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gegen eine gute Trennung von Dchydrocpiandrosteron,
Androsteron und - Atiocholanolon. Der Vorteil der
Durchlaufchromatographic liegt darin, daB man die
Laufzeit nach Belieben verlingern und die Trennung
damit vetbessern kann, Nach 60—70 Min. ist die schnell-
ste Substanz (Androsteron) in der Nihe der Front. Die
11-oxygenierten 17-Ketosteroide haben eine viel ge-
ringere Laufgeschwindigkeit als Atiocholanolon. Sie
sind somit auf dieser Platte in diesem System nicht ge-
trennt. Zu ihrer Trennung verwenden wir Aluminium-
oxid G-Platten mit hdherer Aktivitit, die wir nach dem
Dutrchlaufverfahren im System Athylacetat/Cyclohexan
(65: 35) entwickeln. Nach ciner Laufzeit von 3 Stdn.
sind die 11-oxygenierten Verbindungen gut getrennt,
wihrend Androsteron, ‘Dehydroepiandrosteron und
Atiocholanolon bereits bis zur Front durchgelaufen sind.
Die fiir die Durchlaufchromatographie verwendeten
Kammern lassen sich ohne groBe Kosten aus den
iblichen ChromatographiegefiBen herstellen. Wit
haben mit dieser Anordnung immer gute Trennungen
erzielt.

Wenn der Harnextrakt stark gefirbt ist, was hiufig bei
pathologisch verinderten Harnen vorkommt, wird zu
viel Verunreinigung mit auf die Dinnschichtplatte auf-
getragen. Vom Startfleck zieht sich dann ein brauner
»,Schwanz bis in die Mitte der Platte und stért beson-
ders die Bestimmung der 11-oxygenierten Steroide. Man
erhilt dann zu hohe Werte. Durch eine einfache
Filtration durch eine kleine Aluminiumoxidsiule
liBt sich der Extrakt gut und leicht vorreinigen.

Dabei werden 97—999, der vorgelegten Steroide
wiedergefunden.

Die Kombination von enzymatischer Hydrolyse und
Solvolyse fiihrt zu einer praktisch vollstindigen Spaltung
der Konjugate (7). In mehreren zuvor enzymatisch und
solvolytisch hydrolysierten Harnen, die mit Athylacetat
extrahiert waren, fanden sich nach anschlieBender
»saurer Hydrolyse‘ und Extraktion mit Ather nur noch
etwa 1%, der urspriinglich durch enzymatische Hydrolyse
gefundenen Gesamt-17-Ketosteroide.

Bei allen untersuchten Harnen bestimmten wir gleich-
zeitig die Gesamt-17-Ketosteroide nach der Methode
von ZIMMERMANN in der Modifikation von WALTER (9).
Bei 30 Harnen betrug die Summe der sieben chromato-
graphisch getrennten Steroide durchschnittlich 849, der
sog. Gesamt-17-Ketosteroide. Die Bestimmung der
Gesamt-17-Ketosteroide nach ZIMMERMANN ist be-
kanntlich nicht ganz spezifisch und gibt stets zu hohe
Werte. Die Summe der diinnschichtchromatographisch
getrennten Steroide diirfte also dem ,,wahren‘ 17-Keto-
steroidgehalt etwa entsprechen. Die Methode trennt die
wichtigsten 17-Ketosteroide, nimlich Dehydroepi-
androsteron, Androsteron, Atiocholanolon, 115-Hy-
droxyandrosteron, 11-Ketoandrosteron, 118-Hydroxy-
itiocholanolon und 11-Ketoitiocholanolon schnell,
sauber und spezifisch. Sowohl Empfindlichkeit als auch
Richtigkeit und Genauigkeit sind gut. Deshalb ist die
Methode fiir die routinemiBige Bestimmung dieser Ver-
bindungen geeignet.
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Erfahrungen iiber die optimale Darstellung und Diagnostik der Ge-Typen')

