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Detection of  Glycosphingolipid antigens A B H  and Lewis on thin-layer plates 
using the PAP-method  

Summary. Stroma from hemolyzed erythrocytes of blood groups 0, As, B 
and A1B were obtained and subjected to butanol/phosphate buffer extrac- 
tion. This extract was separated using HPTLC,  and the A B H  and Le sub- 
stances were detected on the chromatogram using the PAP technique. The 
staining of the bands allowed specific demonstration of the serologically 
active glycosphingolipids present in the A B H  and Le blood group sub- 
stances. The antigens of the AB0 system showed a 3- to 12-band pattern. 
Each of the antigens Le a and Le b presented 3 bands. The slight differences 
in the levels of glycosphingolipids of equal chain lengths are probably due to 
differences in their chemical structures. 

Key word: Glycosphingolipids of A B H  and Le blood group substances, PAP 
method 

Zusammenfassung. Aus h~imolysierten Erythrozyten der Blutgruppe 0, A, 
B, and A~B wurde die Membranmasse gewonnen und einer Butanol-Phos- 
phatpufferextraktion unterzogen. Die so gewonnenen Extrakte wurden mit- 
tels H P T L C  aufgetrennt. An den Chromatogrammen wurde der ABH- und 
Le-Nachweis mittels PAP-Technik durchgeftihrt. Die hierbei erzielte 
Bandenanfgrbung erlaubt die spezifische Darstellung der serologisch akti- 
ven Glykosphingolipide der ABH-  und Le-Blutgruppensubstanzen. Die 

* Diese Studie wurde im wesentlichen durch ein Stipendium der Alexander-von-Humboldt- 
Stiftung erm6glicht 
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Antigene des AB0-Systems zeigen sich in Gestalt von 3- bis 12-bandigen 
Mustern. Die Antigene Le a und Le b weisen jeweils 3 Banden auf. Kleine 
Verschiebungen in den H6henniveaus der Glykosphingolipidgruppen der 
gleichen Kettenl~nge des AB0-Systems k6nnen auf Unterschiede im che- 
mischen Antigenaufbau zuriickgeftihrt werden. 

Sehliisseiwort: Glykosphingolipide der ABH- und Le-Substanzen, PAP- 
Methode 

Einleitung 

Der Blutgruppennachweis an forensischen Substraten hat seine Grenzen dort, 
wo durch bakterielle Glykosidasen, Deacetylasen und Glykosyltransferasen de- 
terminierende Zuckermolektile entweder entfernt oder angeftigt werden. In 
Folge entstehen ,,neue" Blutgruppen [5, 21, 23]. Serologische Methoden sind 
dann nicht mehr imstande, Artefakte von ,,wahren" Werten zu unterscheiden. 
Immunhistochemische Methoden haben einen wesentlichen Teil dieser Lticke 
geschlossen, da ihr Reaktionsausfall an morphologische Strukturen gebunden 
ist [3, 12, 19, 20]. Sie haben ihre Grenzen dort, wo der Zersetzungsprozeg wei- 
ter fortgeschritten ist. Ziel der vorliegenden Untersuchung war es, eine auch 
dann noch brauchbare Methode zu erarbeiten und ihre Aussagef~ihigkeit zu- 
ngchst an optimalen Substraten zu tiberprtifen. 

Derzeitiger Wissensstand 

Bis heute sind zahlreiche Publikationen erschienen, die die aus Erythrozyten 
extrahierten Glykosphingolipidketten der Blutgruppensubstanzen beschreiben. 
Die Untersuchungen wurden vorwiegend unter Anwendung von chemisch-ana- 
lytischen Methoden durchgefiihrt [6, 8, 13, 14, 30]. U.a.  durch Morgan und 
Watkins wurden die Synthesemechanismen sowie die Tr~igerstrukturen der 
AB0- und Lewis-Antigen-Determinanten aufgekl~irt. Diese Antigene finden 
sich in zwei grunds~itzlich unterschiedlichen chemischen Stoffklassen: Als 
Glykosphingolipide - Verbindungen aus einer Zuckerkette und einem Lipid, 
welches aus Fetts~iuren und Sphingosin besteht - und als Glykoproteide - bier 
ist die Zuckerkette an jeweils unterschiedliche Proteine gekoppelt. Die frtihere 
klassische Unterteilung in wasserl6sliche Antigene - Glykoproteine - und 
membrangebundene Antigene - Glykosphingolipide - ist durch die Tatsache 
relativiert, dab membrangebundene Antigene auch Glykoproteid-Natur haben 
und vice versa. 

