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Immunochemical and chromatographical detection of ABH antigens
in compact bone tissue

Summary. The identification of ABH antigens from compact bone tissue is
known from many sources. The purpose of this study was to make a con-
tribution to the localization of blood-group-active substances in compact
bone tissue. A variety of preparation and identification methods were suc-
cessfully used and compared. Samples were extracted from compact bone
tissue, separated by HPTLC, and examined using the absorption-elution
and PAP techniques. Additionally, the PAP technique was carried out on
cryostat sections. Serologically active blood-group substances were consis-
tently demonstrated in the organic components of the haversian canals.

Key words: ABO detection in bones, immunhistochemistry (PAP technique)
— ABO blood group substances from bones, extraction

Zusammenfassung. Der Nachweis von ABH-Antigenen aus kompaktem
Knochengewebe ist vielerorts bekannt. Die vorliegende Studie soll einen
Beitrag zur Lokalisation dieser blutgruppenaktiven Substanzen im kompak-
ten Knochen leisten. Hierzu wurden verschiedene Aufbereitungs- und Nach-
weistechniken erfolgreich durchgefiihrt und miteinander verglichen. Aus
kompaktem Knochengewebe extrahierte und iiber HPTLC aufgetrennte
Proben wurden dem Absorptions-Elutionstest und der PAP-Technik unter-
zogen. Zusitzlich wurde die PAP-Technik an Kryostatschnitten aus Knochen-
gewebe durchgefiihrt. Ubereinstimmend lieBen sich serologisch aktive Sub-
stanzen in den organischen Bestandteilen der Havers’schen Kanile lokali-
sieren.

*Diese Studie wurde im wesentlichen durch ein Stipendium der Alexander-von-Humboldt-
Stiftung ermoglicht
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Schliisselworter: ABO-Bestimmung an Knochen, Immunhistochemie (PAP-
Methode) — Blutgruppensubstanzen des ABO-Systems in Knochen, Extrak-
tion

Einleitung

In zahlreichen Publikationen wurde tiber die Bestimmung der ABO-Blutgrup-
pen an Knochen menschlicher Leichen berichtet [7, 8, 18, 22, 31, 32, 33]. In der
Regel kam die Absorptions-Elutionstechnik zur Anwendung. Hierbei waren
Untersuchungsbefunde von frischem Material immer eindeutig zuzuordnen. Je-
doch ergaben sich bei faulendem Knochengewebe aufgrund unspezifischer se-
rologischer Reaktionen Schwierigkeiten bei der Befundinterpretation [1, 10,
11, 12, 29, 30]. Urséchlich dafiir ist der Einflu} verschiedener Fiulnisbakterien
[6, 23, 26, 27, 28].

Blutgruppensubstanzen sind im Knochengewebe nachweisbar, bisher jedoch
nicht eindeutig lokalisiert. Sie scheinen mehr auf Gewebeantigene der Knochen
zuriickzufiithren zu sein als auf erythrozytire Antigene [9]. Unabhéngig vonein-
ander stellten Scheibe [25], Kirst [16], Bayer [2] und Kellermann [14, 15] fest,
daBl ABO-Aktivitit im Knochengewebe durch das Se-Gen gesteuert wird.
Grundlegende Arbeiten von Grupp und Ceppellini [nach 24] tiber die Kontrolle
der Synthese von ABO- und Le-Substanzen in Korpergeweben und —fliissig-
keiten wurden kiirzlich von Oriol weitergefiihrt. Er postuliert das endo- und ek-
todermale Modell der genetischen ABH-Synthesekontrolle [19, 20, 21]. Hier-
nach sollen ABO-Substanzen in Endothelzellen, Erythrozytenmembranen,
sensorischen Nervenfasern der Spinalganglien und damit auch in ihren termina-
len Verzweigungen im Knochengewebe vorhanden sein. Sie entstehen auf dem
Geriist des 2. Prikursortyp (Laktoneo-), sind unabhingig von Se- und Le-Gen-
steuerung und sind ektodermaler Herkunft. Ein weiterer Teil von Blutgruppen-
substanzen wird vom Plasma an die Erythrozytenmembran absorbiert und ist
endodermaler Herkunft [1. und 2. Prikursortyp (Lakto- und Laktoneo-)] und
wird von den Le- und Se-Genen kontrolliert. Knochengewebe besteht zu
ca.35% aus organischem Material: u.a. GefdBe, Nervenzellen, Osteozyten, in-
trazellulare Knochensubstanzen, Kollagenfasern. Jede dieser genannten Kom-
ponenten konnte als potentieller Antigen-Tréger in Frage kommen.

