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Uber die Untersuchungstechnik
der Blutgruppeneigenschatten M und N und Mitteilung
weiterer Untersuchungsergebnisse*.

Von
Dr. W. Crome.

In meinem Wiesbadener Vortrage** erwihnte ich, daf} ini vorliegenden
Schrifttum die Untersuchungstechnik der Blutgruppeneigenschaften M
und N meist recht kurz behandelt wird. Dies gilt auch von der Arbeit
Schiffst: ,,Die Technik der Blutgruppenuntersuchung usw.”, worauf
schon Mayser? in der Besprechung dieses Buches hinweist. Zustimmen
kann ich diesem aber insofern nicht ganz, als er meint, da8 die technisch
schwierigen Untersuchungen nicht allein aus einer auch noch so ins
einzelne gehenden Beschreibung erlernt werden konnen, vielmehr
eigene Erfabrung voraussetzen, die am besten an Hand der Original-
arbeiten gesammelt wird. Es empfiehlt sich vielmehr, seine theoreti-
schen Kenntnisse durch prakiisches Unierweisenlassen in geeigneten
Instituten zu ergénzen.

Wenn ich schon damals die Frage des Bediirfnisses einer ausfiihr-
licheren Beschreibung der Technik besonders fiir den gerichtlichen Medi-
ziner bejahen muflte, so wurde ich in dieser Ansicht noch bestirkt durch
weitere eigene Erfahrungen bei Unterweisung einer Anzahl an der neuen
Untersuchungsmethode Interessierter im hiesigen Institut.

Es liegt im Rahmen dieser Arbeit, daBl wesentlich neue Gesichts-
punkte zur Technik besonders fiir den Serologen nicht gebracht werden
koénnen. Sie richtet sich auch in erster Linie an die Vertreter der ge-
richtlichen Medizin, denen ja in hervorragender Weise gerade die Be-
arbeitung sog. Grenzgebiete naturwissenschaftlich-medizinischer For-
schung obliegt. Trotz ausdriicklicher Betonung von Schwierigkeiten
der Untersuchungstechnik sollen diese Ausfithrungen mit ihrer unbe-

* Herrn Prof. Dr. Merkel zu seinem 60. Geburtstage, am 7. VI. 1933, ge-
widmet.
** Verhandlungen der Deutschen Gesellschaft fiir Gerichtliche und Soziale

Medizin auf der 21. Tagung in Wiesbaden vom 27. bis 30. IX. 1932. Dtsch. Z.
gerichtl. Med. 20 (1933).
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rechiigien Uberschilzung aufrinmen ; sie mégen weiterhin dazu{beitragen,
das Allgemeininteresse an der praktischen Betdtigung mit dieser Unter-
suchungsmethode in weitesten Kreisen der gerichtlichen Medizin zn
fordern, zumal durch viele Arbeiten aus gerichtlich-medizinischen
Instituten einer engen Verbundenheit dieser mit der Blutgruppen-
forschung {iberhaupt wiederholt Ausdruck gegeben wurde.

Verschiedene triftige Griinde sind es, die es geradezu als notwendig
erscheinen lassen, daf sich neben der Serologie, die ja ohne Zweifel die
wertvollste Pionierarbeit zu leisten hat, auch die gerichtliche Medizin
praktisch mit den Fragen der Blutgruppenfaktoren M und N zu be-
fassen hat.

In der letzten Zeit mehren sich die Fille, wo von den Gerichten
auch die Untersuchung auf diese neuen Eigenschaften gefordert wird.
Kénnen die Untersuchungen an gerichtlich-medizinischen Instituten
nicht ausgefithrt werden, so wiirde es in Kiirze dahin kommen, daf}
diesen Anstalten auch die Untersuchung auf die Eigenschaften A
und B verlorengehen wiirde. Ein wichtiges Arbeitsgebiet wire ihnen
dann aus den Hénden genommen. Soweit es sich hierbei lediglich um
die Untersuchung in Vaterschaftssachen handelt, wire dieser Zustand
vielleicht noch ertriiglich. Die vorwiegend im naturwissenschaftlich-
kriminalistischen Sinne geleiteten Institute wiirden aber hierdurch auch
die Untersuchung von Gewebsfliissigkeiten und Blut in Flecken, Krusten
usw. auf ihre Gruppenzugehorigkeit verlieren. Untersuchungen, die
mit Erfolg nur ausfithrbar sind durch dauernde praktische Tdtigheit auf
dem Gebiete der Blutgruppenforschung. Es liegt wiederum mehr in
der Arbeitsrichtung des Serologen, dafi er im allgemeinen weniger
kriminalistisch interessiert ist als der gerichtliche Mediziner, und so
ist es wohl auch kein Zufall, daf tber Blutgruppenuntersuchungs-
befunde an Blutflecken und -krusten gerade aus gerichtlich-medizini-
schen Instituten berichtet wird. Vorwegnehmend darf ich darauf hin-
weisen, daf eigene Untersuchungen auf M und N an derartigem Marerial
durchaus ermutigende Resultate zeigen und weiter fortgesetzt werden.

Als sehr wesentlicher Punkt fiir die Notwendigkeit der Bestim-
mung von M und N in gerichtlich - medizinischen Instituten kommt
ferner hinzu, daf} es jedem erkennenden Richter im Bemiihen um eine
objektive Rechtsfindung sehr schwer fallen muf, sein Urteil auf natur-
wissenschaftlichen Untersuchungsbefunden aufzubauen, welche sich
auf Methoden stiitzen, die angeblich so schwierig sind, dafl sie von
technisch geschickten Arzten nicht gelernt und nur ganz wenigen
Spezialisten anvertraut werden kénnen. Die endgiltige Anerkennung
der Untersuchungsergebnisse der Blutgruppeneigenschaften M und N
durch hochstrichterliche Entscheidungen als unumstéBliches Beweis-
mittel in Vaterschaftssachen kann fraglos nicht besser geftrdert wer-
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den als durch das miihselige Zusammentragen von Einzelergebnissen,
sowoh! durch Serologen wie gerichtliche Mediziner und durch das ge-
meinsame Empfehlen naturwissenschaftlich gesicherter Forschungs-
ergebnisse beider Disziplinen, und zwar auf Grund eigener praktischer
Erfahrungen.

