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Uber die Untersuchungstechnik 
der Blutgruppeneigenschaften M und N und Mitteilung 

weiterer Untersuchungsergebnisse*. 
Von 

Dr. W. Creme. 

In meinem Wiesbadener Vortrage** erwithnte ich, daft im vorliegenden 
Schrifttum die Untersuchungstechnik der Blutgruppeneigenschaften M 
und N meist reeht kurz behandelt wird. Dies gilt auch yon der Arbeit 
Schi/jsl: ,,Die Techni]c der Blutgruppenuntersuehung usw.", worauf 
schon Mayser 2 in der Besprechung dieses Buches hinweist. Zustimmen 
kann ich diesem aber insofern nicht ganz, als er meint, dab die technisch 
schwierigen Untersuehungen nicht allein aus einer auch noch so ins 
einzelne gehenden Beschreibung erlernt werden k6nnen, vielmehr 
eigene Erfahrung voraussetzen, die am besten an Hand der Original- 
arbeiten gesammelt wird. Es empfiehlt sich vielmehr, seine theoreti- 
sehen Kenntnisse durch pra/ctisches Unterweisenlassen in geeigneten 
Insti tuten zu erganzen. 

Wenn ich sehon damals die Frage des Bedfirfnisses einer ausfiihr- 
licheren Besehreibung der Technik besonders ffir den geriehtlichen Medi- 
ziner bejahen muft~e, so wurde ieh in dieser Ansieht noeh best~trkt dutch 
weitere eigene Erfahrungen bei Unterweisung einer Anzahl an der neuen 
Untersuehungsmethode Interessierter im hiesigen Institut.  

Es liegt im Rahmen dieser Arbeit, daft wesentlieh neue Gesichts- 
punkte zur Technik besonders fiir den Serologen nicht gebracht werden 
kSnnen. Sie richter 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 ausdri~c/clicher Betonung yon Schwierigkeiten 
der Untersuchungstechnik sollen diese Ausfiihrungen mR ihrer unbe- 

* Herrn Prof. Dr. Mer~el zu seinem 60. Geburtstage, am 7. VL 1933, ge- 
widme~. 

** Veihandlungen der Deutschen Gesellschaft ffir Gerichtliche und Sozi~le 
Medizin anf der 21. Tagung in Wiesbaden veto 27. bis 30. IX.  1932. D~sch. Z. 
gerichtl. Med. 20 (1933). 
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rechtiglen ~berschtitzung aufraumen; sie m6gen weiterhin dazu~beitragen. 
das Allgemeininteresse an der praktischen Bet~tigung mit dieser Unter- 
suchungsmethode in weitesten Kreisen der geriehtlichen Medizin zu 
fSrdern, zumal durch viele Arbeiten aus geriehtlich-medizinisehen 
Insti tuten einer engen Verbundenheit dieser mit der Blutgrulopen- 
forsehung iiberhaupt wiederholt Ausdruek gegeben wurde. 

Verschiedene triftige Griinde sind es, die es geradezu als notwendig 
erseheinen lassen, dab sich neben der Serologie, die ja ohne Zweifel die 
wertvo]lste Pionierarbeit zu leisten hat, aueh die gericht]iehe Medizin 
praktisch mit den Fragen der Blutgruppenfaktoren M und lq zu be- 
fassen hat. 

In der letzten Zeit mehren sich die F~tlle, wo yon den Gerichten 
auch die Untersuchung auf diese neuen Eigensehaften gefordert wird. 
KSnnen die Untersuchungen an geriehtlich-medizinischen Insti tuten 
nicht ausgeffihrt werden, so wtirde es in !Kiirze dahin kommen, dab 
diesen AnstMten auch die Untersuchung auf die Eigenschaften A 
und B verlorengehen wiirde. Ein wiehtiges Arbeitsgebiet wttre ihnen 
dann a~us den H~nden genommen. Soweit es sich hierbei lediglieh um 
die Untersuchung in Vatersehaftssaehen handelt, w~re dieser Zustand 
vielleicht noch ertrs Die vorwiegend im naturwissenschaftlich- 
kriminMistischen Sinne ge]eiteten Institute wfirden aber hierdurch auch 
die Untersuchung yon Gewebsfliissigkeiten und Blur in Flecken, Krnsten 
usw. auf ihre GruppenzugehSrigkeit verlieren. Untersuchungen, die 
mit Erfolg nut  ausfiihrbar sind dureh dauernde praktische ~gtigkeit auf 
dem Gebiete der Blutgruppenforschung. Es liegt wiederum mehr in 
der Arbeitsrichtung des Serologen, dal~ er im Mlgemeinen weniger 
krimina]istisch interessiert ist Ms der gerichtliche Mediziner, und so 
ist es wohl auch kein Zulall, dad fiber Blutgrnppenuntersuchungs- 
befunde an Blutflecken und -krusten gerade aus gerichtlich-medizini- 
schen Insti tuten beriehtet wird. Vorwegnehmend darf ich darauf hin- 
weisen, datl eigene Untersuchungen auf M und N an derartigem Marerial 
durchaus ermutigende Resultate zeigen und weiter fortgesetzt werden. 

