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Immunoenzymatic Estimation of AB0 and Secretor Status 
on Paraffin-embedded Autopsy Material 

Summary. Using the indirect immunoperoxidase technique (PAP method), 
A, B, and H antigens were identified on formaldehyde-fixed, paraffin- 
embedded kidney tissue from 100 autopsies. Comparison with the serologic 
findings showed all our blood group determinations to be correct. The label- 
ing of the collecting tubules was evaluated as characteristic of the secretor. 
The secretor status determined according to this parameter was unequi- 
vocally confirmed by the Lewis constellation in 78 of 82 cases; group 
L e ( a - b - )  could be differentiated with immunohistochemical methods in 
secretors and nonsecretors. Determination of AB0 blood groups and secre- 
tion behavior with immunohistochemical methods was correct even in those 
cases where classic serology failed due to hemolysis and decomposition. 
Immunohistologic results obtained with monoclonal antibodies were better 
than those obtained with human sera. 

Key words: Secretor status, blood groups (AB0) - Immunohistochemistry 
(PAP technique), determination of AB0 blood groups 

Zusammenfassung. An formalinfixiertem und paraffineingebettetem Nieren- 
gewebe von 100 Sektionsffillen wurden die Antigene A, B und H mit in- 
direkter Immunperoxidasetechnik (PAP-Methode) dargestellt. In allen Fill- 
len wurde die Blutgruppe beim Vergleich mit dem serologischen Befund 
richtig ermittelt. Als Kriterium der Ausscheidereigenschaft wurde die Mar- 
kierung der Sammelrohre gewertet. Der nach diesem Merkmal ermittelte 
Sekretorstatus wurde in 78 von 82 Ffillen durch die Lewis-Konstellation ein- 
deutig bestfitigt; die Gruppe L e ( a - b - )  liel3 sich immunhistochemisch in 
Ausscheider und Nicht-Ausscheider differenzieren. Immunhistochemisch 
gelangen Aussagen tiber AB0-Zugeh6rigkeit und Sekretionsverhalten auch 
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in Ffillen, in denen wegen Hfimolyse und Ffiulnis die klassische Serologie 
versagte. Monoklonale Antik6rper lieferten bei den immunhistochemischen 
Untersuchungen bessere Ergebnisse als humane Seren. 

Schl/isselwiirter: Ausscheidereigenschaft, Blutgruppen ( A B 0 ) -  Immun- 
histochemie (PAP-Technik), AB0-Zugeh6rigkeit 

Die Antigene A, B und H kommen nicht nur an der Erythrocytenoberflfiche, 
sondern auch in den Geweben des menschlichen K6rpers vor [10, 13, 29-31]. 
Sie sind sowohl gegen autolytische Verfinderungen, als auch gegen Formalin- 
fixierung und Paraffineinbettung [1, 9, 17] weitgehend resistent. Daher ge- 
lingt es mit geeigneten Methoden, diese Eigenschaften in Gefrierschnitten von 
Operations- und Biopsiematerial, aber auch in paraffineingebettetem Gewebe 
von Sektionsffillen nachzuweisen [24, 35]. Somit sind Blutgruppenbestimmun- 
gen auch in solchen Ffillen durchffihrbar, in denen konventionelle serologische 
Untersuchungen aus irgendwelchen Grfinden nicht durchgeffihrt werden konn- 
ten. 
Es ist zu erwarten, dab die Antigene A, B und H bei Ausscheidern und Nicht- 
Ausscheidern zumindest in den sezernierenden Geweben Unterschiede in 
Quantitfit und Verteilung aufweisen. Tatsfichlilch wurden solche Unterschiede 
auch vielfach beobachtet [z. B. 1, 12, 29-31]. Bei der Wahl geeigneter Gewebe 
und Nachweismethoden sollte es also gelingen, fiber die Feststellung der Blut- 
gruppeneigenschaft hinaus Aussagen fiber den Sekretorstatus zu machen. 