Wenn in der Wechselrede zu den Wiesbadener Vortrigen Seiffert*,
der lediglich in seiner Higenschaft als Serologe sprach — wobei aus dem
,lediglich* wohl entnommen werden sollte, daf er diese Untersuchungs-
methode selbst nicht geiibt hatte —, seine Ansicht dahingehend duBerte,
daB diese Methode sehr kompliziert und schwierig sei und daher in die
Hinde des Spezialisten gehére, so wiirde fiir diesen Fall die allgemeine
Anerkennung der Brauchbarkeit der Methode und ihrer Ergebnisse sicher-
lich um Jahre hinausgezogert werden.

Vorbehaltlos ist aber all’ denen zuzustimmen, die mit Recht davor
warnen, durch unsachgemdfes und kritikloses Herumhbantieren serologisch
vollig Ungeiibler die ganze Frage von vornherein in Mifkredit zu bringen,
ahnlich wie es vor Jahren mit den alten Blutgruppen war. Denn durch
unberufene Untersucher und allerdings auch durch Fehlbestimmungen
— gleichgiiltig ob durch Fehldiagnose oder Verwechslung —, die, worauf
Pietrusky* in Wiesbaden schon hinwies und woriiber von von Scheurlen?
eingehend berichtet wird, keinem gerichtlich-medizinischen Institut,
sondern in einem Fall einem bekannten Serologen zur Last zu legen
sind, kam es zu jenem unerfreulichen Urteil des Kammergerichtes. Ge-
rade um die Wiederholung derartiger Vorkommnisse zu verhindern,
mufl daran festgehalten werden, dafi jeder Untersucher mit einem gewissen
Map on serologischer Vorbildung und Kenntnissen sich eingehend in einem
Institut dber die Methodik und ihre Fehlerquellen auch praktisch unier-
richten lgft und hier selbsiindig eine Reihe von Personen seiner Um-
gebung auf ihre Gruppenzugehérigkeit nach allen Regeln bestimmt, die
ihm spéter als Blutspender zum Zwecke der Immunisierung, der Ab-
sorption der Rohseren oder zur Priifung der Gebrauchsseren auf deren
Spezifitit, Reinheit und Titerstirke dienen sollen. Wenn Schiff in
Wiesbaden die gegenteilige Ansicht duBerte, ndmlich, daf jeder am besten
allein seine Untersuchungen anfange, um an gemachten Fehlern die
Fehlerquellen selbst kennenzulernen, um diese dann spéter besser zu
vermeiden, so mag er hierfiir ganz triftige Griinde haben. Eine Verall-
gemeinerung dieses Standpunktes wiirde folgerichtig und letzten Endes
dazu fithren, daB jede praktische Unterweisung Lernender sich in der
Medizin iiberhaupt eriibrigte. Fiir den gerichtlichen Mediziner wiirde
es im besonderen Falle aber nur eine ungerechtfertigte Verschwendung
von viel Zeit und Energie bedeuten, ohne der Sache selbst forderlich
zu sein. Auch aus den Fehlern anderer lernen wir.

* Vgl. Fullnote zu S. 435.

Z. f. d. ges. Gerichtl. Medizin. 21. Bd. 30
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Die Immunisierungsmethode von Kaninchen zur Gewinnung der
rohen Anti-M- und Anti-N-Seren wurde von mir bereits in dem Wies-
badener Vortrag eingehend geschildert, so daBl ich auf diese Ausfiih-
rungen und auch weiterhin auf frithere Arbeiten von 4kunre* und Wolffs
verweisen kann. Auch Wolff berichtete bei seinen Immunisierungs-
versuchen tiber dhnliche Erfahrungen, er konnte gleichfalls bei M-
Kaninchen, die anfangs kein brauchbares Anti-M gebildet hatten,
nach nochmaliger Behandlung derselben Tiere nunmehr zum Teil brauch-
bare Seren gewinnen. Jahreszeitliche Verhaltnisse scheinen auch nach
Woljf die Ergebnisse der Immunisierungsversuche zu beeinflussen, die
Sommermonate sollen hierfiir die geeignetsten sein.

Zum besseren Verstéindnis der Vorginge bei der elektivern Absorption
der Rohseren sei noch folgendes ausgefiihrt. Die mit O M- oder ON-Blut
behandelten Kaninchen bilden bei der Immunisierung nicht nur die
gewtinschten gruppenspezifischen Agglutinine Anti-M oder Anti-N,
wenn auch letztere bei brauchbaren Seren in stirkerem MaBe, sondern
auch neben artspezifischen Agglutininen ,,Anti-Mensch® weitere gruppen-
spezifische Agglutinine besonders Anti-A, evtl. Anti-P und andere noch
nicht néher-identifizerte. Gleichzeitig treten im Serum eine Reihe an-
derer Antikérper wie Hédmolysine, Pracipitine u. 4. auf. Das im Serum
normalerweise enthaltene Komplement und die hitzeempfindlichen Anti-
korper wie Hamolysine werden durch die Inaktivierung fiir 1/, Stunde
bei 56° im Wasserbad zerstort. Die iibrigen danach noch im Rohserum
enthaltenen unerwiinschten Antikérper miissen, soweit sie nicht durch
eine Serumverdiinnung schon in einen unwirksamen Verdiinnungsgrad
gebracht werden, durch die anschlieBende Absorption ans dem Roh-
serum entfernt bzw. noch weiterhin in einen Verdiinnungsgrad ge-
bracht werden, der die gruppenspezifischen M- und N-Reaktionen
nicht mehr tiberlagert.