Als sehr wesentlicher Punkt  ftir die Notwendigkeit der Bestim- 
mung von M und N in gerichtlieh-medizinisehen Insti tuten kommt 
ferner hinzu, daI~ es jedem erkennenden Richter ira Bemiihen um eine 
objektive Rechtsfindung sehr sehwer fallen mug, sein Urteil auf natur- 
wissensehaftliehen Untersuchungsbefunden aufzubauen, welehe sich 
auf 1Kethoden sttitzen, die angeblich so schwierig sind, dM~ sie yon 
technisch geschickten Arzten nicht gelernt und nur ganz wenigen 
SpeziMisten anvertraut werden k6nnen. Die endgfiltige Anerkennung 
der Untersuehungsergebnisse der Blutgruppeneigensehaften M und ~N 
durch hSehstriehter]iche Entscheidungen als unumst61~liches Beweis- 
mittel in Vaterschaftssachen kann fraglos nicht besser gefSrdert wet- 
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den als durch das milhselige Zusammentragen voa Einzelergebnissen, 
sowohl dutch Serologen wie gericht]iehe Mediziner und durch das ge- 
meinsame Empfehlen naturwissenschaftlieh gesicherter Forsehungs- 
ergebnisse beider Disziplinen, und zwar auf Grund eigener pralctischer 
Erfahrungen. 

Wenn in der Wechselrede zu den Wiesbadener Vortr~Lgen Sei]/ert*, 
der lediglieh in seiner Eigenschaft als Serologe spraeh - -  wobei aus dem 
,lediglich" wohl entnommen werden sollte, dal~ er diese Untersuchungs- 
methode selbst nicht gefibt h a t t e - - ,  seine Ansicht dahingehend gugerte, 
dab diese l~ethode sehr kompliziert und sehwierig sei und daher in die 
Hgnde des Spezialisten gehSre, so wih'de ffir diesen ];all die allgemeine 
Anerkennnng der Brauchbarkeit der Methode nnd ihrer Ergebnisse sicher- 
lich um Jahre hinausgezSgert werden. 

Vorbehaltlos ist aber all' denen zuzustimmen, die mit Recht davor 
warnen, durch unaachgemii/3es und ]critilcloses Herumhantieren seroIogisch 
vSllig Ungei~bter die ganze Frage yon vornherein in Mi[3kredlt zu bringen, 
ghnlleh wie es vor Jahren mit den alten Blutgruppen war. Denn dutch 
unberufene Untersueher nnd allerdings auch dureh Fehlbestimmungen 
- -  gleichgiiltig ob durch Fehldiagnose oder Verwechslung - - ,  die, worauf 
Pietrusky* in Wiesbaden sehon hinwies und wor/iber yon yon Scheurlen a 
eingehend beriehtet wird, keinem gerichtlieh-medizinisehen Institut,  
sondern in einem Fall einem bekannten Serologen zur Last zu legen 
sind, kam es zu jenem unerfreuliehen Urteil des Kammergerichtes. Ge- 
rade um die Wiederholung derartiger Vorkommnisse zu verhindern, 
muff daran /estgehalten werden, daft ]eder Untersucher mit einem gewissen 
Marl an serologischer Vorbildung und Kenntnissen sich eingehend in einem 
Institut iiber die Methodi]c und ihre Fehlerquellen aueh praktiseh unter- 
riehten l~ifit und hier selbstdindig eine Reihe yon Personen seiner Um- 
gebung auf ihre GruppenzugehSrigkeit naeh allen l~egeln bestimmt, die 
ibm spgter als Blutspender zum Zweeke der Immunisierung, der Ab- 
sorption der 1%ohseren oder zur Prfifung der Gebrauehsseren auf deren 
Spezffitgt, Reinheit und Titerstgrke dienen sollen. Wenn Schi/] in 
Wiesbaden die gegenteilige Ansieht gugerte, ngmlleh, dab jeder am besten 
allein seine Untersuchungen an_range, um an gemachten Fehlern die 
Fehlerquellen selbst kennenzulernen, um diese dann spgter besser zu 
vermeiden, so mag er hierffir ganz triftige Grfinde haben. Eine Verall- 
gemeinerung dieses Standpunktes wfirde folgerichtig und letzten Endes 
dazu ffihren, dab ]ede pralctische Unterweisung Lernender sieh in der 
Medizin fiberhaupt er/ibrigte. F/ir den gerichtlichen Mediziner w/irde 
es im besonderen Falle aber nur eine ungerechtfertigte Verschwendung 
yon viel Zeit und Energie bedeuten, ohne der Saehe selbst fSrderlich 
zu sein. Aueh aus den Fehlern anderer ]ernen wit. 