In frfiheren Untersuchungen wurde an paraffineingebettetem Gewebe vor 
allem mit der Absorptions-Elutions-Methode [15, 16, 20, 24, 35] und mit der 
Mischzellagglutination [3, 8, 9, 17, 34] gearbeitet. Die Mischzellagglutination 
gilt als die empfindlichere Methode [14, 19]; sie erlaubt auBerdem in begrenz- 
tern Umfang Aussagen fiber die topographische Verteilung des Antigens im 
Gewebe. Eine vergleichbar hohe Empfindlichkeit lfil3t sich mit der indirekten 
Immunfluoreszenztechnik erzielen [5], wfihrend die direkte Immunfluoreszenz 
[10, 11] geringere Sensitivitfit aufweist. Der wesentliche Vorteil der Immun- 
fluoreszenzverfahren liegt darin, dab sie eine Analyse der Antigen-Verteilung 
bis in den subzellulfiren Bereich gestatten. Nachteile sind der relativ grol3e 
apparative Aufwand und der Umstand, dab die Pr~iparate unter Lichteinwir- 
kung rasch die Eigenschaft der Fluoreszenz verlieren, so dab eine photographi- 
sche Dokumentation erforderlich ist. Zudem ist die Zuordnung des Antigens zu 
histologischen Strukturen im Dunkelfeld schwierig. 

Sternberger u. Mitarbeiter stellten im Jahre 1970 mit der Peroxidase-Anti- 
peroxidase (PAP)-Technik ein immunenzymatisches Verfahren vor, das gewis- 
sermagen eine Weiterentwicklung der indirekten Immunfluoreszenztechnik 
darstellt, ohne deren Nachteile zu besitzen [28]. In der auch von uns angewand- 
ten PAP-3-Schritt-Variante wird an das nachzuweisende Antigen ein Antik6r- 
per aus einer Tierspecies A gebunden (1. Schritt). Es folgt ein gegen Immun- 
globuline der Species A gerichteter ,,Brficken-Antik/Srper", der in einer Species 
B erzeugt wurde (2. Schritt). Beim 3. Schritt wird ein Komplex aus Meerrettich- 
peroxidase und einer in Species A erzeugten Anti-Peroxidase (PAP-Komplex) 
zugegeben, der von dem Brficken-Antik6rper als Immunglobulin der Species A 
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erkannt und gebunden wird. Die Meerrettich-Peroxidase l~Bt sich nach dem 
Prinzip der Benzidinreaktion darstellen, woffir heute verschiedene Reagenzien 
zur Vefffigung stehen. Das entstandene farbige Reaktionsprodukt markiert  den 
Ort  des Antigens im Gewebe; die Gegenf/irbung kann je nach dem gew/ihlten 
Reagens mit in der Histologie fiblichen Farbstoffen erfolgen [21, 27, 37]. 

Mit Modifikationen dieser Technik lassen sich die Antigene A, B und H in 
paraffineingebettetem Operations- bzw. Biopsiematerial erfolgreich darstellen. 
Die bisher durchgeffihrten Untersuchungen hatten zum Ziel, Informationen 
fiber das Verhalten der Blutgruppenantigene bei praeneoplastischen und 
neoplastischen Ver~inderungen zu gewinnen [z. B. 4, 6, 25, 33] oder in vaskul~i- 
ten Tumoren  selektiv die Gef~iBendothelien darzustellen [2]. 10bet Anwendun- 
gen dieser Technik auf forensisch-serologische Fragestetlungen wurde bisher 
nut  vereinzelt berichtet [32]. 

Mit der vorliegenden Untersuchung wollten wit dutch vergleichende kon- 
ventionell-serologische und immunenzymatische Analyse folgende Fragen 
kl/~ren: 1) Mit welcher Zuverl/issigkeit l~Bt sich an paraffineingebettetem Sek- 
tionsmaterial mit der indirekten Immunperoxidasetechnik die AB0-Zugeh6rig- 
keit bestimmen? 2) Sind bei der Untersuchung von Nierengewebe darfiber 
hinaus sichere Aussagen fiber den Sekretorstatus m6glich? 

Wir ffihrten die Untersuchungen an der Niere durch, da Nierengewebe bei 
jeder Leichen6ffnung asserviert wird, und weil die Niere zu den ABH-sezer- 
nierenden Organen z~hlt, also Unterschiede zwischen Sekretoren und Nicht- 
Sekretoren erkennen 1/iBt. 

Durch den parallelen Einsatz humaner Isoagglutinine und monoklonater  
Antik6rper wurde geprfift, welches der Pr/iparate ffir den Einsatz in der Blut- 
gruppen-Immunhistochemie besser geeignet ist. 

Material und Methodik 

Nierengewebe von 100 unselektierten Sektionsf~illen der Jahre 1982 bis 1984, bei denen 
routinem/iBig serologische Untersuchungen durchgeffihrt worden waren, wurde mit einer 
modifizierten PAP-3-Schritt-Technik auf Vorhandensein und Verteilung der Blutgruppen- 
antigene A, B und H untersucht. 