Dem Absorptionsblut muB in allen Fillen der Faktor M oder N
fehlen, dessen Antikorper im Gebrauchsserum wirksam sein soll. Die
Agglutinine ,,Anti-Mensch® werden von den roten Blutkdrperchen aller
menschlicher Blutgruppen gebunden. In Ricksicht auf das meist in
allen Rohseren stark enthaltene Anti-A muB vorwiegend Blut verwen-
det werden mit dem Faktor A. Um moglichst sicher zu gehen, auch
andere erwihnte gruppenspezifische Antikérper zu binden, nehmen
wir nach Moglichkeit immer Blute von verschiedenen Personen, die
zur Blutgruppe A gehéren und gleichzeitig auch Blute mit der Eigen-
schaft B und O.

Worauf schon dkunet hinwies, gelingt es allein durch Verdiinnung
der Rohseren mit physiologischer Kochsalzlosung bei sehr starken Seren
in Verdiinnungsgraden, die sich nach eigener Beobachtung bis zu 1:32000
bewegen, in den letzten 2—3 Glisern nur die spezifischen M- oder N-
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Reaktionen zu erzielen, ohne dafl diese in diesen Verdiinnungen noch
durch unerwiinschte Reaktionen iiberlagert wurden. Praktisch ist diese
Methode nicht verwertbar, weil die Grenze und Spanne zwischen den
Verdiinnungen, die noch unerwiinschte Reaktionen geben und denen,
wo nur noch die spezifischen M- und N-Reaktionen auftreten, zu gering
und schwankend sind. Von diesen Beobachtungen ausgehend, habe ich
die Rohseren in der letzten Zeit nicht mehr durchweg im Verhéltnis 1:20,
sondern bis 1:100 verdiinnt. Abgesehen von dem geringen Vorteil, dafl
man hierbei weniger Rohserum verbraucht, kommt aber hinzu, daB
man wesentlich geringere Blutmengen zur eigentlichen Absorption nétig
hat, die unter Umstdnden nicht immer leicht zu beschaffen sind. Durch
entsprechende Vorversuche 1aBt sich fiir jedes Serum feststellen, bei
welchem Verdiinnungsgrad und welcher Menge von roten Blutkérper-
chen durch die Absorption reine und dem Titer nach stirkste Seren
zu erzielen sind. Bei Verdiinnungen 1:40 oder 1:60 geniigt in der
Regel eine 2malige je !/, Stunde dauernde Absorption mit je /; oder
'/, Volumen der 2mal gewaschenen und sedimentierten Blutkérper-
chen, das Volumen bemessen auf die Serummenge. Fiir den Anfang
und vor genauester Kenntnis der Eigenschaften eigener Rohseren wird
es sich allerdings immer empfehlen, die Seren im Verhéaltnis 1:20 zu
verdiinnen und 2mal mit je !/, Volumen roter Blutkérperchen zu ab-
sorbieren.

Die Absorption selbst erfolgt in gréferen Reagensglisern und nach
Moglichkeit unter Einhaltung gewisser aseptischer MaBnahmen. Zu der
abgemessenen Serumverdiinnung wird tropfenweise die errechnete
Blutmenge hinzugesetzt, das Gemisch bleibt stehen und wird einige
Male leicht umgeschiittelt. Es erfolgt bald eine kriftige Verklumpung
der roten Blutkorperchen, die sich dann nach dem anzuschlieBenden
Zentrifugieren zu einem festen Ballen am Boden absetzen. Das Serum
148t sich ohne weiteres in ein zweites Glas abgieBen, und es wird dann der
zweite Teil der roten Blutkdrperchen hinzugesetzt. Bei dieser zweiten
Absorption kommt es in der Regel zu keiner grob sichtbaren Verklum-
pung mehr. Falls diese trotzdem noch auftreten sollte, sieht man daran
schon, daB man eine dritte Absorption mit einer geringeren Blutmenge
anschlieflen muf.

Zu beachten ist, daBl Agglutination und Absorption zwar gleich-
sinnig, aber doch gquantitaiiv verschieden verlaufen; es kommt noch
zu einer Absorption, ohne daBl Agglutination aufzutreten braucht.
Man kann sich mehr bildlich vorstellen, da bei der Absorption die Ober-
flichen der einzelnen Blutkdrperchen mit den Antikérpern beladen
werden, daB es aber erst zur Agglutination kommt, wenn dieser Vorgang
ein hohes Ausmalp erreicht hat. Dies ist auch der Grund dafir, da man,
zumal bei Verwendung schwacher Seren, bei den Agglutinationsproben

30*
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keine zu dicken Blutkérperchenkochsalzauischwemmungen, sondern
solche von etwa 2,5% anwenden soll, da bei zu starken Aufschwem-
mungen die Antikérper zwar absorbiert werden, aber nicht mehr in
geniigender Menge vorhanden sind, um noch eine sichtbare Verklum-
pung herbeizufiihren.

Nach der zweiten Absorption oder noch nachfolgenden, die sich
zeitlich nicht unbedingt an die ersteren anschlieBen brauchen, und bei
denen eine erhebliche Verklumpung der roten Blutkérperchen nicht mehr
auftritt, empfiehlt es sich, nach Zentrifugieren das Serum nicht itber-
zugieBen sondern mit der Pipette abzuhebern.