* Vgl. l~ugnote zu S. 435. 
Z. f. d. ges. Gerichtl. NIedizin. ~1. Bd. 30 



d:38 W. Crome: Untersuchungstechnik der Blutgruppeneigenschaften 

Die Immunisierungsmethode yon Kaninehen zur Gewinnung der 
roben Anti-M- und Anti-N-Seran wurde yon mir bereits in dem Wies- 
badener Vortrag eingehend gesahildert, so dab ich auf diese Ausffih- 
rungen und auch weiterhin auf friihere Arbeiten yon Akune 4 und Well[ ~ 
verwaisen kann. Aueh Well/ beriehtete bei seinen Immunisierungs- 
versuehen iiber ~hnliche Erfahrungen, ar konnte gleichfalls bei M- 
Kaninchen, die anfangs kein brauehbares Anti-M gebildet batten, 
nach nochmaliger Behandlung derselben Tiere nunmehr zum Tell braueh- 
bare Seren gewinnen. Jahreszeitliahe VerhSltnisse scheinen aueh naeh 
Wol H die Ergebnisse der Immunisierungsversuche zu beeinflussen, die 
Sommermonate sollen hierfiir die geeignetsten sein. 

Zum besseren Verst~Lndnis der Vorg~nge bei der elektiven Absorption 
der tZohseran sei noah folgendes ausgefiihrt. Die mit OM- oder ON-Blur 
behandelten Kaninehen bilden bei der Immunisierung nicht nut  die 
gew~insehten gruppenspezi/ischen Agglutinine Anti-M oder Anti-N, 
wenn aueh latztere bei brauehbaren Seran in st~rkerem N[age, sondern 
such neben artspezi[ischen Agglutininen ,,Anti-Mensch" weitere gruppen- 
spezi[ische Agglutinine besonders Anti-A, evtl. Anti-P und a ndere noeh 
nicht n~her identifizerte. Gleiehzeitig treten im Serum eine Reihe an- 
deter AntikSrper wie H~Lmolysine, Pr~eipitine u. ~. auf. Da.s im Serum 
normalerweise enthaltene Komplement und die hitzeempfindliehen Anti- 
k6rper wie H~molysine werden durch die Inaktivierung fiir 1/2 Stunde 
bei 56 ~  Wusserbad zerst6rt. Die iibrigen danaah noch im Rohserum 
enthaltenen unerwiinsehten AntikSrper mfissen, soweit sie nieht durch 
eine Serumverdiinnung sehon in einen unwirksamen Verdiinnungsgrad 
gebraaht werden, dureh die ansehliegende Absorption aus dem l~oh- 
serum entfernt bzw. noah weiterhin in einen Verdiinnungsgrad ge- 
braeht werden, der die gruppensI0ezifisehen M- nnd N-Reaktionen 
nieht mehr iiberlagert. 