Ziel dieser Studie ist es daher, die ABH-Antigene den entsprechenden
Komponenten zuzuordnen.

Material und Methoden

Von sechs menschlichen Leichen mit folgenden Blutgruppenzugehérigkeiten:

. 0,Le(a—b+)

. A;B,Le(a—b—)
. Aj, Le(a+b—)

. Ay, Le(at+b—)

. Aj, Le(a—b—)

. B, Le(a+b—)

N W=
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wurden Fragmente des Femur entnommen, von Weichteilanhaftungen befreit und anschlie-
Bend nach drei verschiedenen Verfahren aufgearbeitet:

A. Es wurden jeweils ca. 1mm dicke Knochenscheiben in Formalin fixiert und anschlieBend
mit 10%iger EDTA-Losung (pH 7,0) dekalzifiziert. Aus den so entkalkten Knochenscheiben
wurden histologische Kryostat-Schnitte (15-20 um) hergestellt. Diese wurden auf einer Tiip-
felplatte der folgenden enzymimmunohistochemischen PAP-Methode unterzogen [4, 22]:

1. Vorbehandlung zur Entfernung endogener Peroxidasen:
30 min Inkubation in 1%igem H,0, in Methanol

2. Blockieren unspezifischer Antikdrperbindungsstellen:
Inkubation in 1:20 verdiinntem Schweineserum

3. Absorptionsphase mit Antiseren’:

a) — Seraclone Anti-A, Biotest, Art. Nr. 801320 ~ Verdiinnung 1:10
— Seraclone Anti-B, Biotest, Art. Nr. 801345 — Verdinnung 1:10
— Monoclonal Anti-H, Dakopatts, Code No. A 583 — Verdiinnung 1:50

b) — Rabbit antiserum to mouse IgM, Bionetics, Cat. 8403—-09 — Verdiinnung 1:500
— Rabbit anti-mouseimmunglobulins, Dakopatts, Code Nr. Z 259 — Verdiinnung
1:50
¢) — Swine anti-rabbitimmunoglobulins, Dakopatts, Code Nr. Z 196 — Verdiinnung
1:100

d) — PAP (rabbit), Dakopatts, Code Nr. Z 113 — Verdiinnung 1:100

4. Visualisierung der Reaktion durch Zufiigen von H,0, und 3-Amino-9-Ethylcarbazol
(Sigma No. A-5754) als Substrat; 20 min Inkubation)

5. Gegenfirbung mit Himatoxilin 30-60 sec

6. Mikroskopische Auswertung

B. Knochenfragmente der vorstehend aufgefiihrten Leichen 1. bis 4. wurden pulverisiert.
AnschlieBend wurden sie wihrend 24 Std mehrfach mit Aqua dest und nachfolgend mehrfach
mit Aceton gewaschen. Der letzte Waschgang erfolgte mit 50°C warmem Aceton. Nach De-
kalzifizierung mit EDTA-Losung (pH 7) wurden sie erneut im Aqua dest und Aceton gewa-
schen.

Von den so erhaltenen 4 verschiedenen Knochenpulvern wurden 2 (die mit den Blutgrup-
pen O bzw. A,) intensiv fraktionsweise mit Aqua dest gewaschen. Jede Waschfraktion wurde
nach Einengen auf Peroxidase-Aktivitit mit Hilfe der , Kastle-Meyer-Reaktion® tiberpriift.
Nach 6 Waschfraktionen (insgesamt 90 min) war keine Peroxidase-Aktivitit mehr nachweis-
bar.