Beziiglich des Kohlenhydrat-Anteils existieren i.W. zwei Grundtypen [15, 
28]: 

- Lakto-Glykosylceramide (1. Pr~ikursorbautypus/Kette 1) 
Gal [3 ( 1 - 3 ) - a l c N A c  [3 ( 1 - 3 ) - a a l  [3 ( 1 - 4 ) - G l c - C e r  

- Laktoneo-Glykosylceramide (2. Pr~ikursorbautypus/Kette 2) 
Gal [3 (1-4) -GlcNAc [3 (1 -3 ) -Ga l  [3 ( l - 4 ) - G l c - C e r  
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D i e  Le  a- und  Leb-ak t iven  G l y k o s p h i n g o l i p i d e  ge h6 re n  

K e t t e n  an: 

Ga l  [3 ( 1 - 3 ) - G l c N A c - R  G a l  f3 ( 1 - 3 ) - G l c N A c - R  

I I I 
Fuc ~4 Fuc ~2 Fuc a 4 

Le  a L e  b 
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de r  e r s t en  de r  o .g .  

In  den  le tz ten  J a h r e n  w u r d e  die  H y p o t h e s e  von  G r u b b  und  Ceppe l in i  [24] t iber  
die  K o n t r o l l e  de r  B iosyn these  von A B H -  und  L e - S u b s t a n z e n  durch  Or io l  wei-  
t e r en twicke l t .  D i e s e r  fiJhrte das  endo-  und  e k t o d e r m a l e  M o d e l l  de r  gene t i schen  
A B H - S y n t h e s e k o n t r o l l e  ein.  Sei t  re la t iv  k u r z e r  Ze i t  wi rd  e r fo lgre ich  versucht ,  
d ie  A B H - G l y k o s p h i n g o l i p i d e  mi t  Hi l fe  von  r a d i o i m m u n o l o g i s c h e n  M e t h o d e n  
nachzuwe i sen  [1, 2, 7, 25, 27]. 

Material und Methoden  

a. Untersuchungsmaterial 

Die untersuchten Erythrozytenmassen stammten von: 

- 5 Personen der Gruppe A1 - diese waren z.T. Le(a+),  z.T. Le(b+),  so dab die Mi- 
sehnng Le(a+b+)  war; 

- 1 Person der Gruppe B - L e ( a - b + ) ;  
- 1 Person der Gruppe A1B - L e ( a + b - )  
- 1 Person der Gruppe 0 - L e ( a - b - ) .  

b. Hdmolyse 

Die Erythrozytenmasse wurde im Verh~ltnis 1 : 5 mit Aqua dest (4°C) versetzt und mit 3% iger 
eiskalter Essigs~iure auf pH5.5 eingestellt. AnschlieBend Zentrifugation und mehrfaches 
Waschen des Sediments mit Aqua dest. 

c. Butanolextraktion 

Je 50 ml Erythrozytenmembranen der jeweiligen Gruppe wurden jeweils 24 Stunden mit ver- 
schiedenen Butanol/Phosphatpnffer-Mischungen extrahiert [13, 29]: 

- 1. 200ml Phosphatpuffer (0.02M, pH7.5) 
+ 250 ml n-Butanol 

- 2. +3. 250ml Phosphatpuffer (0.02M, pH7.5) 
+ 250 ml n-Butanol 

Die aus jeder Gruppe erhaltenen Butanolphasen wurden auf jeweils 10 ml eingeengt. 

d. Dialyse 

Der durch Zentrifugation (2.5 rain, 15 000 U/min) gewonnene Oberstand yon jeweils 2 ml ein- 
geengter Butanolphase wurde mit 24 ml Aqua dest verdiinnt und anschlieBend wieder auf ca. 
4-5 ml eingeengt. Dieser Extract wurde bei dreimaligem Wasserwechsel 48 h bei 4°C dialy- 
siert (Visking-Dialyseschlauch, Serva Type 36/32). Die Dialysate wurden zur Trockene einge- 
engt. 