Dem Absorptionsblut mu8 in allen F/~llen der Faktor M oder N 
fahlen, dessen Antik6rloer ira Gebrauehsserum wirksam sein soll. Die 
Agglutinine ,,Anti-Menseh" werden yon den roten BlutkSrperehen aller 
mensehlieher Blutgruppen gebunden. In l~iieksieht auf das meist in 
a]len Rohseren stark enthaltane Anti-A mu8 vorwiegend Blur verwen- 
det werden mit dem Faktor  A. Um m6gliahst sieher zu gehen, aueh 
~ndere erwg~hnte gruppenspezifisehe AntikSrper zu binden, nehmen 
wir n~eh MSgliehkeit immer Blute von versehiedenen Personen, die 
zur Blutgruppe A geh6ren und gleiehzeitig aueh Blute mit der Eigen- 
sehaft B und O. 

Worauf sahon Akune 4 hinwies, gelingt es allein dureh Verdiinnung 
der Rohseren mit physiologiseher Koehsalzl6sung bei sehr starken Seren 
in Verdiinnungsgraden, die sieh naeh eiganer Beobaehtung bis zu t :32000 
bewegen, in den letzten 2--3 G1/~sern nur die spezifischen M- oder N- 
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Reaktionen zu erzielen, ohne da~3 diese in diesen Verdtinnungen noeh 
dureh unerwiinschte Reaktionen iiberlagert wurden. Praktiseh ist diese 
Methode night verwertbar, well die Grenze und Spanne zwisehen den 
Verdiinnungen, die noch unerwiinsehte Reaktionen geben und denen, 
wo nur noch die spezifisehen ~-  und N-]geaktionen auftreten, zu gering 
und sehwankend sind. Von diesen Beobaehtungen ausgehend, habe ieh 
die l%ohseren in der 1etzten Zeit nicht mehr durehwGg im Verh/~ltnis 1 : 20, 
sondern bis 1:100 verdtinnt. Abgesehen yon dem geringen Vorteil, dab 
man hierbei weniger Rohserum verbraueht, kommt aber hinzu, dab 
man wesentlich geringere Blutmengen zur eigentlichen Absorption n6tig 
hat, die unter Umstgnden nicht immer leieht zu besehaffen sind. Dureh 
entspreGhende Vorversuehe l~l~t sich f~r jedes Serum Ieststellen, bei 
welchem VGrdiinnungsgrad und welcher Menge yon roten BlutkSrper- 
chen dureh die Absorption reine und dem Titer nach st~rkste Seren 
zu erzielen sind. Bei Verdiinnungen ] :40 oder 1:60 gentigt in der 
Regel eine 2malige je 1/2 Stunde dauernde Absorption mit je 1/3 oder 
1/4 Volumen der 2real gewaschenen und sedimentierten Blutk6rper- 
ehen, das Volumen bemessen auf die Serummenge. Fiir den Anfang 
und vor genauester Kenntnis der Eigensehaften eigener Rohseren wird 
es sieh allerdings immer empfehlen, die Seren im Verhs 1:20 zu 
verdiinnen und 2real mit je 1/2 Volumen toter BlutkSrperehen zu ab- 
sorbieren. 

Die Absorption selbst erfolgt in grSBeren l%eagensgl~sern und naeh 
MSglichkeit unter Einhaltung gGWiSSGr aseptiseher MaBnahmen. Zu der 
abgemessenen SerumvGrdiinnung wird tropfenweise die erreehnete 
Blutmenge hinzugesetzt, das Gemisch bleibt stehen und wird einige 
Male leieht nmgeschtittelt. Es erfolgt bald eine kr/tftige Verklumpung 
der roten BlutkSrpGrehen, die sigh dann nach dem anzuschlieBenden 
Zentrifugieren zu einem festen Ballen am Boden absetzen. Das Serum 
1/~Bt sich ohne weiteres in t in zweites Glas abgieBen, and GS wird dann der 
zweite Teil der roten BlutkSrperchen hinzugesetzt. Bei dieser zweiten 
Absorption kommt es in der Regel zu keiner grob sichtbaren Verklum- 
pung mehr. Falls diese trotzdem noeh auftreten sollte, sieht man daran 
sehon, dab man eine dritte Absorption mit einer geringeren Blutmenge 
ansehlieBen muB. 