Die serologische Untersuchung bezfiglich der Merkmale A und B erfolgte am Leichenblut 
nach der fiblichen Agglutinationstechnik, jeweils erg~inzt dutch die Serum-Gegenprobe, unter 
Verwendung handelsfiblicher humaner Seren der Fa. Molter (Katalog-Nr. 110105, 110205, 
110305); die A-Untergruppen wurden nicht differenziert. Die H-Eigenschaft wurde nicht 
regelm/iBig gepr~ft. Als Kriterium des Sekretorstatus diente die Lewis-Konstellation. Die 
Lewis-Eigenschaften Le(a) und Le(b) wurden mit Ziegen-Antiserum der Fa. Behring (Kata- 
log-Nr. ORXR 04/05, ORXS 04/05) geprfift. 

Das Nierengewebe lag in einem kleineren Teil der F/ille paraffineingebettet vor; in den 
iibrigen F/illen wurden Proben des in ungepuffertem Formalin (4%) aufbewahrten Gewebes 
anl/iBlich dieser Untersuchung in Paraffin eingebettet. Es wurde darauf geachtet, dab jeder 
Gewebeblock Rindengewebe und einen Markkegel einschlieBlich der Papille enthielt. Ent- 
paraffinierte Mikrotomschnitte (4 ~tm) wurden zur Darstellung von A, B und H folgender- 
maBen behandelt: 

a) Darstellung der Antigene A and Bmi t  humanen Seren 

Nach Inaktivierung der endogenen Peroxidasen dutch 1% HzO2-Methanol und anschlieBen- 
der Digestion mit Trypsin (0,1%) erfolgte die Inkubation mit 1:10 verdfinntem humanen 



292 J. Pedal und J. Hiille 

Anti-A und, parallel hierzu, Anti-B und Anti-AB der Fa. Molter (Katalog-Nr. 110105, 
110205, 110305). Als Erster Antik6rper im PAP-3-Schritt-System diente ein gegen humane 
Immunglobuline gerichtetes Serum vom Kaninchen in einer Verdiinnung yon 1:4000, Fa. 
Dakopatts (Katalog-Nr. A 190). Als Brficken-Antik6rper verwandten wir ein gegen Kanin- 
chen-Immunglobulin gerichtetes Serum vom Schwein in einer Verdiinnung von 1:200, Fa. 
Dakopatts (Katalog-Nr. Z 196). Der 16sliche Komplex aus Meerettichperoxidase und Anti- 
Meerettichperoxidase vom Kaninchen, Fa. Dakopatts (Katalog-Nr. Z 113), wurde in einer 
Verdfinnung von 1:100 eingesetzt. Die ,,Entwicklung" erfolgte mit H202 und 3-Amino-9- 
Athylcarbazol (Fa. Sigma, Katalog-Nr. A-5754). Das Reaktionsprodukt ist hierbei hell- 
rotbraun gef/irbt; die Gegenffirbung erfolgte mit Hfimatoxylin. 

Inkubiert wurde jeweils 30 min bei Zimmertemperatur. Die angegebenen Titer waren 
jeweils in Vorversuchen ermittelt worden. Zwischen den einzelnen Inkubationsschritten 
wurde mit 0,5-molarem Tris-Saline-Puffer, pH 7,6, gespfilt und mit unspezifischem Schweine- 
serum 1 : 20 zehn Minuten lang vorinkubiert. Negativkontrollen unter Auslassung der Inkuba- 
tion mit humanem Antiserum wurden mitgeffihrt. 

b) Darstellung der Antigene A und Bmit monoklonalen Antikdrpern 

In einem Teil der F~ille wurden zusfitzlich an Stelle der humanen Seren monoklonale Anti- 
k6rper der IgM-Klasse gegen A und B (Fa. Biotest: Seroclone Anti-A, Katalog-Nr. 801315; 
Seraclone Anti-B, Katalog-Nr. 801340) in einer Verdfinnung von 1:10 eingesetzt. Als Erster 
Antik6rper im PAP-3-Schritt-System diente nun ein Kaninchenserum gegen Maus-IgM (Fa. 
Bionetics, Katalog-Nr. 8403-09, Vertrieb durch Fa. Fresenius), 1 : 500 verdfinnt. Der weitere 
Ablauf entspricht dem unter a) angegebenen Schema. 

c) Darstellung des H-Antigens 

Das H-Antigen wurde durch spezifische Bindung des Ulex europaeus-Agglutinins (UEA I der 
Fa. Medac, Katalog-Nr. L-2201) identifiziert; die Verdtinnung lag, bezogen auf die Rein- 
substanz UEA I, bei 1:40000. In Vorversuchen hatte sich das ftir die Blutgruppenanalytik 
bestimmte UEA I der gleichen Firma (Katalog-Nr. B-2201) als untauglich erwiesen. Als 
Erster Antik6rper im PAP-System diente ein Anti-UEA I vom Kaninchen (Fa. Medac, Kata- 
log-Nr. AL 2201), 1 : 100 verdtinnt. Der weitere Ablauf entspricht dem unter a) angegebenen 
Schema. 