50 R. Hauser et al. 

e. Extraktion 

In Anlehnung an Brockhaus [4] wurden die Rtickst~inde 3 mal mit Chloroform:Methanol: 
Wasser (8:4:2.4) ausgesch~ttelt, zentrifugiert (5 min, 5000 U/rain), die oberen Phasen wur- 
den jeweils gesammelt und zur Trockene eingeengt. 

f. D~nnschichtchromatographie 

Die Extrakte wurden in l ml Chloroform:Methanol (2:1) suspendiert und zentrifugiert 
(2.5 min, 15 000 U/rain). Je 30 gl Uberstand wurden strichf6rmig auf mit Kieselge160 (Merck) 
beschichteten HPTLC-Aluminiumplatten aufgetragen. Die Entwicklung der Chromato- 
gramme erfolgte mit Chloroform : Methanol: Wasser (65 : 35 : 8). Nach Trocknen bei Raum- 
temperatur wurden die HPTLC-Platten in Streifen geschnitten, 2 rain in 0.5% ige Plexigum P- 
28-Diethylether (Polyisobutylmetacrylat, R6hm, Darmstadt) getaucht und erneut bei Raum- 
temperatur getrocknet [10]. 

g. Immunhistochemische Untersuchungen 

Die DC-Streifen wurden 2 h mit 1% iger Rinderserumalbuminl/Ssung (0.5 MTBS, pH 7.6) in- 
kubiert. Die noch feuchten Pl~ittchen wurden mit den ffir die PAP-Methode [3, 19, 20] t~bli- 
chen Seren t~berschichtet (0.1 ml/1 cm2): 

1 .  - Seraclone Anti-A, Biotest, Titer 1 : 4 
- Seraclone Anti-B, Biotest, Titer 1:4 
- Lektine UEA-1 Pure, Medac, Verd0nnung 1 : 800 
- Mouse monoclonal anti H, Dakopatts, Verd~innung 1 : 20 
- Monoclonal Anti-Le a, Fresenius, VerdOnnung 1 : 10 
- Monoclonal Anti-Le b, Fresenius, Verdannung 1 : 10 

2. - Rabbit anti-mouse, Bionetics, Verdtinnung 1 : 500 
- Rabbit anti-UEA I, Medac, Verdiinnung 1 : 100 
- Rabbit anti-mouse IgG, Dakopatts, Verdttnnung 1 : 20 

3. - Swine anti-rabbit IgG, Dakopatts, Verdtinnung 1 : 100 

4. - PAP (rabbit), Dakopatts, Verd~nnung 1 : 100. 

Alle Seren wurden mit 1% iger Rinderserumalbuminl6sung verdtinnt. Die Reaktion mit den 
ersten Seren (Pkt. 1) dauerte 2 h, die n~ichsten jeweils 40 min. Zwischen den einzelnen Reak- 
tionen wurden die DC-Streifen mit einer TBS-L6sung (0.5 M, pH7.6) abgesp01t. 

Farbreaktionen wurden mit Hilfe von 3-Amino-9-Ethylcarbazol, N,N-Dimethylforma- 
mid, Na-Acetat-Puffer und 3% igem H202 (5-8 rain) hervorgerufen. 

E r g e b n i s s e  

Die auf  den Pl~ittchen e rkennba ren  serologischen Reak t ionen  zwischen den 
chromatographisch  aufgetrennten Glykosphingol ipiden und den entsprechenden 
An t ik6 rpe rn  zeigen die Pos. 1 -9  der Abb ,  1. DarOber  hinaus ist anzumerken :  

- Ext rak te  der Blutgruppe  0 reagieren mit An t i -H-Se rum schw~icher als mit 
Ulex europaeus  (letztere Reak t ion  ist in Pos.  5, Abb .  1 dargestellt);  

- Ex t rak te  der Blutgruppe  A1B L e ( a + b - )  zeigen dasselbe Bandenmus te r  mit 
Ant i -Lea-Serum wie Ext rak te  der Blu tgruppen  A1 L e ( a + b + )  (Pos. 6); 

- Ext rak te  der Blutgruppe  A1B L e ( a + b - )  reagieren negativ mit Ant i -Le  b- 
Serum; 

- Ext rak te  der  Blutgruppe  0 L e ( a - b - )  reagieren negativ mit An t i -Le  a- und 
Anti-Leb-Seren;  
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1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Abb. la .  Nachweis von Glykosphingolipiden der ABH- und Le-Antigene an Kieselgel mittels 
der PAP-Methode 

Pos. 1 :A1 - a Pos. 6 :A1  - -  anti-Le a 
Pos. 2: AIB - ct Pos. 7 :A1  - anti-Le b 
Pos. 3: B - 13 Pos. 8: B - anti-Le a 
Pos. 4: AIB - [3 Pos. 9: B - anti-Le b 
Pos. 5: H - UEA-1 