Alle 4 Knochenpulver wurden sodann mit 1:1 eines Phosphatpuffer-Butanolgemisches
iiber 72 Std erschopfend extrahiert [17, 34]. Die Butanolphasen wurden jeweils vereinigt und
bei 45°C am Rotationsverdampfer auf 10 ml konzentriert. Durch Zentrifugation wurde der
verbliebene Butanol-Uberstand abgetrennt und zur Trockene eingeengt. Der Riickstand
wurde in Anlehnung an Brockhaus [5] in ein Gemisch aus Chloroform: Methanol: Wasser
(8:4:2,4) aufgenommen. Durch kriftiges Schiitteln entstand eine Suspension. Nach Zentrifu-
gation wurde die obere Phase gewonnen. Die untere Phase wurde noch zweimal mit der sog.
»theoretischen oberen Phase“ des Losungsmittelgemisches Chloroform : Methanol: Wasser
(8:4:2,4) ausgeschiittelt. Die vereinigten Uberstiinde wurden zur Trockene eingeengt; der
verbliebene Riickstand wurde in 1ml Chloroform : Methanol (2:1) aufgenommen und zentri-
fugiert. Jeweils 10, 20, 30 und 40 pl des Uberstandes wurden in flachbodigen Plastikrohrchen
mit Stickstoff abgedampft. An dem so erhaltenen Riickstand wurde die Absorptions-Elutions-
technik durchgefiihrt. Die hierbei verwendeten Antiseren waren polyklonales Anti-A (Behring

"Entfernen nicht absorbierter Antikorper durch mehrmaliges Waschen in 0,5M TBS (pH
7,6)
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ORVE 20/21), polyklonales Anti-B (Behring, ORVF 20/21) mit einem Titer von 1:128 und
Lectine UEA-1 (Medac, Nr. L-2201) in einer Verdiinnung 1:30.

Je 50 pl des Uberstandes wurden in einem Doppelansatz diinnschichtchromatographisch
an Kieselgel 60 (HPTLC-Aluminiumplatten) mit dem Laufmittel Chloroform:Methanol:
Wasser (65:35:8) aufgetrennt. AnschlieBend wurden die Aluminiumplatten in Streifen ge-
schnitten, so daf nun 4 Zwillings-Chromatogramme vorlagen. Der eine Teil jedes Zwillings-
Chromatogramms wurde dem unspezifischen Nachweis fiir Zuckerverbindungen mit 0,5%iger
Orcin-Losung (Serva Nr. 31180) in 2 N-H,SO, mit anschlieBender 15-miniitiger Trocknung bei
110°C unterzogen und zur Zuordnung der Banden auf den anderen unbehandelten Teil jedes
Zwillings-Chromatogramms herangezogen. Aus diesem wurde jeweils in dem zu erwartenden
Bandenbereich das Kieselgel abgekratzt, zweimal mit Chloroform:Methanol (2:1) extra-
hiert, das Losungsmittel abgedampft und an den Konzentraten die Absorptions-Elutionstech-
nik durchgefiihrt.

C. Versuchsweise wurde an einigen Chromatogrammen der Blutgruppensubstanznachweis
mit der PAP-Methode durchgefiihrt. Die Methode ist analog zu derjenigen, die bereits zum
Nachweis der Glykosphingolipide der ABH- und Le-Blutgruppensubstanzen aus Erythrozy-
ten beschrieben wurde [13]. Erste Versuche wurden mit dem Restmaterial der unter B. be-
schriebenen Methode durchgefiihrt. Nach schwachem Reaktionsausfall wurde die dabei ein-
gesetzte Knochenmenge bei erneuter Aufarbeitung auf ca. 200 g Ursprungsgewicht angeho-
ben. Bei diesem Material handelte es sich um Knochengewebe eines Trigers der Blutgruppe
AB, Le(a—b+).

Ergebnisse

A. Die Durchfithrung der PAP-Technik an Kryostatschnitten von Knochenge-
webe ergab bei mikroskopischer Beurteilung positive serologische Reaktionen
des organischen Gewebes in den Havers’schen Kanilen: Gefdl3wénden, Ery-
throzyten, Nervenfasern (?) und dem Osseomukoid, welches als Belag auf der
Wand der Havers’schen Kanéle des Knochens vorhanden ist. Diese Reaktionen
konnten mittels Antikérper-Enzym-Substratreaktion und der daraus resultie-
renden Einfirbung sichtbar gemacht werden. Weiterhin ergaben sich spezifi-
sche blaBrote Einfirbungen des Bindegewebes der Havers’schen Kanéle. Eine
positive Reaktion lieB sich jedoch nicht in sémtlichen Kanilen feststellen. In
zwei Fillen (A; und A,) wurde stellenweise eine unspezifische Reaktion des
Osseomukoids und des Bindegewebes mit Anti-B-Antiserum beobachtet. In
simtlichen untersuchten Fillen erwiesen sich die Osteozyten und Kollagenfa-
sern als serologisch inaktiv.