Tabelle 1. Histochemischer Nachweis der Blutgruppenantigene A, B und H nach der indirek- 
ten Immunperoxidasemethode (vereinfachtes Schema) 

Vorbehandlung mit H202-Methanol, anschliel3end Trypsin 

Humanes Serum Monoklonaler Antik6rper UEA I 
(Anti-A, Anti-B, Anti-AB) (Anti-A, Anti-B) 

Kaninchen-Antiserum gegen: 
Humane Immunglobuline [ Maus-IgM ] UEA I 

Schweine-Antiserum gegen Kaninchen-Immunglobuline 

PAP-Komplex vom Kaninchen 

,,Entwicklung" der Peroxidase 

Ergebnisse 

W i e  nach den  t i b e r e i n s t i m m e n d e n  B e f u n d e n  a l ler  A u t o r e n  zu e r w a r t e n  war ,  
lassen  sich mi t  de r  i n d i r e k t e n  I m m u n p e r o x i d a s e t e c h n i k  d ie  A n t i g e n e  des  
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Abb. 1. a Nachweis von Blutgruppenantigenen an Erythrocyten und Endothelien sowie in den 
Epithelzellen der Tubuli contorti II (Niere, Blutgruppe A; indirekte Immunperoxidasetech- 
nik mit monoklonalem Anti-A, Hfimatoxylin-Gegenffirbung; x 130. b Negativkontrolle mit 
monoklonalem Anti-B 

Abb.2.  a Intensive Markierung der Sammelrohre bei einem Ausscheider (Material und 
Methode wie in Abb. 1; x 160. b Negativkontrolle mit monoklonalem Anti-B 
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AB0(H)-Systems unabhangig vom Sekretorstatus regelmagig an der Erythro- 
cytenoberflache und an den Gefal3endothelien nachweisen (Abb. 1). Die Anti- 
gendarstellung im Bereich der Sammelrohrepithelien (Abb. 2) gilt dagegen als 
morphologisches Aquivalent der Ausscheidereigenschaft [1,30]. Wir versuch- 
ten, aufgrund dieser einfachen Kriterien in jedem Falle eine Aussage fiber Blut- 
gruppe und Sekretorstatus zu machen. 

Nach dem Ergebnis der konventionellen serologischen Untersuchungen 
geh6rten von unseren 100 Fallen 41 zur Blutgruppe 0, 42 zur Blutgruppe A, 
12 zur Blutgruppe B und 3 zur Blutgruppe AB; in zwei Fallen war wegen fort- 
geschrittener Hamolyse und Faulnis die Blutgruppe nicht mehr zu bestimmen. 

Immunhistochemisch wurde ohne Kenntnis des serologischen Befundes in 
allen Fallen die Zugeh6rigkeit zu den Gruppen 0, A, B und AB richtig 
bestimmt. Ein Fall, der serologisch nur durch Absorption-Elution am Blutfleck 
der Blutgruppe A zugeordnet werden konnte, bereitete immunhistochemisch 
keine Schwierigkeiten. Die beiden wegen fortgeschrittener F~iulnis serologisch 
nicht mehr zu beurteilenden Falle waren immunhistochemisch eindeutig der 
Gruppe 0 bzw. B zuzuordnen. 

In zwei Fallen, die serologisch als A klassifiziert worden waren, lieferte die 
immunhistochemische Untersuchung mit humanem Anti-A keinen eindeutig 
positiven Reaktionsausfall, so dab eine fehlerhafte Zuordnung zur Blutgruppe 
0 m6glich gewesen ware. Sowohl mit humanem Anti-AB als auch mit mono- 
klonalem Anti-A war jedoch eine klare Darstellung der Erythrocyten und 
Endothelien zu erhalten. 