Von R. HILGERMANN
Aus dem Institut fiir gerichtliche Medizin der Universitit Marburg (Direktor: Prof. Dr. F. Schleyer)
(Eingegangen am 20. Mai 1967)

Die Zuverlissigkeit der Variante der immunoelektrophoretischen Mikromethode auf Glasplatten zur Ge-Klassifizierung wurde gepriift.
Die Vorteile dieses Verfahrens und seine besondere Eignung in der Routinediagnostik werden gegeniiber der Objekttrigermethode her-
vorgehoben. Es wird gezeigt, daB sich nicht nur auf Grund zablreicher verfahrensmiBiger Modifikationen, sondern auch bei scheinbar
gleichen Versuchsbedingungen unterschiedliche Auftrennungszeiten ergeben. Daher wird empfohlen, die Laufstrecke der Proteine als
RichtgréBe festzulegen, um reproduzierbare Ergebnisse zu erhalten. Der Calciumlactatpuffer erlaubt eine zuverlissigere Diagnostik als
der Michaelispuffer. :

The reliability of the modified immuno-clectrophoretic micromethod on glass plates was tested. The advantages of this procedure over
the slide method, and its special suitability for routine diagnosis are shown. Variations in the separation times, which arc not entircly duc
to the many modifications of the method, are observed, even under apparently identical test conditions. It is therefore recc.)mmcndcd. that
the proteins are always allowed to migrate the same distance in order to obtain reproducible results. Calcium lactate buffer is more rcliable
than Michaelis buffer for diagnosis.

1y Auszugsweise vorgetragen auf der 45. Tagung der Gesellschaft fiir gerichtliche Medizin, Freiburg 1966.
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Die Literatur enthilt zahlreiche Vorschlige zur Modi-
fizierung der Gce-Bestimmungsmethodik unter Aus-
schaltung moglicher Fehlerquellen. Nach zahlteichen
Vorversuchen haben wir uns fiir die von Barrsca und
Mitarbeiter (1) angegebene Mikromethode auf einer
groBen Glasplatte mit 40 Einzelbestimmungen ent-
schieden, weil sie alle Arbeitsginge gegeniiber der
Objekttrigermethode erleichtert und vereinfacht. Weitere
Mikromethoden auf Glasplatten haben SCHLESINGER,
Voer und Proxor (15) sowie BunDscHUH, MAREK und
GEsERICK (2) beschtieben.

Methodik

Puffersystem

Wir verwenden den von HirscHreLp (8, 9) modifizierten, leicht
alkalischen (pH 8,6) Barbital-Calciumlactatpuffer nach LAuReLL
u. a. (10). Es empfiehlt sich, fiir den Agarpuffer geringere Mengen
der Substanzen einzuwiegen, da fiir die Agarherstellung jeweils nur
wenige m/ Puffer bendtigt werden und die Haltbarkeit des Puffers
begrenzt ist.

Elektrodenpuffer Agarpuffer
Veronal 69 g Veronal 1,66 g
Veronal-Natrium 438 g Veronal-Natrium 10,51 g
Calciumlactat 1,92¢g Calciumlactat 1,536 g

Aqua dest.ad  5000,00 m/ Aqua dest. ad 1000,00 m/

Die Substanzen lassen sich in heilem Aqua dest. leichter 16sen; sie
sollen jedoch nicht lange gekocht werden, da Calciumlactat hitze-
labil ist [STGss, u. a. (16)]. Der Elektrodenpuffer sollte nur einmal
verwendet werden. Zu Vergleichsuntersuchungen wurde aufSerdem
der Veronal-Natriumpuffer nach MicHaeLis (pH 8,6, u = 0,1)
gepriift.