Die Absorption der Anti-N-Seren, die an sich schwieriger und
launenhafter ist als die der Anti-M-Seren, wird von uns auch nach dem
Kopenhagener Beispiel bei Zimmertemperatur ausgefithrt. Da das Anti-
N-Agglutinin labiler ist und von dem Absorptionsblut leichter unspezi-
fisch vielleicht auch spezifisch gebunden wird, haben Landsteiner und
Levined die Absorption der N-Seren bei 37° empfohlen. Blaurock?
absorbiert N-Seren !/, Stunde bei 37° und 10 Minuten bei 22°. Um
entsprechend seinen Angaben die Absorption fiir !/, Stunde lang bei
22° vor sich gehen zu lassen, habe ich die Gliser mit den Absorp-
tionsgemischen teilweise wihrend der Absorption in der Westentasche
getragen, die im Durchschnitt eine Temperatur um 22° zeigt. Der
Vergleich mit bei Zimmertemperatur absorbierten Anti-N-Seren lieB
wesentliche Unterschiede in der Wirksamkeit beider Methoden nicht
erkennen.

Besondere Sorgfalt und Exaktheit erfordert die Priifung der absor-
bierten Seren und vorwiegend wieder der Anti-N-Seren auf ihre Rein-
heit gegeniiber artspezifischen und unerwiinschten gruppenspezifischen
Reaktionen. Die Priifung hat nicht nur mit der gewo6hnlichen Objekt-
trdger-, sondern auch mit der bekannten Zenirifugiermethode zu er-
folgen.

Auf dem Objekttriger bringt man je einen Tropfen des zu unter-
suchenden Serums mit einem Tropfen einer 2,5proz. Blutkdrperchen-
kochsalzaufschwemmung zusammen von Personen, die als Testblut-
spender ihrer Gruppenzugehérigkeit nach genauestens bekannt sind,
die Eigenschaft O, A oder B haben und denen die Eigenschaften N oder
M fehlen, deren Antikérper das zu priifende Serum enthalten soll.
Bevorzugen muf man Blut mit dem Faktor A von mdglichst vielen
Personen. Der Reaktionsverlauf wird unter leicht schaukelnden Be-
wegungen der Objekttriger mindestens '/, Stunde lang bei Zimmer-
temperatur beobachtet. Tritt nach Ablauf dieser Zeit keinerlei Ver-
klumpung mehr auf, so kann man annehmen, dafl die Seren bei Anwen-
dung im diagnostischen Versuch unter den gleichen Versuchsbedingungen
frei sind von noch wirksamen unerwiinschten Agglutininen. Kine Ver-
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dunstung der Tropfen 146t sich vermeiden durch Anwendung feuchter
Kammern oder noch einfacher durch Hinzusetzen ganz geringer Mengen
von physiologischer Kochsalzlosung vor Ablauf des Versuchs. Durch
Verdunstung kann es gelegentlich zu einer gewissen ,,Verschmierung®
der Blutkérperchenaufschwemmungen kommen, die nach dem Zu-
satz von Kochsalzlosung wieder klar werden.

Die Objekttrigermethode ist in allen Féllen, in denen man im diagno-
stischen Versuch auch mit der Zentrifugiermethode arbeiten will, zu
erginzen durch Prifung mit der Zentrifugiermethode. Hierzu werden
gleiche abgemessene Mengen Serum mit gleichen abgemessenen Mengen
von Blutkorperchenkochsalzaufschwemmungen wieder von mdglichst
vielen Testblutspendern zusammengebracht. Die Gemische werden
unter mehrmaligem Anschiitteln 5 Minuten stehengelassen und dann
2 Minuten lang bei 2000 Umdrehungen zentrifugiert, wobei An- und Aus-
laufzeit der Zentrifuge nicht mitberechnet werden. Lost sich der Boden-
satz hiernach wieder zu einer gleichmafBigen Verteilung der roten Blut-
korperchen, so sind die Seren auch fiir die Zentrifugiermethode als
geniigend gereinigt anzusehen.

Hervorzuheben ist, daB Seren, die mit der Objekttrigermethode
gepriift, sich fiir diese Gebrauchsanwendung als geniigend rein zeigen,
bei der Nachpriifung mit der Zentrifugiermethode zuweilen noch einen
Bodensatz ergeben, der sich zwar wieder 16st aber doch erst nach stéirke-
rem Beklopfen des Glases. Erklart wird dieser Umstand dadurch, daBl
die Zentrifugiermethode schirfere Resultate gibt, und dafl hierbei art-
spezifische oder auch unerwiinschte gruppenspezifische besonders Anti-
A-Agglutinine noch zur Wirkung kommen, wie das bei der Objekt-
trdgermethode und ihrer oben geschilderten Anwendungsart nicht mehr
der Fall ist. Diese unerwiinschten Agglutinine sind durch die Absorption
in der Regel nicht restlos aus den Seren entfernt, sondern nur derartig
verdiinnt, daB sie nicht mehr wirksam sind und die spezifischen M-
oder N-Reaktionen nicht storen. Es ist daher erforderlich, die Ge-
brauchsseren jeweils auf die im spéteren diagnostischen Versuch an-
zuwendende Methode einzustellen, und man wird Seren, die man fiir
die Zentrifugiermethode benutzen will, starker absorbieren oder ent-
sprechend mehr verdiinnen miissen.