Ein falsch positiver Befund war an Erythrocyten und Endothelien nie zu 
erheben. Dagegen farbten sich mit monoklonalem (nicht aber mit humanem) 
Anti-B in mehreren Fallen der Blutgruppen 0 und A selektiv die Epithelien der 
Tubuli contorti II diskret positiv an. Das Muster der iiberwiegend apikalen 
Zellmarkierung war von dem einer ,,richtigen" Blutgruppen-Antigendarstel- 
lung (s. u.) nicht unterscheidbar. 

Bei Verwendung humaner Seren stellten sich wegen des Einsatzes eines 
Anti-Humanglobulins zwangslaufig die im Schnittpraparat enthaltenen Immun- 
globuline in Plasmazellen und - -  zum Teil - -  in Blutgeffigen und Nierentubuli 
dar. Auf3erdem trat beim Einsatz humaner Seren vor allem in starker auto- 
lytisch verandertem Gewebe eine diffuse, unspezifische Hintergrundfarbung 

Serologische Immun- 
Methode histochemische 

Methode 

Blutgruppe 0 41 42 
Blutgruppe A 42 42 
Blutgruppe B 12 13 
Blutgruppe AB 3 3 
Nicht bestimmbar 2 

Summe 100 100 

Tabelle 2. Gliederung des 
Gesamtmaterials nach den 
Ergebnissen der serologischen 
und immunhistochemischen 
Untersuchungen 
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Tabelle 3. Zuordnung des immunhistochemischen Kriteriums ,,Markierung der Sammel- 
rohre" zu der serologisch ermittelten Lewis-Konstellation 

Lewis- Zahl 
Konstellation der Ffille 

Markierung der Sammelrohre 

Ja Nein Fraglich 

Le(a-b+) 68 66 1 1 
Le(a+b-) 14 1 12 1 
Le(a-b-) 8 6 2 0 
Nicht bestimmbar 10 8 2 0 

auf. Beide St6rfaktoren entfielen bei der Verwendung monoklonaler Antik6r- 
per. 

Mit UEA I in dem gewfihlten Titer stellten sich in allen Ffillen, unabhfingig 
von Blutgruppe und Sekretorstatus, die Erythrocyten und, in der Regel inten- 
siver, die Geffigendothelien dar. Der Reaktionsausfall war von Fall zu Fall 
etwas unterschiedlich stark; bei Blutgruppe 0 kam es im allgemeinen zu einer 
sehr intensiven Anffirbung. 

Im Lewis-System geh6rten nach den serologischen Untersuchungen 68 Ffille 
zu der Gruppe L e ( a - b + ) ,  14 zu der Gruppe L e ( a + b - )  und 8 zu der Gruppe 
L e ( a - b - ) .  In 10 Ffillen war die Lewis-Konstellation infolge Hfimolyse nicht 
mehr zu ermitteln, oder es wurde durch Koagulation die unm6gliche Konstella- 
tion Le(a+b+)  vorgetfiuscht. 

Tabelle 3 zeigt synoptisch die Zuordnung des immunhistochemischen Krite- 
riums ,,Markierung der Sammelrohre" zu der serologisch ermittelten Lewis- 
Konstellation. Geht man davon aus, dab Angeh6rige der Gruppe L e ( a - b + )  
regelm~igig Ausscheider und Angeh6rige der Gruppe L e ( a + b - )  regelmfigig 
Nichtausscheider sind, so wurde in diesen beiden Gruppen (n = 82) die Sekre- 
toreigenschaft 78mal immunhistochemisch richtig erkannt und viermal falsch 
(n = 2) oder nicht eindeutig (n = 2) bestimmt. 

Der immunhistochemisch ,,fragliche" Fall der Gruppe L e ( a - b + )  zeigte nur 
in den papillennahen Abschnitten der Sammelrohre geringe Sekretionsph~ino- 
mene. Der als fraglich gewertete Fall der Gruppe L e ( a + b - )  zeigte selektiv im 
Zytoplasma der Sammelrohrepithelien eine atypische, feinfleckige Antigen- 
darstellung. 

In den typischen, histochemisch zutreffend beurteilten Ffillen zeigten die 
Ausscheider in den Epithelien der Sammelrohre einen von Fall zu Fall unter- 
schiedlich starken, stets papillenwfirts zunehmenden Antigengehalt. In 12Iber- 
einstimmung mit elektronenmikroskopischen Befunden [12] lassen sich an der 
einzelnen Epithelzelle in wechselndem Muster eine streifenf6rmige, meist 
intensive Markierung der apikalen Oberfl/iche (Glykokalyx) und eine diffuse, 
zum Teil tropfenf6rmig verdichtete Anffirbung vor allem der apikalen Zyto- 
plasmaanteile erkennen; manchmal - -  vor allem nach autolyse- und schrump- 
fungsbedingter Abl6sung der Epithelzellen - -  ist zusfitzlich die Basalmembran 
dargestellt. Unmittelbar benachbarte Zellen k6nnen sehr unterschiedlichen 
Antigengehalt aufweisen. Die Zunahme der Markierung vonder  Pyramiden- 
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basis zur Papille betrifft sowohl eine prozentuale Zunahme positiver Zellen, als 
auch eine Zunahme des durchschnittlichen Antigengehaltes der Einzelzelle. 
Bei Nichtausscheidern k6nnen in einzelnen Sammelrohrepithelien diskrete 
Antigen-Darstellungen vorkommen. 