Herstellung des Agargels

Die Agarzubereitung richtet sich im wesentlichen nach den von
HirscHFELD (8, 9) angegebenen Vorschriften. Wir verwenden den
Difco Spezial-Agar-Noble (Hersteller: Difco Laboratories, De-
troit), bei dem sich unseres Erachtens eine zusitzliche Reinigung
durch weitere Waschvorginge eriibrigt. Neben dem Reinagar wird
auch Agarose der Behringwerke empfohlen, die nach Untersuchun-
gen von ENGEL (4) eine bessere Transparenz, schirfere Prizipitati-
onslinien und giinstigere lineare Trennung der Fraktionen gewihr-
leistet. 2 g Agar werden in 100 m/ Aqua dest. im Wasserbad
(Erlenmeyer-Kolben) gel6st. Nach Hinzufiigen eines auf etwa 80°
erwirmten Gemisches aus 66 m/ Agarpuffer und 34 m/ Aqua dest.
witd weiterhin so lange im Wasserbad erhitzt, bis eine gut durch-
mischte, klare Losung entsteht,

Als Geltriger dienen 115 X 300 mm messende, 6 mm starke Glas-
platten aus vollig ebenem Spiegelglas, deren Kanten abgeschrigt
sind. Auf je 2 sorgfiltig fettfrei gereinigte und mittels Wasserwaage
justierte Glasplatten wird das unter einer Wasserstrahlpumpe luft-
blasenfrei gemachte, heiBfliissige 1%, Agarsol bis zu einer Schicht-
dicke von etwa 2 mm aufgegossen. Wenn man ein bei der Platten-
methode nicht stérendes, sondern eher erwiinschtes Abschwimmen
des Gels von der Unterlage wihrend des Wisserns vermeiden will,
148t sich eine bessere Haftung des Gels dadurch erzielen, dal man
die Glasplatten vor dem Aufgieflen des Agarsols mit einem diinnen,
gut angetrockneten Agarfilm imprigoiert.

Nach Erstarren des Gels werden mit einer groBen Stanze (Her-
steller: Fa. H. Kaiblinger, Miinchen) durch einen Stanzvorgang
40 Startlocher und 20 Antiserumkanile ausgestanzt. Die Grund-
platte der Stanze dient gleichzeitig als nivellierbare Unterlage beim
GieBlen des Agarsols und als Stanzentisch. Die Anordnung der
Startlocher zum Antiserumkanal ist bei einer bestimmten Mindest-
laufzeit auf den diagnostischen Bereich dero;-, &5~ und zum Teil der
f1-Globulinfraktionen abgestimmt. Dadurch wird eine antiserum-
einsparende Verkiirzung der Kanile auf 30 mm erméglicht (Abb. 1).
Da — entsprechend den Richtlinien des Bundesgesundheits-

amtes — immer 2 Platten gleichzeitig unter Verwendung zweier
verschiedener Immunseren elektrophotretisch anfgettennt werden,
lassen sich in einem Untetsuchungsgang maximal 80 Einzel-
bestimmungen vornehmen.
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Abb. 1

Schematische Darstellung der MaBle eines Stanzmusters und der
geforderten Laufstrecke des Albumins. Der Antiserumkanal ist
30 mm lang

Elektrophorese

Obwohl der Handel eine Fiille von Trennkammern anbietet, be-
dienen wir uns nach wie vor des von SCHLESINGER u. a. (15) an-
gegebenen improvisierten Verfahrens iiber Glasschalen als Puffer-
gefiBe. Nach Absaugen des Agars aus den vorgestanzten Start-
16chern mit einer an eine Wasserstrahlpumpe angeschlossenen
Saugnadel (abgefeilte Injektionskaniile) werden jeweils 2 Glas-
platten parallel unter fortlaufender Numerierung der Probanden-
seren beimpft. Sobald das Serum etwas in das Gel diffundiert ist,
witd ein Mikrotropfen einer gesittigten Bromphenolblaulésung in
mindestens 2 der jeweils 8 in einer Reihe liegenden Startlécher ge-
geben. Bromphenolblau wandert bei der elektrophoretischen Auf-
trennung mit dem Albumin; es dient als Indikator fiir die Lauf-
strecke.