Parallel mit der Priifung auf die Reinheit der Seren muf} die
Priifung auf ihre Titerstirke gehen. Zu diesem Zweck stellt man sich
aufsteigende Serumverdiinnungen her. In das 1. Glas kommen 0,1 ccm
Serum und in die folgenden 0,1 ccm physiologischer Kochsalzlosung.
Zu dem 2. Glas fiigt man 0,1 ccm Serum hinzu, mischt Serum und Koch-
salzfliissigkeit durch wiederholtes Aufziehen mit der Pipette gut durch
und pipettiert 0,1 cem dieses Gemisches in das 3. Glas und entspre-
chend in die folgenden. Aus dem letzten Glas werden 0,1 cocm des Serum-
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Kochsalzgemisches entfernt. Man hat mithin in allen Glésern 0,1 com
Serum in aufsteigenden Verdimnungen Y/, Yy, Y, /s usw. Zu diesen
Serumverdiinnungen werden dann je Glas 0,1 com einer etwa 2,5proz.
Blutkérperchenkochsalzaufschwemmung gebracht. Als Testblutkérper-
chen nimmt man zweckmilBig immer das gleiche OM-Blut fir Anti-
M-Seren und ON-Blut fir Anti-N-Seren. Das Resultat wird abgelesen
nach Zentrifugieren wie oben beschrichben oder nach Stehenlassen der
Glaser fir 2—4 Stunden bei Zimmertemperatur. Das Ablesen erfolgt
mit dem bloflen Auge unter Anklopfen an den Boden des Reagens-
glages. Bei stark positiven Reaktionen (- -+ -) 1ost sich der Boden-
satz nicht in der dariiberstehenden Flissigkeit, die véllig klar bleibt.
Bei noch starken Reaktionen (- ) 16st sich der Bodensatz in einzelnen
noch groferen zusammenhiingenden Flantschen, die Flissigkeit bleibt
klar. Bei noch positiven Reaktionen (-+) 16st sich der Bodensatz zu
gerade noch makroskopisch sichtbaren einzelnen Klumpen, die Fliissig-
keit wird durch sich verteilende rote Blutkérperchen undurchsichtig.
Bei negativen Reaktionen (—) sieht man beim Anklopfen, wie sich die
arm Boden befindliche Schicht roter Blutkérperchen wirbelartig in der
dariiberstehenden Fliissigkeit verteilt, so daB es wieder eine gleich-
miBige Aufschwemmung der roten Blutkorperchen gibt. Die Feststel-
lung der Grenze zwischen noch positiven und schon negativen Reak-
tionen ist natiirlich gleitend, sie hingt jeweils von dem subjektiven
Frmessen des Untersuchers ab; es empfiehlt sich aber, die Resultate
immer gleichmiBig nach bestimmt festgelegten eigenen Normen zu
bezeichnen.

Die Austitrierung der Seren 1iBt sich auch auf Objekttrigern aus-
fiihren, indem man durch tropfenweises Uberpipettieren der Gemische
von einem Tropfen zum anderen sich in der gleichen Weise aufstei-
gende Serumverdiinnungen herstellt. Wenn man nach etwa 1/, stiindigem
Warten die Resultate dieser Objekttragermethode mit den Resultaten
der Zentrifugiermethode vergleicht, so ergibt die erstere immer etwas
niedrigere Werte, z. B. tritt bei der Objekttrigermethode bis zu einer
Verdiinnung von 1:16 noch eine deutliche Verklumpung auf, wihrend
bei der Zentrifugiermethode mit dem gleichen Untersuchungsmaterial
noch deutlich positive Resultate bei 1:32 und evtl. noch héher erkenn-
bar sind. Die Seren sind nach beiden Methoden nicht nur gegen M-
oder N-Blut, sondern auch gegen MN-Blut auszutitrieren. Auch hier-
bei fallt bei beiden Methoden die Reaktion fiir das heterocygote MN-
Blut um die Hialfte schwiicher aus. Die Austitrierung mit MN-Blut
nach der Objekttrigermethode empfiehlt sich immer bei den Anti-N-
Seren, die stets einen wesentlich niedrigeren Titer haben als die Anti-
M-Seren, um bei zu schwachen Seren, z. B. bei Anwendung der diagno-
stischen Objekttrigermethode, zu vermeiden, ein MN-Blut falschlich
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fiir ein M-Blut anzusehen, eine Gefahr, die aber vermeidbar ist, wenn
man zu schwache Seren, auf diese Weise gepriift, von vornherein aus-
scheidet.

Vor endgiiltiger Ingebrauchnahme so gepriifter Seren untersuche
ich die Reaktion dieser Seren noch im Serienobjekttragerverfahren gegen
etwa 50—100 Wassermannblute und sehe dann aus dem gefundenen
prozentualen Anteil der Blute zur Blutgruppe MN, M und N, der sich
schon bei diesen relativ kleinen Zahlen hier konstant um 50, 30 und 20
bewegt, dafl die Seren gebrauchsfihig sind. Diese Eigenkontrolle kann
auch sonst fiir den Anfinger in der neuen Untersuchungsmethode zur
eigenen Ubung wirmstens empfohlen werden.

Es ist selbstverstindlich, dafl sich die Prifung der Seren auf Rein-
heit und Titerstirke schon fiir den gewshnlichen Gebrauch sehr hdufig
wiederholen muB, besonders natiirlich ist sie Vorbedingung vor jeder
Untersuchung fiir gerichtliche Zwecke.

Was die Titerstirke der Gebrauchsseren anbetrifft, so fordert
Schifft, daB ein Immunserum fiir forensische Zwecke kraftig genug
ist, wenn es noch mindestens 10 Agglutinindosen enthilt, d. h. wenn
1/, der im Versuch verwendeten Immunserummenge ebenfalls noch
kriftig agglutiniert. Fiir Anti-M-Seren gelingt es meist ohne Schwierig-
keiten reine Gebrauchsseren herzustellen, die nach der Zentrifugier-
methode und gegeniiber OM-Blut bemessen noch in einer Verdiinnung
bis 1:256 wirksam sind. In bezug auf die immer wesentlich schwéche-
ren Anti-N-Seren bedarf die Angabe des Titers von 1:10 einer genaueren
Fassung. Ich beziehe den Verdiinnungsgrad auf die Menge von 0,1 com
Serum und nicht auf die Gesamtmenge von 0,2 ccm, ndmlich 0,1 cem
Serum + 0,1 cem Blutkorperchenkochsalzaufschwemmung, die im Ver-
such zur Anwendung kommt. Danach spreche ich vom ersten Glas als
von einer Verdiinnung 1:1, vom zweiten 1:2, vom dritten 1:4 usw.,
wie aus der Tab. 2 ersichtlich ist. Meine fiir forensische Zwecke gebrauch-
ten absorbierten Anti-N-Seren geben bei Austitrierung gegen ON-Blut
mit der Zentrifugiermethode noch eine deutliche positive Reaktion bis
iber 1:16 bzw. 1:32 (5. bis 6. Glas), entsprechend bei Austitrierung
mit MN-Blut bis 1:16 (5. Glas) und bei der Objekttrigermethode mit
MN-Blut bis 1:8 (4. Tropfen). Diese Forderung der Titerstirke mufl
man als hinreichend ansehen, und sie wird etwa dem entsprechen, was
Schiff verlangt.

