatkammer hineingefiihrt und an die
geschnittenen Gewebsscheiben leicht beriihrt, wodurch die Schnitte sofort an den Plittchen
hafteten. Auf diese Weise lieBen sich die Kryostatschnitte direkt auf das Gel auftragen.

Wir fithrten die isoelektrische Fokussierung auf dem Multiphor-Gerit (LKB, Bromma,
Schweden) mit 0,5mm dicken Ampholine-Polyakrylamidgelplatten vom pH-Bereich 5-7
hauptséchlich nach der Methode von Bark et al. (1976) durch. Anodenlésung 1M H;PO,;
Kathodenlosung 1 M NaOH. Vorfokussierung fiir 1h bei 500-1300V; Plazierung der Filter-
papierplittchen mit den Gewebsschnitten 2cm vom Anodenstreifen entfernt; darauthin
Anfeuchten mit physiologischer Kochsalzlgsung; weitere Fokussierung fiir 3 h bei 1800 Vund
5mA (Maximalwert); nach 1h Entfernung der Pléittchen. Nach Beendigung der Fokussierung
Darstellung der Isoenzymbanden mittels Sandwich-Technik nach Kiihnl (1979); Inkubation
fiir 30 min bei 37°C.

Ergebnisse und Diskussion

Unsere Methode hat im wesentlichen befriedigende Ergebnisse erbracht, die mit
denjenigen von Tutsch-Bauer et al. (1981) iibereinstimmen. Tabelle 1 gibt einen
Uberblick iiber die Nachweismoglichkeit der PGM;-Subtypen an menschlichen
Koérpergeweben.

Bei allen untersuchten Geweben von frischen Leichen war ohne Ausnahme
eine richtige PGM,-Subtypisierung moglich (Abb. 1).

An Geweben, die von etwa 1 Woche gelagerten Leichen entnommen worden
waren, lieBen sich noch die PGM;-Isoenzymbanden nachweisen (Abb. 2); sie
farbten sich jedoch in Einzelgeweben ziemlich schwach an. In solchen Fillen ist
es ratsam, dickere Schnitte (ca. 50 pm) zu verwenden. In einigen Fallen (Nr.12,
13, 14, 18, 20 und 22) beobachteten wir eine Aufspaltung der Bande 1+1+ in
2 Fraktionen, so daf} der Typ 1+1+ als der Typ 1+1— abgelesen werden konnte,
wie in Abb. 3 zu sehen ist. Hier muB darauf aufmerksam gemacht werden, daf
der Abstand zwischen den gespaltenen Banden der PGM; 1+1+ etwaskleiner ist
als derjenige zwischen den Banden 1+ und 1— in Abb. 4. Ahnliche Erscheinun-
gen sind bereits von Berg et al. (1981) in einer Untersuchung von gelagerten Blut-
proben berichtet worden. Auf jeden Fall bedarf es einiger Referenzproben.

An etwa 2 Wochen gelagerten Leichengeweben waren keine sichtbaren
PGM-Isoenzymbanden zu finden. Nach einer Lagerungszeit von mehr als
2 Wochen gelang der Versuch nicht mehr wegen MadenfraBes bzw. Autolyse der
Gewebe, insbesondere im Gehirn durch eine deutliche Fiulnisverinderung.

Abschlieflend ist festzustellen, daB die Anwendung der Histoelektrofokus-
sierung eine sichere PGM;-Subtypisierung an bis zu etwa 1 Woche gelagerten
menschlichen Korpergeweben erlaubt. Die hier angegebene Technik ist einfach
zu handhaben und ohne Homogenization der Gewebe und ohne Extraktion des
Enzyms ausfiihrbar. Die Methode ist somit in der rechtsmedizinischen Praxis
zur Identifizierung von Leichenteilen von groBem Nutzen.
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