Die Platten werden sodann, mit den Startléchern zur Kathode hin-
zeigend, parallel iiber 2 etwa 2 cm hoch mit Elektrodenpuffer ge-
fallte Instrumentenschalen (28 X 12 cm) gelegt und- durch be-
sonders dicke und saugfihige, zugleich gut biegsame Filterkatton-
streifen (Schleicher & Schiill, Nr. 2668), die etwa 1 cm breit der
Gelschicht aufliegen, mit dem Puffer verbunden. Als Elektroden
dienen Platindrihte, die zur Gewihtleistung einer gleichmiBigen
Feldstirke das ganze PuffergefiB durchlaufen. Bei dieser Versuchs-
anordnung wird eine optimale Auftrennung erreicht, wenn die
Laufstrecke zwischen dem Startloch und dem,,markierten‘ Albumin’
etwa 45 mm betrigt (Abb. 1). Sobald nach Beginn der Elektro-
phorese das zu untersuchende Serum vollstindig in das Gel hinein-
diffundiert ist, werden die Geloberflichen und das Uberleitungs-
papier bis dicht an die Pufferoberfliche mit einer transparenten
Plastikfolie bedeckt (Abb.2). Die Trennung dauert bei einem
Spannungsgradienten von 7 Volt/cm und einem Stromdurchgang
von etwa 20 mA je Platte 2 bis 21/, Stdn. Eine Kiihlung wihrend
der Elektrophorese ist nicht erforderlich, da nur eine geringe Er-
wirmung des Gels eintritt.

Abb. 2

Eine einfache, aber zweckmiBige Elektrophoreseapparatur. Gel
und Filterkarton sind mit einer durchsichtigen Plastikfolie bedeckt
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Photographische Dokumentation der Gc-Muster. P
Durch die notwendige photographische Ver-
kleinerung sind die Typen kaum erkennbar o~

. e

Die weiteren Arbeitsginge entsprechen der bei der Immun-
elektrophorese im Agargel iiblichen Technik: Ausheben der
vorgestanzten Antiserumkanile; ~ Eingeben der Antiseren;
Prizipitation in feuchter Kammer fiir etwa 24 Stdn.; Auswaschen
deriiberschiissigen, nichtprizipitierten Serumrestein 0,9 proz. Koch-
salzlésung; Bedecken des Gels mit feuchtem Filterpapier; Trocknen
bei Zimmertemperatur oder unter einem Ventilator; Anfirben der
Prizipitate mit Azocarmin oder Amidoschwarz; Auswertung der
gefirbten Prizipitatmuster auf einem Lichtkasten.