Die Seren werden im Eisschrank autbewahrt. Wir haben zu diesem
Zwecke einen gewdhnlichen elektrischen und sich selbst einschaltenden
Haushaltskiihlschrank einrichten lassen durch VergroBerung des eigent-
lichen Kiihlkessels. Hierin herrscht eine ziemlich gleichbleibende
Minustemperatur um 10°. Er dient zur Aufbewabrung der Kaninchen-
rohseren, die in kleinen Reagensglischen mit Gummistopfen ver-
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schlossen hier danernd im gefrorenen Zustand gehalten werden, und zwar
in Mengen, die iiber viele Jahre ausreichen wiirden. Wahrend der jetzt
3/, Jahre davernden Beobachtungszeit konnte eine Abschwichung
dieser so behandelten Rohseren nicht beobachtet werden. In dem groBe-
ren eigentlichen Kiithlraum herrschen am Boden Temperaturen um den
0-Punkt herum, hier werden die fiir den téiglichen Gebrauch bestimm-
ten Seren aufbewahrt. In den oberen Teilen des Kithlraumes liegen die
Temperaturen um 1—2°, so daf sich hier das Blut aufbewahren 1aft,
ohne daBl man Hamolyse durch Kélteeinwirkung zu befiirchten héitte.
Die Haltbarkeit der im groBen Kiihlraum aufgehobenen und nicht ein-
gefrorenen Gebrauchsseren ist schwankend. Ein Teil derselben hatte
schon nach 1/, Jahr die Wirksamkeit vollstdndig verloren, diese Seren
rochen ziemlich stark nach Schwefelwasserstoff und waren durch bak-
terielle Vorginge zersetzt. Andere wiederum hatten bei Priifung zur
gleichen Zeit nur unwesentlich an Stirke verloren; keimtétende Zusétze
wurden in keinem Falle hinzugesetzt.

Die Stirke der Agglutinogene M und N scheint nach den bisher ge-
machten Beobachtungen gleichen Seren gegeniiber nur wenig zu schwan-
ken. Sie nimmt von Tag zu Tag ab, wenn man die roten Blutkdrper-
chen in physiologischer Kochsalzlosung auch im Eisschrank aufhebt,
weniger wenn man sie in ihrem eigenen Serum beldBt, ein Vorgang,
der von den alten Blutgruppen her bekannt ist.

Der diagnostische Versuch zur Untersuchung von Einzelpersonen,
Mutter — Kind — Paaren, bei Familienuntersuchungen und von Wasser-
mannbluten erfolgte serienmaBig mit der gewohnlichen Objekttriger-
methode. Abhingig von der jeweiligen Stirke der Gebrauchsseren
miissen hierbei positive Resultate schon nach einer halben bis einer
Minute deutlich auftreten, und die Blutkérperchen miissen vollstindig
verklumpt werden. Negative Resultate diirfen auch bei Kontrolle nach
mindestens !/, Stunde keine Verklumpung zeigen; sollte diese gelegent-
lich unter dem EinfluB der Verdunstung spurenweise auftreten, so 148t
sich die Diagnose trotzdem einmal am zeitlichen Ablauf der Reaktion
stellen, anders bewirkt Zusatz von geringen Mengen physiologischer
Kochsalzlssung zn dem Tropfen beim negativen Resultat wieder eine
gleichmiBige Verteilung der roten Blutkérperchen, wahrend bei posi-
tiven und fraglichen Reaktionen der Zusatz eine fragliche Verklum-
pung eher noch deutlicher und makroskopisch sichtbar macht. Bei
derartigen gelegentlichen Zweifelsfillen ist nochmalige Nachpriifung
mit demselben oder besser noch mit anderen Seren, evtl. auch mit der
Zentrifugieruwiethode erforderlich.

Meine Zusammenstellung des Endresultates zeigt, dal schon diese
einfache Untersuchungsmethode bei entsprechender Ubung fiir serien-
weise Untersuchungen zuverldssige Resultate gibt. Hingegen kann gar
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nicht bestimmt genug darauf hingewiesen werden, daf fir gerichiliche
Zwecke diese Objekttrdgermethode nur allgemein orientierenden Charakter
haben kann, und daf ste durch weitere Untersuchungsmethoden erginzt
werden muf.

Wir gehen hier fiir alle gerichtlichen Untersuchungen so vor, daB
gleichzeitig mit der Untersuchung auf die Zugehodrigkeit zu den alten
Blutgruppen genau wie bei diesen sowohl die Objekttriger- wie die
Zentrifugiermethode angewendet wird (vgl. Tab. 1).

Tabelle 1. Schema fiir Blutgruppenuntersuchung nach Objekttriager-
und Zentrifugiermethode.

Name: Gertrud Miiller. Bonn, den 3. II1. 1933.
Objekt- , Zentri- Objekt- Zentri-
trager- fugier- trager- fugier-
methode | methode methode | methode

R X4-8er. A= + | -+ ...+ Anti-M-Ser. = + -+

Bluthorperchet } ¥ + Ser. B= — | — ..+ AntiNSer.= — | —
aufschwemmung | 4Ser. 0= + | & | .
Ser. X -+ Testblutkorperchen- ‘ !
aufschwemmung A := - + | .
Ser. X + desgl. B= - —  Blutgruppe: BM.