Zu beachten ist, dab Agglutination und Absorption zwar gleieh- 
sinnig, aber doeh quantitativ verschieden verlaufen; es kommt noch 
zu einer Absorption, ohne dab Agglutination aufzutreten braucht. 
Man kann sieh mehr bildlich vorste]len, dab bei der Absorption die Ober- 
fl~chen der einzelnen Blutk6rperchen mit den Antik6rpern beladen 
werden, dab es aber erst zur Agglutination kommt, wenn dieser Vorgang 
ein hohes AusmaB erreicht hat. Dies ist auch der Grund daftir, dab man, 
zumal bei Verwendung schwacher Seren, bei den Agglutinationsproben 

30* 
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keine zu dicken Blutk6rperehenkoehsalzaufsehwemmungen, sondern 
solehe yon etwa 2,5% anwenden soll, da bei zn starken Aufsehwem- 
mungen die Antik6rper zwar absorbiert werden, aber nieht mehr in 
geniigender 2r vorhanden sind, um noeh eine siehtbare Verklum- 
pung herbeizuftihren. 

Naeh der zweiten Absorption oder noch naehfolgenden, die sieh 
zeitlieh nieht unbedingt an die ersteren anschliegen brauehen, und bei 
denen eine erhebliehe Verklumpung der roten Blutk6rperchen nieht mehr 
auftritt ,  empfiehlt es sich, naeh Zentrifugieren das Serum nieht iiber- 
zugiegen sondern mit der Pipette abzuhebern. 

Die Absorption der Anti-N-Seren, die an sieh sehwieriger und 
launenhafter ist als die der Anti-M-Seren, wird yon uns aueh naeh dem 
Kopenhagener Beispiel bei Zimmertemperatur ausgefiihrt. Da das Anti- 
N-Agghtinin labfler ist und yon dem Absorptionsblut leiehter unspezi- 
fiseh vielleieht aueh spezifisch gebunden wird, haben Landsteiner und 
Levine ~ die Absorption der N-Seren bei 37 ~ empfohlen. Blauroelc ~ 
absorbiert N-Seren 1/2 Stunde bei 37 ~ und 10 Minnten bei 22 ~ Um 
entspreehend seinen Angaben die Absorption fiir 1/2 Stunde lang bei 
22 ~ vor sich gehen zu lassen, habe ieh die G1/iser mit den Absorp- 
tionsgemisehen teflweise w/~hrend der Absorption in der Westentasehe 
getragen, die im Durehsehnitt eine Temperatur um 22 ~ zeigt. Der 
Vergleieh mit bei Zimmertemperatur absorbierten Anti-N-Seren lieB 
wesentliehe Unterschiede in der Wirksamkeit beider 5{ethoden nieht 
erkennen. 

Besondere Sorgfalt und Exaktheit  erfordert die Prg/ung der absor- 
biergen Seren und vorwiegend wieder der Anti-N-Seren auf ihre Rein- 
heir gegeniiber artspezifisehen und unerwiinsehten gruppenspezifisehen 
t~eaktionen. Die Priifung hat nieht nut  mit der gew6hnliehen Objekt- 
trdiger-, sondern aueh mit der bekannten Zentri/ugiermethode zu er- 
folgen. 

Auf dem Objekttr~ger bringt man je einen Tropfen des zu unter- 
suchenden Serums mit einem Tropfen einer 2,5proz. Blutk6rperehen- 
kochsalzaufsehwemmung znsammen yon Personen, die als Testblut- 
spender ihrer Gruppenzugeh6rigkeit naeh genauestens bekannt sind, 
die Eigensehaft O, A oder B haben und denen die Eigenschaften N oder 
M fehlen, deren Antik6rper das zu priifende Serum enthalten soll. 
Bevorzngen mug man Blur mit dem Faktor  A v o n  m6gliehst vielen 
Personen. Der Reaktionsverlauf wird unter leieht schaukelnden Be- 
wegungen der Objekttr/~ger mindestens 1/~ Stunde fang bei Zimmer- 
temperatur beobaehtet. Tri t t  naeh Ablauf dieser Zeit keinerlei Ver- 
klumpung mehr auf, so kann man annehmen, dal3 die Seren bei Anwen- 
dung im diagnostisehen Versuch unter den gleichen Versuchsbedingungen 
frei sind yon noeh wirksamen unerwiinsehten Agglutininen. Eine Ver- 
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dunstung der Tropfen lal]t sich vermeiden durch Anwendung feuchter 
Kammern oder noch einfacher durch Hinzusetzen ganz geringer Mengen 
yon physiologiseher KochsalzlSsung vor Ablauf des Versuchs. Durch 
Verdunstung kann es gelegentlieh zu einer gewissen ,,Verschmierung" 
der BlutkSrperehenaufschwemmungen kommen, die nach dem Zu- 
satz yon Kochsalzl6sung wieder klar werden. 