B. Serologische Aktivitit wurde nur in Knochenextrakten der Blutgruppen
A;B, A; and A, nachgewiesen. Der Extrakt von Knochen der Blutgruppe 0 war
serologisch inaktiv (siche Tabelle 1).

In Abbildung 1.sind die mit Orcin angefiarbten Chromatogramme darge-
stellt. Die mit den Ziffern I-V bezeichneten Bandenbereiche wurden in den un-
behandelten Zwillingschromatogrammen abgekratzt und extrahiert.

Zwischen den 4 Chromatogrammen existieren geringe Unterschiede in der
Intensitit: Bei zusitzlicher Aqua-dest-Spiilung ist diese schwicher (Position 1,
4) als ohne Spiilung (Position 2, 3). Serologische Aktivitidt wurde nur in den
Kieselgel-Fluaten aus den Feldern III der Positionen 2, 3 und 4 nachgewiesen.
Bei Unterteilung des Feldes III in I11a (untere Zone: 2 Banden) und IIIb (obere
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Tabelle 1. Serologische Aktivitit der Knochenextrakte Ausprigung durch Einteilung der Ag-
glutinationsstirke von — bis +++ dargestellt

10pl 20l 30ul 40l

0 AB A, A, 0 AB A A 0° AB A A, 0 AB A A

a -+ o+ - =+ 4+ - 4+ o+ o+ -+ o+ o+
B e S I S
UEA —~ — - — — — — — = — = - - = - -

N _ —
i g I\
m Wb [ ms [
— ]I[Cl ]I[Cl
I 'R vl
I I I
- - L ey L g L;_,_,,.."-

0 Le (a-b+) A1B Le(a-b-) A; Le (a+b-) Ay Le(a+b-)

Abb. 1. Diinnschichtchromatogramme von Knochenextrakten nach Anfirbung mit Orcin

Zone: 1 Bande) zeigte sich, dal} diese Aktivitét in der oberen Zone (I11Ib) stiér-
ker war. Eine Ausnahme bildet das Feld III in Position 2 (Knochen A;B): Die
serologische Aktivitdt der A-Substanz wurde im Bereich der Zonen IIla und
ITIb nachgewiesen, wihrend jene der B-Substanz nur im Bereich der unteren
Zone (I1Ia) nachgewiesen wurden.

C. Die aus Knochengewebe der Blutgruppentriger A;B, A; und A, extrahier-
ten Glykosphingolipide der Blutgruppensubstanzen ergaben nach Anwendung
der PAP-Technik auf den Chromatogrammen Reaktionen in Form von schwach
hellrot eingeféirbten Banden. Diese Anfirbungen waren serologisch spezifisch.
Chromatogramme von Knochenextrakten der Blutgruppe 0 reagierten negativ.
Ein Vergleich der Zwillingschromatogramme: Orcin — PAP-Technik zeigte,
daB3 neben den im Bereich der Zonen I1la und IIIb auftretenden positiven PAP-
Reaktionen auch schwach positive PAP-Reaktionen in Hohe der Zonen I und
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Abb. 2. Zwillingschromatogramme
eines Knochenextraktes (A;B)
Pos. 1, Pos. 2 und eines Erythrozy-
ten-Membranextraktes (A;) Pos. 3,
Pos. 4. Pos. 1, Pos. 3: Anférbung
mit Orcin; Pos. 2, Pos. 4: Anfir-
bung der A-aktiven Glykosphin-
golipide mittels der PAP-Methode

11 vorlagen. Nicht alle PAP-positiven Banden der Zonen I und II wiesen Aqui-
valente auf den mit Orcin behandelten Chromatogrammen auf. Dagegen hatten
die meisten Orcin-positiven Banden auf allen Zonen (I-V) keine Aquivalente
auf den mit der PAP-Technik behandelten Chromatogrammen.