Als erste Konlrolle des hierdurch ermittelten vorldufigen Unter-
suchungsergebnisse titrieren wir nunmehr in der wie oben geschilderten
Weise das zu untersuchende Blut quantitativ gegen Anti-M- und Anti-
N-Seren aus (Vergleich 1, Tab. 2). Hierbei verwenden wir in der Regel
die Zentrifugiermethode. Es empfiehlt sich sowohl fiir die Objekttriger
wie die Zentrifugiermethode und die Austitrierung jeweils verschiedene
Seren zu nehmen, um auch schon so mégliche Fehlerquellen auszu-
scheiden.

Die wichtigste und wunverlifiliche Kontrolle hat durch den Absorp-
ttonsversuck zu erfolgen.

Als Vorversuch zu dem eigentlichen Absorptionsversuch miissen die
Anti-M- und Anti-N-Seren, die spéter im eigentlichen Hauptversuch
mit dem zu untersuchenden Blute absorbiert werden sollen, austitriert
werden. Hierzu stellt man sich wieder steigende Serumverdinnungen
her, und fiigt zu diesen je die gleiche Menge 0,1 cem 2.5 proz.
Kochsalzblutkérperchenaufschwemmung von bekannten M- und N-
haltigen Testblutspendern hinzu. Die Ablesung geschieht nach dem
Zentrifugieren in der bekannten Weise. Um Serum zu sparen, braucht
man die beiden ersten Glaser nicht einzuschalten (x) (Vergleich I1I,
Tab. 2).

Fiir den eigentlichen Absorptionsversuch werden von den gleichen
und im Vorversuch austitrierten Anti-M- und Anti-N-Seren je 0,3 ccm
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verwendet. Das zu untersuchende Blut wird 2mal gewaschen, das Wasch-
wasser mul} hiernach méglichst vollstdndig abgehebert werden, um eine
Verdiinnung des Serums durch verbleibendes Kochsalzwasser zu ver-
meiden.

Zu dem Anti-M-Serum wird 1/; Volumen dieser sedimentierten
roten Blutkérperchen, also 0,1 cem, und zu dem Anti-N-Serum 1/; Volu-
men, also 0,05 ccm hinzugesetzt.

Die Serumblutgemische werden fiir !/, Stunde unter haufigerem
Anschiitteln stehen gelassen. Man kann hier eine deutliche Verklumpung
der roten Blutkérperchen beobachten in den Féllen, wo diese den Faktor
M oder N haben und dessen Antikérper jeweils in den betreffenden Seren
énthalten sind, wihrend beim Fehlen des betreffenden Faktors die Blut-
kérperchenserummischung véllig gleichmafiig verteilt bleibt. Nach Ab-
lauf einer halben Stunde wird zentrifugiert. Wo Agglutination aufge-
treten war, kann man das Serum einfach abgieBen, im anderen Falle
empfiehlt es sich, mit der Pipette abzuhebern. Hieran schlie8t sich fiir
eine halbe Stunde die zweite Absorption mit der gleichen angegebenen
Menge Blutes. Nach Zentrifugieren wird dann das Serum abgehebert
(Vergleich IIT der Tab. 2).

Von den 2mal absorbierten Abgiissen werden nun wieder von
0,1 cem ausgehend steigende Serumverdiinnungen hergestellt. Wahrend
man aus Sparsamkeitsgrinden im Vorversuch die ersten Gliser aus-
lassen konnte, muB man hier besonders in den Fillen, wo es zu einer
Bindung der Agglutinine gekommen war, das erste Glas wieder ein-
schieben. Zu diesen Verdiinnungen wird dann je von den gleichen M-
und N-enthaltenen Testblutkérperchenaufschwemmungen, wie im Vor-
versuch benutzt, 0,1 cem hinzugesetzt. Das Resultat wird nach Zentri-
fugieren abgelesen (Vgl. IV, Tab. 2j.

Bei Verwendung von 2mal 1/, Volumen roter Blutkorperchen gegen-
iiber Anti-M-Seren wird das Agglutinin bei Agglutininbindung in der
Regel vollig aus dem Serum absorbiert. Bei megativer Reaktion tritt
meist eine Abschwichung um ein Glas auf. Bei Verwendung von 2mal
/¢ Volumen Absorptionsblut gegeniiber Anti-N-Seren gilt dasselbe,
bei negativem Verlauf der Reaktion darf die Abschwichung des Titers
1—2 Glaser betragen. Die Absorptionsversuche werden bei Zimmer-
temperatur ausgefithrt.

Bei der Austitrierung der 2mal absorbierten Abgiisse werden je
0,2 ccm Serum verbraucht, die 0,1 cem restlichen Mengen lassen sich im
Objekttragerverfahren und zur weiteren Sicherung der Diagnose noch
gegen bekanntes MN-Testblut untersuchen.

Bei Erwachsenen 146t sich meist ohne Schwierigkeiten aus der Arm-
vene die nétige Blutmenge erhalten, die man fiir diese Versuchs-



448 W. Crome: Untersuchungstechnik der Blutgruppeneigenschaften

anordnungen gebraucht; sie mufl mindestens 1—2 cem betragen. Bei
Kindern, wo die Venenpunktion meist nicht vorgenommen wird, zu-
mal bei Einsendung des Blutes von auswérts, wird man kaum jemals
diese nétigen Blutmengen erhalten.