6 ~  6 ~ " - "  6 ~  6 ~  5 ~  5 
m 

7 7- ' --"  7-"--' / I i i l l i i  i 

8 i  8 ~  8 - " "  8 - -  
1 2 ~  12--- -  12 12 1 0 ~  
14 ,,',, 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 
Abb. lb .  (Schema) 

- E x t r a k t e  de r  B l u t g r u p p e  A1 und  A1B r e a g i e r e n  deu t l i ch  pos i t iv  mi t  den  ent-  
s p r e c h e n d e n  A n t i - A -  und  A n t i - B - S e r e n ;  au sgesp rochen  schwach mi t  U lex  
eu ropaeus .  

D i s k u s s i o n  

Bei  den  c h r o m a t o g r a p h i s c h / i m m u n c h e m i s c h  da rges t e l l t en  Subs t anzen  hande l t  
es sich u m  ku rzke t t i ge  G l y k o s p h i n g o l i p i d e .  D i e s e  Subs t anzen  w u r d e n  bis vor  
k u r z e m  mi t  Hi l fe  chemische r  und  r a d i o i m m u n o l o g i s c h e r  M e t h o d e n  ana lys ie r t  
[1, 2, 6, 7, 13, 14, 30]. In  d ieser  U n t e r s u c h u n g  ge lang  de r  Nachweis  mi t  e i n e m  
k o m b i n i e r t e n  c h r o m a t o g r a p h i s c h e n / i m m u n o c h e m i s c h e n  Ver f ah ren .  Bezt igl ich 
de r  L e - S u b s t a n z e n  ge lang  e r s tmal ig  e in  so lcher  Nachweis ;  d iesbezt ig l ich  ist e ine  
r a d i o i m m u n o l o g i s c h e  M e t h o d e  aus de r  zug~inglichen L i t e r a t u r  n icht  ers icht l ich.  



52 

Tabelle 1. ABH-Antigene in Abh~ingigkeit vom Syntheseort 

R. Hauser et al. 

Untersuchungsmaterial Endodermaler Ursprung 
- absorbiert aus Plasma 

1. Pr~ikursortyp 
2. Prgkursortyp 

Ektodermaler Ursprung 
- produziert durch ZeJlen 
der Erythropoese 

2. Pr~ikursortyp 

A1 Le(a+b+) + 
B Le(a-b+) + 
A1B Le(a+b-) 
0 Le(a -b - )  + oder - 

+ 
+ 
+ 
+ 

Tabelle 2. Serologische Aktivit~iten der untersuchten Extrakte 

Aus Plasma absorbiert 

1. Pr~k.-Typ 2. Prfik.-Typ 

Produziert durch Zellen 
der Erythropoese 

2. Prgk.-Typ 

A1 Le(a-b+) ALe(b+) A A 
A1 Le(a+b-) Le(a+) A 
B Le(a-b+) B Le(b+) B B 
A1B Le(a+b-)  Le(a+) A,B, AB 
0 Le (a -b - )  H oder Non-H H oder Non-H H 

Nach Oriol existieren zwei Modelle einer genetischen Synthesekontrolle der 
ABH-Substanzen [16, 17, 18]. Die in der vorliegenden Untersuchung extrahier- 
ten Glykosphingolipide lassen sich hiernach unterteilen in zwei Strukturklassen 
(s. Tabelle 1). 

Dies bedeutet ,  dab die ABH-Substanzen unserer Glykosphingolipidex- 
trakte unterschiedlicher Herkunft  sind: Alle weisen aufgrund ihrer erythropoe- 
tischen Herkunft  ABH-Substanzen des 2. Pr~ikursortypus auf. Daneben haben 
die Extrakte der Blutgruppe A, B, m6glicherweise auch 0 zus~itzlich ABH-Sub- 
stanzen aus dem Plasma absorbiert. Unter  Beriicksichtigung der unter ,,Vorbe- 
merkungen" dargestellten chemischen Formeln sind daher bezt~glich unserer 
Extrakte folgende serologische Aktivit~iten zu fordern (s. Tabelle 2). 