Die Objekttragermethode ist in allen Fallen, in denen man im diagno- 
stischen Versuch auch mit der Zentrifugiermethode arbeiten will, zu 
erganzen durch Priifung mit der Zentrifugiermethode. Hierzu werden 
gleiche abgemessene Mengen Serum mit gleichen abgemessenen Mengen 
yon BlutkSrperchenkoehsalzaufschwemmungen wieder yon mSgliehst 
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. LSst sich der Boden- 
satz hiernach wieder zu einer gleichmal]igen Verteilung der roten Blut- 
kSrperchen, so sind die Seren auch fiir die Zentrifugiermethode als 
geniigend gereinigt anzusehen. 

Hervorzuheben ist, dab Seren, die mit der Objekttragermethode 
gepriift, sieh ftir diese Gebrauchsanwendung als gen/igend rein zeigen, 
bei der Nachpriifung mit der Zentrifugiermethode zuweilen noch einen 
Bodensatz ergeben, der sieh zwar wieder 15st aber doch erst nach st/irke- 
rein Beklopfen des Glases. Erklart wird dieser Umstand dadurch, dab 
die Zentrifugiermethode scharfere Resultate gibt, und dab hierbei art- 
spezifische oder auch unerwiinschte gruppenspezifische besonders Anti- 
A-Agglutinine noch zur Wirkung kommen, wie das bei der Objekt- 
tr/s 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 sic nicht mehr wirksam sind und die spezifischen M- 
oder N-Reaktionen nicht stSren. Es ist daher erforderlich, die Ge- 
brauchsseren jeweils auf die im spateren diagnostischen Versuch an- 
zuwendende Methode einzustellen, und man wird Seren, die man ffir 
die Zentrifugiermethode benutzen will, starker absorbieren oder ent- 
sprechend mehr verdtinnen m~issen. 

Parallel mit der Priifung auf die Reinheit der Seren mull die 
Pr/ifung auf ihre Titerst~rke gehen. Zu diesem Zweck stellt man sich 
aufsteigende Serumverdiinnungen her. In das 1. Glas kommen 0,1 cem 
Serum und in die folgendcn 0,1 ccm physiologischer Kochsalzl6sung. 
Zu dem 2. Glas fiigt man 0,1 ccm Serum hinzu, mischt Serum und Koch- 
salzfliissigkeit dureh wiederholtes Aufziehen mit der Pipette gut dutch 
und pipettiert 0,1 ccm dieses Gemisches in das 3. Glas und entspre- 
chend in die folgenden. Aus dem letzten Glas werden 0,1 ccm des Serum- 
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Kochsalzgemisehes entfernt. Man hat mithin in allen Glisern 0,1 ecru 
Serum in aufsteigenden Verdiinnungen i/i, i/~, i/4 ' 1/s usw. Zu diesen 
Serumverdiinnungen werden dann je Glas 0,1 ecru einer etwa 2,5proz. 
BlutkSrperehenkoehsalzaufschwemmung gebracht. Als Testblutk6rper- 
ehen nimmt man zweckm/~f~ig immer das gleiehe OM-Blut far Anti- 
M-Seren und ON-Blut fiir Anti-N-Seren. Das Resultat wird abgelesen 
naeh Zentrifugieren wie oben besehrieben oder naeh Stehenlassen der 
Gl~ser fiir 2--4 Stunden bei Zimmertemperatur. Das Ablesen erfolgt 
mit dem blol3en Auge unter Anklopfen an den Boden des Reagens- 
glases. Bei stark positiven Reaktionen ( + + + )  15st sieh der Boden- 
satz nieht in der dariiberstehenden Fliissigkeit, die vSllig klar bleibt. 
Bei noeh starken l~eaktionen ( ~  + )  16st sich der Bodensatz in einzelnen 
nooh grSl3eren zusammenhgngenden Flantsehen, die Fliissigkeit bleibt 
klar. Bei noeh positiven geakt ionen (+)  16st sieh der Bodensatz zu 
gerade noeh makroskopiseh sichtbaren einzelnen Klumpen, die Fltissig- 
keit wird dutch sich verteilende rote Blutk6rperehen undurchsiehtig. 
Bei negativen Reaktionen (--) sieht man beim Anklopfen, wie sieh die 
am Boden befindliehe Schieht roter Blutk6rperehen wirbelartig in der 
dartiberstehenden Fltissigkeit verteilt, so dab es wieder eine gleieh- 
ms Aufschwemmung der roten BlutkSrperehen gibt. Die Feststel- 
lung der Grenze zwisehen noch positiven und sehon negativen I~eak- 
tionen ist nattirlieh gleitend, sie h ingt  jeweils yon dem subjektiven 
Ermessen des Untersuehers ab; es empfiehlt sich aber, die Resultate 
immer gleiehmigig naeh bestimmt festgelegten eigenen Normen zu 
bezeichnen. 