Zahlreiche Vorversuche an vorher nach der geschilderten Methode
absorbierten Blutproben haben gezeigt, daf man auch mit wesentlich
geringeren Blutmengen den Absorptionsversuch durchfithren kann,
wobei sich das hierfiir oben angegebene Mengenverhdltnis zwischen
Serum und Blutkorperchen genau einhalten 148t

Bei Blutentnahmen von Kindern im Institut selbst benutzen wir
Zwergreagensglaschen, geben 1 Tropfen 3proz. Natriumcitratlosung
hinein und fillen 4 Gliser mit Capillaren etwa bis zur Halfte mit Blut,
das sich am bequemsten aus der Grofizehe entnehmen 1865, Das Serum
wird abzentrifugiert und die Blutkérperchen werden in den Gléschen
2mal gewaschen. Zu den gewaschenen und sedimentierten Blutkérper-
chen wird dann jeweils mit der Capillare tropfenweise Anti-M- und
Anti-N-Serum zugesetzt, so daf die Blutkdrperchenmenge bei dem
Anti-M-Serum wieder 1/, und bei dem Anti-N-Serum !/, des Serum-
volumens ausmacht. Nach der ersten !/,stiindigen Absorption wird
das Serum dann mit Capillaren auf die zweiten Gliser iibertragen, die
wieder 1/, bzw. 1/, Volumen roter Blutkorperchen enthalten. Die Aus-
titrierung der 2mal absorbierten Seren erfolgt in der gleichen oben
geschilderten Weise, indem man sich entweder in kleinen Reagens-
glisern oder auf Objekttrigern tropfenweise Serumverdiinnungen her-
stellt, und zu diesen wieder tropfenweise gleiche Mengen der Test-
blutkérperchenkochsalzaufschwemmungen zusetzt. Um gleiche Versuchs-
bedingungen zu schaffen, muf man im Vorversuch in der gleichen
Weise austitrieren wie nach der Absorption. Die so erhaltenen Unter-
suchungsergebnisse stehen bei exakter Handhabung der Methode
den mit groBeren Serum- und Blutmengen angesetzten Versuchen
nicht nach.

Wo Blut auswirts von Arzten zu entnehmen ist, lassen wir dieses
in etwa 15 Capillaren einschmelzen und blasen das Blut dann zur Ab-
sorption in 4 Zwergreagensgldschen aus. Beim Waschen mufi man fir
diesen Fall auf die véllige Beseitigung der Fibringerinnsel verzichten.
Diesem Umstand Rechnung tragend, pflegen wir Anti-M- und Anti-N-
Seren dann 2mal mit je !/; Volumen zu absorbieren.

Aus Griinden der Selbstkontrolle und um spéteren Nachunter-
suchern die Moglichkeit zu geben, sich tiber unsere Untersuchungsmetho-
den zu orientieren, halten wir es fiir erforderlich, genaue Angaben iiber
Nummer des Serums, Tag der Absorption, Bezeichnung der Testblut-
kérperchenspender und iiber die Untersuchungesrgebnisse zu machen,
die wir den Gerichtsakten beilegen (Vergleich, Tab. 2),
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Untersuchungsergebnisse.

FinschlieBlich der in Wiesbaden® mitgeteilten Befunde belaufen
sich unsere Untersuchungen bislang auf 3800 Einzelfille. Hiervon ent-
stammen 2500 Blutproben Wassermannbluten, der Rest Einzelunter-
suchungen von Ortsansissigen, Studenten, Leichenbluten, Familien-
untersuchungen, Mutter-Kind-Paaren und Vaterschaftssachen.

Das gleichzeitige Fehlen beider Eigenschaften M und N wurde nie-
mals beobachiet.

Die prozentuale Verteilung der neuen Blutgruppen, auf die Gesamt-
menge berechnet betrigt 49,6% MN, 30,8% M und 19,6% N.

Da bei allen Fallen auch die alten Blutgruppen einschlieBlich der
Serumpriifung mit untersucht wurden, kénnen wir die Kombination der
alten und neuen Blutgruppen prozentual angeben. Sie betrigt

190% . ... OMN, 127%. . . .. oM, 80% .. ... ON,
23,9% . ... AMN, 143%. . ... AM, 90% .. ... AN,
50% . ... BMN, 24%. . ... BM, 22% ... .. B N,
1,7% . .. . ABMN, 14%. .. .. ABM, 04% .. ... ABN.

Hieraus ergeben sich fiir die Blutgruppe O = 39,7%, A = 47,2%,
B=19,6% und AB=3,5%.

Der Erbgang wurde an 32 Familien mit 82 Kindern untersucht,
das Frgebnis ist in Tab. 3 festgelegt.

Tabelle 3. Befunde an 32 Familien mit 82 Kindern.

fffﬁéf}‘;ﬁjfj Zahl der unter Kinder

paare suchten Kinder M - .
T

MxM 5 : 16 16 — —
N x N 1 3 - 3 -
M XN 4 11 _ = .
MN x MN 9 18 . . n
MN x M 9 97 : 13 * "
MN x N ’ 4 7 | - | . :
' 32 ! 82 : 33 ’ ] ‘ 1

Fernerhin wurde der Erbgang untersucht an 486 Mutier-Kind-
Paaren mit 498 Kindern. Das Material setzt sich zusammen aus 415 Miit-
tern mit 416 Neugeborenen, deren Nabelschnurblut untersucht wurde.
Der Rest stammt von Vaterschaftsfallen und einzelnen Mutter-Kind-
Paaren. Von den 486 Miittern gehérten 136 zur Blutgruppe M und
91 zur Blutgruppe N. In keinem Folle wurde bei diesen homozygoten
Miittern ein entgegengesetzi homozygotes Kind beobachiet.

* Vgl. Fulnote S. 435.
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4 esnevige Zwillingspaare hatten die gleiche Blutgruppe.
Von 46 Vaierschaftssachen konnten wir auf Grund der Untersuchung
auf M und N 3 Fille angeblicher Vaterschaft awsschliefen.
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