Diskussion

Die Vorteile dieser Variante der Mikromethode bei der
an sich schon umstindlichen und zeitraubenden Ge-
Diagnostik sind nicht zu iibersehen. Sie erleichtert das
Ablesen der jeweils in 8 Reihen untereinander an-
geordneten Muster und auf einen Blick den Vergleich
mit den Kontrollseren. Sie erlaubt auBerdem eine iiber-
sichtliche photographische Registrierung (Abb. 3). Da es
ausreicht, auf jeder Glasplatte 3 Standardseren mit-
zufithren, ergibt sich eine zusitzliche Einsparung von
Antiserum. Ein Nachteil des Verfahrens liegt darin, daB
bei geringer Serumprobenzahl ein gewisser Agarverlust
in Kauf genommen werden muB. '
Antihumanseren, die besonders im o,-Globulinbereich
zahlreiche Prizipitatlinien hervorrufen und durch Uber-
lagerung der Gce-Linien ohnehin die Ablesbarkeit er-
schweren, sind fiir diese Mikromethode nicht geeignet;
sie konnen gelegentlich zu Fehlbestimmungen fithren.
Das gilt auch fiir die monospezifischen Anti-Ge-Seren.
Nach Creve (3) sollte das ideale Antiserum Antikdrper
gegen mindestens 4 verschiedene Plasmaproteine ent-
halten, und zwar neben einem Gc-Antikérper auch Anti-
korper gegen Albumin (oder o;-Glykoprotein), ory-
Makroglobulin und Transferrin, gegen die Proteine also,
die auch als sog. Leitprizipitate oder Bezugsbdgen gel-
ten. Mittlerweile sind mehrere kiufliche Seren verfiig-
bar, die zum Teil diese Forderung erfiillen (Behring-
werke Marburg, Serpasteur-Paris, Biotest-Serum-Insti-
tut Frankfurt, Molter-Heidelberg, Dade-Bern).
Eindeutige Ergebnisse setzen eine optimale Trennung
des ;- und a,-Globulinbereiches bei ausreichend langer
Laufzeit voraus. Es hat sich eingebiirgert, bei der Dar-
stellung der Haptoglobine die Stromstirke, bei Auf-
trennung der gruppenspezifischen Komponente den
Spannungsabfall als RichtgréBe zu empfehlen. Die in der
Literatur angegebenen Auftrennungszeiten schwanken
zwischen 45 Min; u. 41/, Stdn. Da diese unterschiedlichen
Angaben auf die Variation der Versuchsanordnungen
zuriickzufithren sind (Spannungsabfall, Puffersystem,
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Elektrolytkonzentration der Puffer, Agarkonzentration,
Schichtdicke und Flichenausdehnung des Agargels),
miissen sich zwangsldufig unterschiedliche Wanderungs-
strecken der Proteine und daher auch Verschiebungen
der Ge-Linien in ihrer Lage zu den Bezugsbdgen ergeben.
Da ferner selbst bei scheinbar gleichen Versuchs-
bedingungen die Auftrennungszeiten durch Erwirmung
und Wasserverlust des Gels variieren kénnen, wire es
sinnvoller, eine bestimmte Laufstrecke als Aonstante
RichtgroBe festzulegen. Dies geschieht am besten da-
durch, dal man das Albumin, wie bereits erwihnt, mit
Bromphenolblau ,,markiert” und die optimale Auf-
trennung empirisch ermittelt. Das Abdecken der Agar-
gelschicht und der Filterkartonstreifen mit einer trans-
parenten Plastikfolie hat sich dem geschlossenen System
in einer Elektrophoresekammer als iiberlegen erwiesen.
Konstante Spannungs- und Stromverhiltnisse wihrend
der Auftrennungszeit zeigen an, daB kein nennenswerter
Wasserverlust (und auch keine wesentliche Erwirmung)
auftritt. ReEiNskou (14) hat dagegen bei einer Auf-
trennungszeit von 120 Min. und einem Spannungs-
gradienten von 8 Volt/cm in der Elektrophoresekammer
einen Wasserverlust des Gels von 359, als unterste
Grenze beobachtet.

Unbrauchbare Resultate kénnen auf technische, leicht
zu behebende Fehlerquellen zuriickzufiihren sein, die bei
Verwendung einer geschlossenen, mit Sicherheitsschalter
versehenen Elektrophoreseapparatur nicht erkannt wer-
den, zumal wenn das Abdeckglas beschligt. Es kommt
nimlich gelegentlich in den ersten Minuten der Elektro-
phorese infolge einer Durchmischung des Probanden-
serums mit Puffer zu einer {iberschieBenden Anfiillung
der Startldcher. Das auf diese Weise verdiinnte Serum
kann sich auf der Geloberfliche zum Antiserumkanal hin
ausbreiten, diffundiert nach einiger Zeit wieder in das
Gel und wird nun in wesentlich kiirzerem Abstand zum
Kanal elektrophoretisch aufgetrennt. Nach Diffusion des
Antiserums sieht man dann der Kanalwand dicht an-
liegende, kaum differenzierbare Prizipitate. Durch
kurzes Abtupfen des iiberschiissigen Serums 1iBt sich
dieser Fehler vermeiden.