Die Austitrierung der Seren l~iBt sieh aueh auf Objekttr~gern aus- 
ftihren, indem man dureh tropfenweises i)berpipettieren der Gemisehe 
yon einem Tropfen zum anderen sieh in der gleiehen Weise aufstei- 
gende Serumverdiinnungen herstellt. Wenn man naeh etwa i/4stiindigem 
Warren die Resultate dieser Objekttrfigermethode mit den Resultaten 
der Zentrifugiermethode vergleieht, so ergibt die erstere immer etwas 
niedrigere Werte, z. B. t r i t t  bei der Objekttr igermethode bis zu einer 
Verdiinnung yon 1:16 noeh eine deutliehe Verklumpung auf, wghrend 
bei der Zentrifugiermethode mit dem gleichen Untersuehungsmaterial 
noeh deutlieh positive Resultate bei 1:32 und evil. noeh hSher erkenn- 
bar sin& Die Seren sind naeh beiden Methoden nicht nur gegen M- 
oder N-Blut, sondern aueh gegen MN-Blut auszutitrieren. Aueh hier- 
bei f~llt bei beiden Methoden die t~eaktion f/Jr das heteroeygote NN- 
Blut um die Hi l f te  schw~eher aus. Die Austitrierung mit MN-Blut 
naeh der Objekttr~germethode empfiehlt sieh immer bei den Anti-N- 
Seren, die stets einen wesentlieh niedrigeren Titer haben als die Anti- 
M-Seren, um bei zu schwaehen Seren, z. B. bei Anwendung der diagno- 
stisehen Objekttrigermethode, zu vermeiden, ein MN-Blut fglsehlieh 
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ffir ein M-Blur anzusehen, eine Gefahr, die aber vermeidbar ist, wenn 
man zu sehwache Seren, auf diese Weise geprfift, yon vornherein aus- 
scheidet. 

Vor endgfiltiger Ingebrauchnahme so geprfifter Seren untersuche 
ich die Reaktion dieser Seren noch im Serienobjekttrs gegen 
etwa 50--100 Wassermannblute und sehe dann aus dem gefundenen 
prozentuMen Anteil der Blute zur Blutgruppe M~, M und N, der sich 
schon bei diesen relativ kleinen Zahlen hier konstant  um 50, 30 und 20 
bewegt, da~ die Seren gebrauchsfs sind. Diese Eigenkontrolle kann 
auch sonst ffir den Anf~nger in der neuen Untersuchungsmethode zur 
eigenen Ubung w~rmstens empfohlen werden. 

Es ist selbstverst~ndlich, dal] sich die Prfifung der Seren auf Rein- 
heir und Titersts schon ffir den gewShnlichen Gebrauch sehr hdiu/ig 
wiederholen mul~, besonders natfirlieh ist sie Vorbedingung vor jeder 
Untersuchung ffir geriehtliche Zweeke. 