Die Tubuli contorti II zeigten in einem Teil der untersuchten Ffille eine Mar- 
kierung, wobei das Antigen in den Epithelzellen und an ihrer Oberflfiche eine 
fihnliche Verteilung aufwies, wie sie ffir die Sammelrohre beschrieben wurde. 
Die Darstellung der Tubuli contorti II lieferte kein zuverlfissiges Kriterium ffir 
die Ausscheidereigenschaft, obgleich sie bei Sekretoren tendenziell stfirker aus- 
geprfigt war. Auger den interindividuellen Unterschieden fiel innerhalb ein und 
derselben Niere ein unterschiedliches Verhalten der angeschnittenen Tubuli 
contorti II auf, wie dies auch andere Autoreu [1] beobachtet hatten. 

Liegen sich in Sammelrohren und/oder Mittelstficken A- bzw. B-Antigene 
nachweisen, so ergab sich im allgemeinen mit UEA I eine entsprechende Dar- 
stellung. In Einzelffillen bestand eine Diskrepanz mit positivem A-Nachweis bei 
fehlender UEA I-Bindung. Entsprechende Diskrepanzen ergaben sich f~r das 
allerdings nur in wenigen Ffillen angeschnittene Urothel der Nierenkelche, des- 
sen Darstellung fibrigens keine Abhfingigkeit vom Sekretorstatus erkennen 
lieg. 

Diskussion 

Mit immunhistochemischen Methoden ist der Nachweis von Blutgruppen- 
substanzen des AB0(H)-Systems im Gewebe grundsfitzlich m6glich. Die bis- 
herigen, vor allem unter Gesichtspunkten der experimentellen Pathologie 
durchgeffihrten Untersuchungen gingen von einer bekannten Blutgruppe aus 
und benutzten die Darstellung der Blutgruppenantigene zur Markierung von 
Endothelien oder zur Untersuchung (prae-)neoplastischer Verfinderungen. 
Uns stellte sich die Frage, ob mit entsprechenden Methoden unter den Feld- 
bedingungen der forensischen Medizin - -  also an autoptischem Material, an 
zum Teil jahrelang formalingelagertem Gewebe und an filterem, paraffineinge- 
betteten Material - -  ein in foro verwertbarer Blutgruppennachweis geffihrt 
werden kann. 

Wir untersuchten formalinfixiertes und paraffineingebettetes Nierengewebe 
von 100 unselektierten Sektionsffillen nach der PAP-Methode, wobei zur 
Erkennung der Eigenschaften A und B humane Seren und monoklonale Anti- 
k6rper, zum Nachweis des H-Antigens UEA I benutzt wurden. In allen Ffillen 
konnte die Blutgruppe - -  im Vergleich zu vorausgegangenen serologischen 
Untersuchungen - -  zutreffend bestimmt werden. Darfiber hinaus wurde ge- 
prtift, ob der immunhistochemische Antigennachweis im Bereich der Sammel- 
rohre als zuverlfissiges Kriterium der Ausscheidereigenschaft zu werten ist. In 
78 yon 82 Ffillen wurde bei den Lewis-Konstellationen L e ( a - b + )  und 
L e ( a + b - )  der Sekretorstatus nach dem immunhistochemischen Bild richtig 
erkannt. Diese ermutigenden Ergebnisse bestfitigen, dab die Antigene des 
ABH-Systems gegen Autolyse, Fixierung in ungepuffertem Formalin und 
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Paraffineinbettung weitgehend resistent sind. Dies gilt sowohl ffir die Glyko- 
lipide der Erythrocytenoberflfiche und der Endothelien, als auch ffir die Glyko- 
proteine des Tubulusepithels. Die Nachweisbarkeit der alkoholl6slichen 
Glykolipid-Fraktion nach Paraffineinbettung hfingt offenbar wesentlich vonder 
Methodik ab: Wfihrend mit indirekter Immunfluoreszenz die alkoholl6slichen 
Blutgruppenantigene der Erythrocyten und Endothelien schon nach kurzer 
J~thanolvorbehandlung nicht mehr nachweisbar sind [10, 11, 13], gelingt ihr 
Nachweis selbst nach Paraffineinbettung problemlos mit der Mischzellaggluti- 
nation [8, 9, 17] und mit immunenzymatischen Verfahren. 