Zur Festlegung der Gliedrigkeit / des Kettentyps 

Le(a)- und Le(b)-Antigene der Positionen 6-9  (Abb. 1) k6nnen nur dem 
Pr~ikursortyp 1 angeh6ren und sind somit sekund~ir an die Erythrozytenmem- 
branen absorbiert. Die Muster sind jeweils 3-bandig, und daher existieren 
entweder im Zuckeranteil  oder im Ceramid-Anteil  vermutlich geringgradige 
qualitative Unterschiede. Be Le(a)  sind die Zuckerket ten definitionsgem~ig 5- 
gliedrig, bei Le(b)  sind sie entweder 6- oder 7-gliedrig. - Der  Untschied zwi- 
schen Le(a)  und Le(b)  besteht nieht nur in dem zus~tzlichen Fucose-Molektil 
bei Le(b) ,  sondern auch darin, dab erst dann an Kette  i die endst~indige An- 
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kntipfung des ABH-determinierenden Zuckers m6glich ist. - Beim Seit-zu- 
Seit-Vergleich der Le (b)-Banden der Pos. 7 mit der Pos. 1 findet sich in letzterer 
in entsprechender Region zwischen ,,6" und ,,8" eine sehr abgeschw~chte 
Bande. Ahnliches gilt fiir das Le(b)-Muster der Pos. 9 im Vergleich zu Pos. 3 
(zwischen ,,6" und ,,8"). Zwei Deutungen sind mOglich: Entweder ist die A- und 
B-Antigenit~it bei gleichzeitigem Vorhandensein des Le(b)-Antigens (auf dem- 
selben Molektil) extrem gering, oder es wird bei Vorhandensein von Le(b) nur 
an einen sehr kleinen Teil zus~itzlich der A-, B- oder H-determinierenden Zucker 
angeb~ingt. Im letzteren Fall mtiBte Le(b) tiberwiegend 6-gliedrig sein; in bei- 
den F~illen jedoch wtirden die schwachen Banden der Pos. 1 und 3 7-gliedrig 
sein mtissen, da hier auf jeden Fall auch der A- oder B-determinierende Zucker 
angekntipft ist. - Aus dieser letzteren Feststellung folgt, dab die fibrigen Ban- 
den der Pos. 1 und 3 (1.) durch den 2. Pr~ikursortyp bestimmt werden, (2.) sich 
in logischer Reihenfolge den 6-, 8-, 12- und 14-gliedrigen Glykosphingolipiden 
zuordnen lassen. 

Zu den Le-Mustern ist ein Nebenbefund erw~ihnenswert: In Pos. 8 finden 
sich drei schwache Le(a)-Banden an einem Extrakt des serologischen Ph~no- 
typs B L e ( a - b + ) .  Dies bedeutet, dab trotz serologischer Negativit~it die Le(a)- 
Substanz chemisch an den Erythrozyten vorhanden war und bestfitigt auch den 
Befund, dab mehr als 90% der Menschen Le (a)-Substanz aufweisen sollen [26]. 

Bei weiterem Vergleich der Chromatogramme mit der Literatur zur Blut- 
gruppensynthese [9, 11, 15] sind folgende Riickschltisse m6glich: Die Chroma- 
togramme in den Pos. 1, 2, 3, und 4 sind beztiglich ihrer Kohlenhydrat-Ketten- 
l~inge definiert: In der Pos. 1 finden sich 6-, 8- 12- und 14-gliedrige Zuckerketten, 
die Kettenlfingen in den fibrigen Positionen ergeben sich aus der Abb. lb. Eine 
genauere Begrtindung hierzu folgt. Im Originalchromatogramm fNlt im Seit-zu- 
Seit-Vergleich eine gewisse Verschiebung zwischen scheinbar identischen Ban- 
den auf. Diese sind u.E. wie folgt erklfirbar: 

- Verschiebung der 6- und 8-gliedrigen Zuckerketten der Pos. 2 im Vergleich 
zu jenen der Pos. 3 kann durch die Acetylgruppe der A-Determinanten ver- 
ursacht werden, wo hingegen die OH-Gruppe der B-Determinanten st~irker 
polar wirkt. 

- Ahnliche Aspekte gelten fiir den Seit-zu-Seit-Vergleich zwischen Pos. 2 und 
4 - auch hier bez~glich der 6- bis 8-gliedrigen Zucker. 

- Kleine Niveau-Unterschiede der 8-, 12- und 14-gliedrigen Zucker zwischen 
den Pos. 1 und 2 kOnnen durch die zusfitzliche Anwesenheit Le(b)-aktiver 
Ketten in Pos. 1 erkl~irt werden (s. a. unten). 