Das Chromatogramm des Knochenextraktes der Blutgruppe A;B zeigte im
Bereich der Zone I1Ib weder bei Anwendung der Absorptions-Elutionstechnik
noch bei der PAP-Technik serologische B-Aktivitit (siehe Abschnitt B).

Die deutlichste Reaktion der A-aktiven Glykosphingolipide lieB sich auf ei-
nem Chromatogramm eines Knochenextraktes, das aus 200 g statt nur 100 g
Knochenmaterials der Blutgruppenzugehorigkeit A;B Le(a—b+) gewonnen
worden war, beobachten (Abb. 2).

Diskussion

In bisherigen Veroffentlichungen wurde die Lokalisation der Blutgruppensub-
stanzen in Knochengewebe nicht definiert. Anfinglich bestand die Uberlegung,
ob serologische Aktivititen in bestimmten Strukturen des Kompaktknochens
vorliegen. Mittels PAP-Technik konnten ABH-Aktivitit in den inneren Schich-
ten der Gefalwinde, Erythrozyten, Nervenfasern (?), im Osseomukoid, das
die Winde der Haver’schen Kanile auskleidet und am schwéchsten im Binde-
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gewebe der Havers’schen Kanile festgestellt werden. Da die Anwendung der
Gefrierschnitt-Technik zu einer erheblichen mechanischen Beeintrichtigung
des Gewebes fiihrt, war die Zuordnung der morphologischen Strukturen nicht
immer eindeutig moglich. Dieses traf insbesondere auf die Nervenfasern zu.

Der Nachweis serologischer Aktivitdt im Osseomukoid- und Bindegewebe
— unabhingig vom Le-Status — war unerwartet. In zwei Fillen traten zusétzlich
hier stellenweise unspezifische serologische Reaktionen auf. Aus der Literatur
ergaben sich bisher keine Anhaltspunkte fiir serologische Aktivitéten in den ge-
nannten Strukturen.

Die Grundsubstanz des Bindegewebes weist eine groie Menge an Mukopo-
lysacchariden, bestehend u. a. aus Aminozuckern, auf. Ahnliche Eigenschaften
besitzt das Osseomukoid, das die Grundsubstanz der interzelluldren Knochen-
substanz bildet. Die strukturelle Ahnlichkeit in der Bauweise von Blutgruppen-
substanzen mit diesen Strukturen kénnte eine Erklirung fiir mogliche Kreuzre-
aktionen sein.

Bisher sind einige Arbeiten erschienen, die Extraktionsverfahren zur Ge-
winnung von Blutgruppensubstanzen aus Knochengewebe beschreiben. Borgo-
gnini hat Versuche dieser Art an der Spongiosa des Knochens durchgefiihrt und
setzte dazu Extraktionsverfahren auf wissriger Basis ein [3]. Mit diesem Ex-
traktionsmittel ist es unserer Meinung nach nicht moglich, reine blutgruppen-
spezifische Substanzen zu isolieren, lediglich morphologische Strukturen, mit
denen die Antigene verkniipft sind, z. B. Endothelzellen oder Fragmente von
Erythrozyten-Membranen. — In einer anderen Untersuchung wurde kompak-
tes Knochengewebe in 83%igem Ethanol extrahiert [12]. Darin konnten serolo-
gisch aktive Substanzen des ABO-Systems nach Abkiihlung auf —10°C im Pré-
zipitat nachgewiesen werden. In der vorliegenden Untersuchung wird eine N-
Butanol-Extraktion beschrieben, die bislang bei der Isolierung von blutgrup-
penspezifischen Substanzen aus Erythrozyten-Membranen erfolgreich ange-
wendet worden ist [17, 34].