In manchen Punkten lieferte die PAP-Methode bessere Ergebnisse als die 
konventionelle Serologie: In zwei Ffillen war die Blutgruppe wegen fortge- 
schrittener Hfimolyse und Ffiulnis serologisch nicht mehr zu ermitteln, wfihrend 
ihre Bestimmung immunhistochemisch eindeutig gelang. In 10 Ffillen konnten 
die Lewis-Eigenschaften serologisch nicht mehr ermittelt werden, wfihrend 
immunhistochemisch stets eine Aussage fiber den Sekretorstatus (8 Sekretoren, 
2 Nonsekretoren) gemacht werden konnte. In der 8 Ffille umfassenden inhomo- 
genen Gruppe L e ( a - b - )  gestattete der immunhistochemische Befund eben- 
falls eindeutige Aussagen darfiber, ob es sich um Ausscheider (n = 6) oder 
Nicht-Ausscheider (n = 2) handelte. 

Gegenfiber dem Blutgruppennachweis im Gewebe mittels Absorption- 
Elution besitzen die immunhistochemischen Verfahren theoretische und prak- 
tische Vorteile: Das Leistungsverm6gen der Absorption-Elution hfingt vom 
Gesamt-Antigengehalt des Gewebes ab, so dab an antigenarmem Material, wie 
etwa Hirngewebe, die Blutgruppenbestimmung Schwierigkeiten bereitet [24, 
im Gegensatz zu 35]. Immunenzymatische Methoden erlauben bereits aufgrund 
einzelner Geffil3anschnitte oder Erythrocyten zuverlfissige Aussagen. Die 
Ergebnisse der Absorption-Elution k6nnten aul3erdem durch mikrobielle Kon- 
tamination verffilscht werden [22]. Diese Fehlerm6glichkeit ist bei den 
immunhistochemischen Methoden theoretisch auszuschliegen, da sich die Blut- 
gruppendiagnose auf die hochgradig charakteristische Verteilung der Antigene 
im Gewebe stfitzen kann und ein topographisch begrenztes Vorkommen in Ver- 
bindung mit Bakterienkolonien auffallen mfif3te. 

Bei der immunenzymatischen Blutgruppenbestimmung am (Nieren-) 
Gewebe sind nach unseren bisherigen Erfahrungen einige Gesichtspunkte 
besonders zu beachten: 