- J~hnliches gilt ffir die B-Reaktion in den Pos. 3 und 4. Hier gelten zwei Be- 
riicksichtigungsgriinde: Fiir die 6- bis 8-gliedrigen Ketten gilt, dal3 diese in 
der Pos. 3 auch Le(b)-aktiv sind. AuBerdem haben die Ketten in Pos. 4 zu- 
s~itzlich Acetylgruppen der hier in der Reaktion nicht hervorgetretenen A- 
Determinanten. 

Wie aus Abb, 1 ersichtlich ist, sind in praktisch jeder durch die Zuckerketten- 
lfinge definierten Region meherere Banden erkennbar. Hfiufig sind neben krfif- 
tig gefgrbten Hauptbanden 2-4 Nebenbanden erkennbar. So weist z. B. die Re- 
gion ,,12" der Pos. 1 und 2 ein 3-bandiges Muster auf, ebenso die Region ,,14". 
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- Bekanntlich sind Zuckerketten mit mehr als 8 Molekfilen dichotom ver- 
zweigt. Diese Verfistelung erfolgt immer durch Ankopplung von N-Acetyl- 
Lactosamin-Gruppen (Gal [3 ( l-4)-GlcNac) [9, 11]. Somit ist es m6glich, daf3 
die in Region ,,12" dargestellten Banden zwei Kettenver~istelungen haben und 
dab diese Aste unterschiedliche Determinanten aufweisen. So kann z.B. die 
untere Bande der Region ,,12" in Pos. 2 A-Aktivit~it haben, da die ihr entspre- 
chende Bande in Pos. 4 das B-Antigen hat. - Eine solche ,,gemischte" Anti- 
genizit~it erkl~irt jedoch lgngst nicht die gesamte Bandenvielzahl. Eine andere 
Erkl~irung ist die Annahme unvollst~indiger Glykosidierung, d.h. die Glykosyl- 
transferasen, welche die A-, B-, H- und Le-determinierenden Zucker tibertra- 
gen, glykosidieren nicht jeden Pr~ikursor in gleicher Weise. Als Folge entstfin- 
den neben z.B. 12- bis 14-gliedrigen Ketten auch 10- bis 12-gliedrige usw. 

Der Extrakt der Blutgruppe 0 (Pos. 5 der Abb. 1) hat lediglich 3 Banden mit 
H-Aktivit~it; theoretisch w~iren 5 Varianten (7- bis 12-gliedrig) denkbar. Ulex 
europaeus reagiert bekanntlich mit Kette-2-Antigenen, jedoch nur schwach mit 
Kette-1 [22]. Dieser Befund ist in dem Sinne zu deuten, dag in Pos. 5 lediglich 
(oder ganz tiberwiegend) den 2. Pr~ikursortyp nachgewiesen wurde und damit 
bei den in Tabelle 2 existierenden M6glichkeiten durch diesen Befund ein Non- 
Sekretor festgelegt ist. 

Aus vorstehenden Befunden und Er6rterungen lfil3t sich abschliegend for- 
mulieren: 

- Kurzkettige, chromatographisch aufgetrennte Glykosphingolipide k6nnen 
nicht nur mit chemischen und radioimmunologischen, sondern auch mittels 
immunchemischer Methoden nachgewiesen werden. 

- J e  nach der Blutgruppensubstanz des AB0- und Le-Systems k6nnen sie 
durch 5- bis 16-gliedrige Zuckerketten repr~isentiert werden. 

- Kleine Verschiebungen in den H6henniveaus der Glykosphingolipidgruppen 
der gleichen Kettenl~inge des AB0-Systems k6nnen durch Unterschiede im 
chemischen Antigenaufbau aufgekl~irt werden. 

- Die Antigene Le a und Le b zeigen sich in Gestalt dreibandiger Muster. Die 
Lea-Substanz wird von 5-gliedrigen und die Leb-Substanz yon 6- oder 7-glied- 
rigen Zuckerketten repr~isentiert. 

- Eine positive Reaktion zwischen Glykosphingolipiden B - L e ( a - b + )  und 
Anti Lea-Serum bezeugt das Vorhandensein von Lea-Substanzen in den Ery- 
throzyten des Ph~notyps Le (a -b+) .  

- Es kann als wahrscheinlich angenommen werden, dab die A- und B-Antigen- 
Eigenschaften nur einem kleinen Teil der Leb-Substanzen verliehen werden 
k6nnen. 
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