Es ist bekannt, daB im elektrischen Feld die Wanderungs-
geschwindigkeit der Proteine der anodenwirts aufgetra-
genen Serumproben im Gegensatz zu den kathodennahe
eingebrachten Seren etwas geringer ist. Auch hier kann

man durch die ,,Markierung* des Albumins ein wenig

»interpolieren®. Der Unterschied ist jedenfalls niemals so
groB3, daB er sich erschwerend auf die Diagnostik aus-
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wirken kénnte. Obwohl man annehmen sollte, daB3 bei
dieser immunologischen Reaktion das Prizipitations-
optimum bei etwa 370 liegt, zeigen offenbar die Re-
aktionsansitze im Kiihlschrank und bei Zimmertempe-
ratur gleichbleibend gute Ergebnisse.

Vergleichende eigene Untersuchungen haben die Be-
obachtung CLEVEs (3) bestitigt, da der von Hirscu-
FELD (8,9) modifizierte Barbital-Calciumlactatpuffer
nach LaureLL (10) die a,-Globulinfraktionen gegeniiber
dem Michaelis-Puffer eindeutig besser auftrennt. Da bei
gleichbleibendem Spannungsgradienten von etwa 7 Volt/
cm bei diesen beiden Puffersystemen mit unterschied-
licher Elektrolytkonzentration erhebliche Verinderun-
gen der elektrischen Widerstinde auftreten, differieren
bei konstanter Laufstrecke die Laufzeiten um etwa eine
halbe Stunde (MicrAELIs 110 Min., LAURELL 140 Min.).
Zunichst fillt auf, daB offenbar alle 3 Gc-Typen /Zinks
schneller anodenwirts gewandert sind, als rechzs (Abb. 4).

Ge 1-1

Gec2-2 Gec 2-2
Abb. 4

Schema der Lage der Prizipitationsbdgen zueinander bei Michaelis-
Puffer (links) und Laurell-Puffer (rechts) — (hier als sog. Bezugs-

bégen nur das x,-Makroglobulin und das «,-Glykoprotein ein-

gezeichnet)

Wihrend sich die 1—1-Typen weniger unterscheiden,
zeigt der Ge-Typ 2—2 rechss gegeniiber dem Jinken Typ
bei wesentlich langsamerer Wanderungsgeschwindig-
keit die groBte Gegensitzlichkeit. Der intermediire Typ
2—1 hat rechts ein charakteristisches, zweigipfeliges
Prizipitat, das sich iiber den ganzen Bereich des a,-
Makroglobulins erstreckt, wihrend der linke Ge-Typ
2—1 ein flaches, langgestrecktes und mehr anodenwirts
liegendes Prizipitat aufweist. Jedoch ist dieses Phinomen
offensichtlich nicht vom Puffersystem abhingig; denn
nach optimaler Auftrennung kann auch bei Anwendung
des Michaelis-Puffers eine doppeltgekriimmte Prizi-
pitatlinie fiir den Typ 2—1 entstehen. BunpscHUH und
Mitarbeiter (2) haben schon darauf hingewiesen, daB die
Frage, warum in einem Fall eine langgestreckte und im

anderen Fall eine doppeltgekriimmte Linie fiir den Ge-

Typ 2—1 entsteht, noch ungeklirt ist. In jedem Falle
bietet die Anwendung des Barbital-Calciumlactatpuffers
eine wesentlich bessere Typendifferenzierung und damit
eine erhohte Sicherheit in der Diagnostik (Abb. 5).
Selbst nach unzureichender- Auftrennungszeit, aber
wiederum konstanter Laufstrecke des Albumins bei
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Abb. 5

Darstellung der Ge-Typen mit Michaelis-Puffer (links) und Laurell-
Puffer (rechts) nach gleich weiter Auftrennung

beiden Puffersystemen, gewihrleistet der Laurell-
Puffer noch eine eindeutige Differenzierung, wihrend bei
Anwendung des Michaelis-Puffers sogar die Erkennung
des 2—2-Typs gelegentlich erschwert sein kann (Abb. 6).
Eine Gegeniiberstellung der Muster zeig* jedenfalls
deutlich, daB nach Verlingerung der Laufzeiten die
Verschiebung der Ge-Linie der 3 Typen insgesamt zur
Anode hin bei Michaelis-Puffer groBer, und damit ihre
Lage zu der Hauptleitlinie, dem o,-Makroglobulin,
undifferenzierter ist als beim Laurell-Puffer (vgl. Abb. 5
und 6).