1) Monoklonale Antik6rper sind in der Selektivitfit der Antigendarstellung 
humanen Seren deutlich fiberlegen: Polyklonale humane Seren ergeben vor 
allem bei stfirker autolytisch verfindertem Gewebe eine unspezifische Hinter- 
grundffirbung; zudem stellen sich wegen des notwendigen Einsatzes eines Anti- 
Humanglobulins die im Schnittprfiparat vorhandenen Immunglobuline dar. 
Ferner war das monoklonale Anti-A bei zwei unserer Ffille in der Erfassung 
einer schwachen A-Eigenschaft dem humanen Anti-A tiberlegen. 
2) Unabhfingig davon, ob mit humanen Seren oder monoklonalen Antik6rpern 
gearbeitet wird, ist in jedem Falle ein Ansatz mit menschlichem Anti-AB- 
Serum mitzuffihren [7, 23]. Dadurch kann, wie unsere Beobachtungen auch ffir 
die Immunhistochemie bestfitigen, das 10bersehen einer schwachen A- oder B- 
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Eigenschaft vermieden werden. Die bisher verffigbaren monoklonalen ,,Anti- 
AB"-Antik6rper k6nnen das humane Serum nicht ersetzen, da es sich bei ihnen 
entweder lediglich um ein Gemisch aus monoklonalem Anti-A und monoklona- 
lem Anti-B, oder aber um einen mit A und B kreuzreagierenden Antik6rper 
[36] handelt; in beiden Ffillen wird An nicht angezeigt. 
3) Das yon uns verwandte monoklonale Anti-B ffihrte in einem Teil der Ffille 
mit Blutgruppe 0 und A zu einer diskreten, falsch-positiven Epithelmarkierung 
in den Tubuli concorti II. Dieser Befund kann nicht zu einer Fehlbestimmung 
als B bzw. AB fiihren, da weder Sammelrohre, noch Erythrocyten oder Endo- 
thelien dargestellt sind. Unsere Untersuchungen beschrfinkten sich auf Sek- 
tionsmaterial; insofern ist nicht auszuschliegen, dab bei der auto- bzw. hetero- 
lysebedingten Degradation der A- resp. H-Substanz ein Antigen freigesetzt 
wird, mit dem das monoklonale Anti-B, im Gegensatz zu humanem Serum, 
kreuzreagiert. Laufende Untersuchungen an Nierengewebe unter fortschreiten- 
der Autolyse und F/iulnis scheinen diese Vorstellung zu stfitzen. 
4) Im Epithel der Sammelrohre nimmt bei Ausscheidern der Antigengehalt 
regelmfiBig vonde r  Pyramidenbasis papillenwfirts zu. Bei ausgeprfigten Be- 
funden ist die Erkennung der Sekretions/iquivalente in allen Teilen des Mark- 
kegels m6glich. Bei schwficherer Antigendarstellung im Tubulusepithel - -  mut- 
maBlich entsprechend einer schwficheren Sekretion - -  kommt es wesentlich auf 
die Beurteilung der papillennahen Markkegelanteile an. Deshalb ist zur Ver- 
meidung von Fehlbeurteilungen darauf zu achten, daB die Prfiparate stets den 
Schnitt durch einen kompletten Markkegel enthalten. Bei Nicht-Ausscheidern 
kann eine diskrete Markierung einzelner Sammelrohrepithelien vorkommen, 
die yon Befunden bei Sekretoren manchmal nicht sicher unterscheidbar ist. In 
diesem Grenzbereich kann es zu Fehleinsch~tzungen beztiglich des Sekretor- 
status kommen; nach unseren Befunden ist in etwa 5% der F~ille mit unsicheren 
oder falschen Aussagen zu rechnen. Dies war auch nach den ultrastrukturellen 
Befunden von Hinglais et al. [12] zu erwarten, die zwischen Ausscheidern und 
Nicht-Ausscheidern an ihrem allerdings sehr kleinen Kollektiv lediglich gra- 
duelle Unterschiede des Antigengehaltes fanden. 
5) Szulman [30] erhielt mit humanem Anti-H-Serum (yon Bombay-Spendern) 
und einem Anti-H-Serum vom Huhn bei A1- und AiB-Individuen eine schwache 
bis negative fluoreszenzmikroskopische Antigendarstellung. Seine Befunde 
wurden von Slocombe et al. [25] bei Immunperoxidaseuntersuchungen mit 
einem Anti-H-Serum vom Kaninchen tendenziell bestfitigt. Dagegen erhielten 
wir in Ubereinstimmung mit anderen Untersuchern [z. B. 18, 33] mit UEA I in 
allen Ffillen - -  unabhfingig von Blutgruppe und Sekretorstatus - -  eine Erythro- 
cyten- und Endothelmarkierung, die von Fall zu Fall nur geringe Intensit~its- 
schwankungen aufwies. Dieser Befund entspricht der Tatsache, daB Angeh6- 
rige aller Blutgruppen H-Substanz produzieren, die mit ausreichend sensitiven 
Methoden selbst bei A1- und AiB-Individuen nachgewiesen werden kann [26]. 
M6glicherweise wfire UEA I in h6herer Verd~nnung im immunhistochemi- 
schen Ansatz ebenso wie in der konventionellen Serologie geeignet, zwischen 
A1 und A2 zn differenzieren. 

Bei schlecht erhaltenem Gewebe kann ein stark positiver Ausfall mit UEA I 
bei negativen Ergebnissen mit Anti-A, Anti-B und Anti-AB die Diagnose 
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, ,Blutgruppe O" absichern.  Angesichts  der  sehr fihnlichen mo l e ku l a r e n  Struk- 
t u ren  der  Subs tanzen  A,  B u n d  H w/ire nfimlich ein Verlust  der  A-  bzw. B- 

Eigenschaf t  ohne  Beeintrf icht igung der H-Eigenschaf t  k a u m  denkbar .  E ine  

solche Best/ i t igung der  Zugeh6r igke i t  zu Blu tgruppe  0 ist aber  sehr erwfinscht,  
da ein immunhis tochemisches  Aqu iva l en t  der s o g e n a n n t e n  S e r u m - G e g e n p r o b e  
bisher  nicht  existiert. 
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