Chromatogramme von Knochenextrakten, die mit Orcin angeférbt wurden,
wiesen eine Reihe von Banden auf (Abb. 1). Dabei handelt es sich zumeist um
serologisch inaktive Zuckerverbindungen. Nur die Kieselgel-Extrakte des Fel-
des IIT auf den unbehandelten Chromatogrammen wiesen im Absorptions-
Elutionstest serologische Aktivitdt auf (Abb.1). Dieses Ergebnis wurde durch
die anschlieBende Untersuchung mit der PAP-Methode bestitigt. Hierbei wurde
aulerdem serologische Aktivitdt im Bereich der Felder I und II nachgewiesen.
Es stellt sich somit die Frage, warum die Aktivitit der Felder I und II nicht mit
der Absorptions-Elutionsmethode nachweisbar war. In den Bereichen der Fel-
der T und II gab es neben den serologischen aktiven Banden auch Anfirbungen
durch serologisch inaktive Zucker (Abb. 2). Nach dem Eluieren der blutgrup-
penaktiven Glykosphingolipide, zusammen mit den entsprechenden serologisch
inaktiven Zuckern vom Kieselgel, wurden die Eluate abgedampft und mit den
bei der Absorptions-Elutionsmethode verwendeten Antiseren tiberschichtet.
Durch Uberschichtung mit diesen wissrigen Antikérperldsungen werden vor-
handene leicht 18sliche Zuckerverbindungen und hiervon mitgerissen Glyko-
sphingolipide in Losung gebracht und durch die Spiilvorginge wihrend der Ab-
sorptions-Elutionsmethode ausgewaschen. Sie stehen somit anschlieBend fiir
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die eigentliche Nachweisreaktion nicht mehr zur Verfiigung. Im Feld III waren
die serologisch neutralen Zucker dagegen nicht nachweisbar.

Obwohl die Knochen der Blutgruppenzugehorigkeit A, zusétzlich bis zum
Verschwinden der Peroxidase-Aktivitit gespiilt wurden, war sowohl im Kno-
chenextrakt direkt als auch auf den entsprechenden Chromatogrammen serolo-
gische Aktivitat nachweisbar. Das bestitigt, wie die mikroskopischen Untersu-
chungen bereits gezeigt hatten, daB die serologische Aktivitit des Knochens
durch Erythrozyten und Gewebsantigene bestimmt wird. Knochen mit H-Blut-
gruppenaktivitidt wurden analog gespiilt. Hier war jedoch weder im Knochenex-
trakt direkt noch auf den entsprechenden Chromatogrammen serologische Ak~
tivitdt vorhanden. Urs#chlich dafiir konnte sein, daB wihrend der intensiven
Spiilung nicht nur Erythrozytenmembranen, sondern auch die Gewebstriager
der blutgruppenspezifischen Substanzen abgetrennt wurden. Im Einklang da-
mit steht, daff auch der Nachweis der serologischen Aktivitit im Kryostatschnitt
mittels PAP bei diesen Knochen (Blutgruppe H) am schwichsten war.

An den Chromatogrammen des Knochenextraktes der Blutgruppe A;B war
in der Zone I1Ib mittels der PAP-Technik keine B-Aktivitdt nachweisbar. Die
gleiche Beobachtung wurde an den Extrakten von A;B Glykosphingolipiden
aus Erythrozytenmembranen gemacht [13]. Dieses Phinomen ist erklirbar
durch eine Verschiebung der Glykosphingolipide A und B mit gleicher Zucker-
kettenldnge aufgrund der Anwesenheit einer Acetylgruppe in der A-Determi-
nanten gegeniiber der stirker polaren Hydroxylgruppe in der B-Determinan-
ten.

Aus den vorstehenden Ausfithrungen werden abschlieBend folgende Kern-
sétze formuliert:

1. Im Kompaktknochengewebe nachweisbare ABH-Blutgruppensubstanzen
sind sowohl Gewebe- als auch erythrozytdre Antigene.

2. ABH-Aktivitdt ist in den Endothelzellen, Erythrozytenmembranen, im Os-
seomukoid, im Bindegewebe und in den Nervenfasern (?) festgestellt worden.
3. Fiir serologische Untersuchungen im Knochengewebe kommen neben den
bisher bekannten Methoden sowohl die enzymimmunohistochemische PAP-
Methode als auch die diinnschichtchromatographische Auftrennung von Glyko-
sphingolipiden aus Knochenextrakten mit anschlieBendem Nachweis mittels
Absorptions-Elutions- oder PAP-Technik infrage.

Danksagung. Die Autoren bedanken sich fiir die hilfreiche und freundliche Unterstiitzung bei
den Mitarbeitern Dr. Jiirgen Lenz und Petra Ritter.
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