Zeitschrift for

Z Rechtsmed (1989) 102:531-534 ReChtsmed|Zin

© Springer-Verlag 1989

Quantitative Bestimmungen von Hp, Pi, Tf und Ge¢
aus gelagerten Blutspuren
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Institut fiir Rechtsmedizin der Universitit Wiirzburg, D-8700 Wiirzburg, Bundesrepublik
Deutschland

Quantitative analysis of Hp, Pi, Tf and Gc in blood stains

Summary. Quantitative analysis of serum proteins in blood stains by rocket
immunoelectrophoresis showed the following results: Long elution times in
processing blood stains do not produce a significantly higher yield of serum
proteins in stains, and they increase the risk of structural alteration of pro-
tein molecules. The amount of proteins detected decreases with increasing
age of blood stains. Some proteins are already altered in stains after a short
storage time and are no longer useful for phenotyping. Our results confirm
that blood stain material should be processed as soon as possible.

Key words: Quantitative (rocket-) immunoelectrophoresis — Blood stains,
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Zusammenfassung. Unsere Versuche mit der Raketen-Immunelektropho-
rese zum quantitativen Nachweis spezifischer Proteine in Blutspuren haben
folgende Ergebnisse erbracht: Lange Elutionszeiten bei der Aufarbeitung
von Blutspuren erbringen keine nennenswert hohere Ausbeute an Serum-
proteinen und erhdhen aber die Gefahr von Strukturverinderungen der Ei-
weiBmolekiile. Mit zunehmender Lagerungszeit von Blutspuren verringert
sich die mit der o.g. Methode nachweisbare Proteinmenge kontinuierlich.
Ein Teil der erfabaren Proteine ist bereits nach kurzer Zeit alteriert und
daher fiir die Phinotypisierung nicht mehr geeignet. Durch die Versuche ist
erneut belegt, dal Spurenmaterial so schnell wie moglich untersucht werden
sollte.

Schliisselworter: Blutspuren, quantitative Immunelektrophorese — Raketen-
immunelektrophorese, Blutspuren

Einleitung

Genetisch variabel geprigte Serumproteine werden in der rechtsmedizinischen
Praxis elektrophoretisch aufgetrennt und so deren Phanotypen festgestellt. Da
diese Proteine auch in Blutspuren auf Stoff aufzufinden sind, war es unser Ziel
festzustellen, welcher Anteil der urspriinglich in der Blutspur auf Baumwoll-



532 W.Schwerd und J. Grof3

Abb.1. Raketen-Immun-Elektropherogramm nach Anfirben mit Chromatin-Blau

stoff vorhandenen Proteine herausgeldst werden kann und so fiir eine Auftren-
nung in Phinotypen zur Verfiigung steht (Wiederfindungsrate). Mit der erstmals
von Laurell beschriebenen ,,Raketen-Immunelektrophorese®, die von anderen
Autoren auch als ,,Elektro-Immuno-Essay“ bzw. ,,Elektro-Immuno-Diffusion®
bezeichnet wird, konnen quantitative Proteinbestimmungen ohne groBeren tech-
nischen Aufwand durchgefiihrt werden (1-5).

Die Raketen-Iimmmunelektrophorese

Das Prinzip der Methode beruht auf einer Antigen-AntikSrper-Prézipitation
withrend der Wanderung der Proteine im elektrischen Gleichstromfeld von einer
Elektrode zur anderen. Das Gel enthilt den Antikdrper. Dadurch, dafl Anti-
gen im UberfluB auf das Gel aufgebracht wird, entsteht zunéchst nur eine par-
tielle Prizipitation. Diese Immunkomplexe bleiben wasserlgslich. Zur Anode
hin bilden sich miteinander vernetzte Immunkomplexe in Form eines raketen-
formigen und wasserunloslichen Prazipitatbogens, der um so hoher wird, je
hoher die Proteinkonzentration in der Probe ist (Abb.1).
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Die quantitative Bestimmung gelingt mit einem Kalibrator, d.h. mit einer
kéduflichen Serumprobe mit definierter Menge des zu untersuchenden Proteins.
Mit entsprechenden Verdiinnungen kann man anhand der Prizipitationshéhen
mit einer Eichkurve die Proteinmengen bestimmen.

Wir fithrten die Raketen-Immunelektrophorese in einprozentigen Agarose-
gelen iiber Nacht durch, weil nach unseren Erfahrungen die Bandschirfe bei
Diffusionszeiten von rund 16 Std. optimal ist. Zur besseren Handhabung wurden
die Gele auf Tréigerfolien gegossen. Der verwendete Barbitalpuffer hatte eine
Ionenstérke von u=0,02 und einen pH-Wert von 8,6. Nach der Diffusion wurden
die Gele gewaschen, mit Coomassie gefirbt und unter Sichtkontrolle entférbt.