HEe1rer (6) hat hervorgehoben, daB unter gleichen Ver-
suchsbedingungen das Gc 2—1-Prizipitat gewisse, tech-
nisch bedingte Forminderungen aufweisen kann,
so daB eine Abgrenzung eines Gc 1—1-Typs von einem
Gc 2—1 manchmal schwierig ist. Offenbar bestehen aber
auch vom .Antiseram abhingige Formvariationen. Mei-
stens gelingt nimlich die Differenzierung eines strittigen
Gce-Musters durch eine Zweitbestimmung mit einem
anderen Antiserum, so daB ein Verifikationstest iiber-
fliissig wird (Abb. 7). Sogar die Paralleluntersuchung
eines Serums vom 7Typ 1—17 mit 2 verschiedenen Anti-
seren zeigte ein unterschiedliches Verhalten der Ge-
Linien (Abb. 8). Die Wanderungsgeschwindigkeit der
Fraktionen wat, wie zu erwarten, gleich, jedoch beginnen
die obengelegenen 1—1-Typen mit einem Uberschneiden
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des a,-Makroglobulins, wihrend die untengelegenen
1--1-Typen das «,-Makroglobulin kathodenwirts nur
beriihren.

Transformationen der Ge-Prizipitate durch Temperatur-
einflisse und durch freigesetzte, proteolytische Enzyme
aus Leukocyten, Thrombocyten und einigen Bakterien
sind bekannt [NErRsTROM, Lerraorr (11, 12) sowie
HerFer u. Borkenmus (7)]. Die Untersuchungen be-
ziehen sich jedoch hauptsichlich auf Blutspuren, Leichen-
blut und lange gelagerte Blutspuren. Neuerdings haben
ForstER und Joacum (5) alternde Serum- und Vollblut-
proben systematisch untersucht: bereits nach wenigen
Tagen Lagerung bei Zimmertemperatur traten pro-
teolytische Verinderungen der Gce-Prizipitate und des
op-Makroglobulins auf, so daB durch ,,Umwandlung
der Proteine mit unterschiedlicher Wanderungsge-

Abb. 8

Abb. 6

Darstellung der Ge-Typen mit Michaelis-Puffer
(links) und Laurell-Puffer (rechts) nach zu
kurzer Auftrennung

Abb. 7

Doppeluntersuchung zweier Seren vorn Typ 1—1

und 2—1 mit zwei verschiedenen Antiseren.

Die beiden 2—I1-Muster (links unten) lassen

ohne Kontrolle des Befundes mit einem zweiten

Antiserum (rechts unten) keine sichere Dia-
gnose zu

Abb. 8

Forménderungen desselben Probandenserums
vom Typ 1—1 bei zwei verschiedenen Antiseren

schwindigkeit Fehldiagnosen drohen. Derartige Ver-
dnderungen haben auch wir ofters an ilteren Seren be-
obachtet. Ein himolytisches Blut kann dutrchaus noch
brauchbare Ergebnisse liefern, aber die Himolyse kann
ein Hinweis fiir eine bereits vorhandene oder bevor-
stehende Desintegration der Leukocyten und Thrombo-
cyten sein. Es ist daher eine gewisse Vorsicht bei der
Gc-Klassifizierung  himolytischer und solcher Seren
geboten, die durch Postversand mehrere Tage lang
sommerlichen Temperaturen ausgesetzt waren, da bei
diesen gelegentlich eine Serumproteolyse zu erwarten
ist. Seren frisch entnommener Blutproben sind in ein-
gefrorenem Zustand bei Temperaturen unter —15°
jahrelang haltbar und liefern auch nach wiederholtem
Auftauen stets reproduzierbare Ergebnisse.
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