Die Versuche wurden mit dem Blut von vier Personen durchgefithrt. Die
Ausgangskonzentrationen der vier genannten Proteine wurden jeweils am Frisch-
blut bestimmt und gleich 100% gesetzt. Mit je 20 pl Blut wurden auf Baum-
wollstoff Spuren angefertigt, bei Raumtemperatur gelagert und nach 4 Tagen,
6 und 12 Wochen untersucht. Eluiert wurde mit der 10-fachen Menge A. dest.
im Vergleich zu der Spur.

Einfluf3 unterschiedlicher Elutionszeiten auf die Wiederfindungsrate

Abbildung 2 zeigt die prozentualen Durchschnittswerte fiir die einzelnen Pro-
teine nach der Elutionsdauer von einer, zwei, sechs und vierundzwanzig Stun-
den. Die Blutspuren waren alle 4 Tage trocken bei Zimmertemperatur gelagert
worden. Bei allen Proteinen wurden fiir die ersten drei Elutionszeiten Wieder-
findungsraten von rund 70% gemessen. Die Verlidngerung der Elutionsdauer
auf 24 Std erhohte die Wiederfindung bei Hp, Pi und Gc nur um knapp 10%.
Bei den Transferrinen wurden hingegen bei allen Bestimmungen an den vier
Tage alten Spuren Werte von iiber 100% des Ausgangswertes gemessen. Dies
lieB uns zunichst an einen technischen Fehler denken, den wir jedoch durch
Wiederholung der Messung ausschlieBen konnten. Anscheinend kommt es bei
den Transferrinen zu Strukturverdnderungen der Molekiile mit relativer Zu-
nahme der Antikdrper-Bindungsstellen.

*ls *h

100 Haptoglobin 100 W &1 - Antitrypsin
80 80
60 60
40 404
20 20
th|2h[6h{2sh | ElLZeit th |2h | 6h |26h |EL Zeit
78 750 B4 87 h 691 725 71,2 876 ‘h
% Transferrin K Ge~ Globulin
100 1 100
aol 80
601 60
Abb. 2. EinfluB} unterschiedlicher w w0
Elutionszeiten auf die Wiederfin-
dungsrate von Hp, Pi, Tf und Gc aus 204 on bl ez 2
. th | 2h h J24h | EL Zeit 2 . Zei
vier Tage alten Blutspuren “ 1h]2n]en|2nj R Zen

838 821 8291088 " 632 76,8 788 914 '



534 ‘W.Schwerd und J. GroB

% «-Antitrypsin

Elution 24h 20 =~ Elution 24h

Elution 1h Elution 1h
4Tage 6 Wochen 12 Wochen 4 Tage 6Wachen 12 Wochen
Elution 2h: 87,7 22 61 % Elution 26h: 87,6 330 22 %
Elution 1h’ 718 22 59 % Elution 1h: §g,1 28 86 %
b Transferrin
120 %o Ge-Glohulin
100 100
N\, . .
80 80 AN Abb. 3. EinfluB lingerer
60 60 N
. AN Lagerung der Blutspuren
4 . @ \ .
Elution 24h o . .
2 Elution 248 20 - auf die Wiederfindungsrate

[, Elution 24h .
Ewton th von Hp, Pi, Tf und Gc
4Tage 6Wochen 12 Wochen 4 Tage BWochen 12 Wochen
Elution 24h: 108,7 554 336 % Elution 24h: 91,4 269 90 %
Elution Th: 838 428 245 % Elution 1h: 632 205 66 %

Einfluf3 langerer Lagerzeiten von Blutspuren auf
die Wiederfindungsrate der Proteine

Die Wiederfindungsraten der einzelnen Proteine in 6 und 12 Wochen alten Blut-
spuren sind in Abbildung 3 dargestellt. Uberraschenderweise kam es zu einem
etwa parallelen Abfallen der Konzentrationen bei allen vier Proteinen. Die ge-
ringste Abnahme war beim Tf festzustellen, was auf das oben beschriebene
Phinomen zuriickzufithren ist,

Von besonderem Interesse ist jedoch die Beantwortung der Frage, ob die mit
der genannten Methode nachgewiesenen Epitope auch erhaltenen Phénotypen
entsprechen. Dazu wurden die Phénotypen in der iiblichen Weise analysiert.
Wir stellten jedoch fest, daB nur die Ge-Typen erhalten geblicben sind.

Uber Verinderung der Transferrine allein durch Antrocknung haben wir be-
reits frither berichtet [6]. Durch Immunoblotting konnte nachgewiesen werden,
daB die spezifischen Epitope an den in ihrer Lage verinderten Banden erhalten
geblieben sind. Ahnliche Ergebnisse hatten wir auch mit dem a;-Antitrypsin
(Pi) erhaiten.
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