Was die Titerst~rke der Gebrauchsseren anbetrifft,  so fordert 
Schi]] 1, dM~ ein Immunserum ffir forensische Zwecke kr~ftig genug 
ist, wenn es noeh mindestens 10 Agglutinindosen enth~lt, d .h .  wenn 
1/10 der im Versueh verwendeten Immunserummenge ebenfalls noeh 
kr~ftig agglutiniert. Ffir Anti-Ni-Seren gelingt es meist ohne Schwierig- 
keiten reine Gebrauchsseren herzustellen, die nach der Zentrifugier- 
methode und gegenfiber OM-Blut bemessen noeh in einer Verdiinnung 
bis 1:256 wirksam sind. In  bezug auf die immer wesentlich schw~che- 
ren Anti-N-Seren bedarf die Angabe des Titers yon 1 : 10 einer genaueren 
Fassung. Ieh beziehe den Verdiinnungsgrad auf die Menge yon 0,1 ccm 
Serum und nicht auf die Gesamtmenge yon 0,2 ccm, n~mlich 0,1 ccm 
Serum ~- 0,1 ccm Blutk6rperehenkochsalzaufschwemmung, die im Ver- 
such zur Anwendung kommt.  Danach spreche ich yore ersten Glas Ms 
yon einer Verdfinnung 1:1, vom zweiten 1:2, yore drit ten 1:4 usw., 
wie aus der Tab. 2 ersichtlieh ist. Meine ffir forensische Zwecke gebrauch- 
ten absorbierten Anti-N-Seren geben bei Austitrierung gegen ON-Blur 
mit  der Zentrifugiermethode noch eine deutliche positive Reaktion bis 
fiber 1 : 16 bzw. 1 : 32 (5. bis 6. Glas), entspreehend bei Austitrierung 
mit  MN-Blut  bis 1:16 (5. Glas) und bei der Objekttr~germethode mit  
MN-Blut  bis 1:8 (4. Tropfen). Diese Forderung der Titerst~trke mug 
~mn als hinreichend ansehen, und sie wird etwa dem entsprechen, was 
Schi]] verlangt. 

Die Seren werden im Eisschranlc aufbewahrt.  Wir haben zu diesem 
Zwecke einen gewShnlichen elektrischen und sich selbst einschaltenden 
HaushMtskfihlsehrank einrichten lassen durch Vergr6Berung des eigent- 
lichen Kfihlkessels. Hierin herrscht eine ziemlieh gleichbleibende 
Minustemperatur um 10 ~ Er  dient zur Aufbewahrung der Kaninchen- 
rohseren, die in kleinen Reagensgl~schen mit  Gummistopfen ver- 
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sehlossen bier dauernd im gefrorenen Zustand gehMten werden, und zwar 
in Mengen, die tiber viele Jahre ausreiehen wtirden. W/~hrend der jetzt  
3/4 Jahre dauernden Beobachtungszeit konnte eine Absehw~ehung 
dieser so behandelten Rohseren nicht beobaehtet werden. In dem grSBe- 
ten eigentliehen Ktihlraum herrsehen am Boden Temperaturen um den 
0-Punkt herum, hier werden die ftir den t~glichen Gebrauch bestimm- 
5en Seren aufbewahrt. In den oberen Teilen des Ktihlraumes liegen die 
Temperaturen um 1--2 ~ so dab sieh hier das Blut aufbewahren l~Bt, 
ohne dab man H/~molyse dureh K~lteeinwirkung zu befiirehten h/~tte. 
Die tIaltbarkeit  der im groBen K/ihlraum aufgehobenen und nieht ein- 
gefrorenen Gebrauchsseren ist sehwankend. Ein Teil derselben hat te  
sehon naeh 1/2 Jahr  die Wirksamkeit vollst~ndig verloren, diese Seren 
roehen ziemlieh stark naeh Sehwefelwasserstoff und waren dureh bak- 
terielle Vorg/inge zersetzt. Andere wiederum hatten bei Priifung zur 
gleiehen Zeit nur unwesentlieh an St~rke verloren; keimt6tende Zus~tze 
wurden in keinem FMle hinzugesetzt. 

Die St~rke der Agglutinogene M und N seheint naeh den bisher ge- 
maehten Beobaehtungen gleiehen Seren gegeniiber nur wenig zu schwan- 
ken. Sie nimmt yon Tag zu Tag ab, wenn man die roten Blutk6rper- 
ehen in physiologischer KoehsMzl6sung aueh im Eissehrank aufhebt, 
weniger wenn man sie in ihrem eigenen Serum beliigt, ein Vorgang, 
der yon den Mten Blutgruppen her bekannt ist. 

Der diagnostische Versuch zur Untersuchung yon Einzelpersonen, 
Mutter - -  Kind - -  Paaren, bei Familienuntersuehungen und yon Wasser- 
mannbluten erfolgte serienm~Big mit der gew6hnliehen Objekttr~ger- 
methode. Abh~ngig yon der jeweiligen St~rke der Gebrauehsseren 
mtissen hierbei positive Resultate sehon naeh einer hMben bis einer 
Minute deutlich auftreten, und die Blutk6rperehen mfissen vollst~ndig 
verklumpt werden. Negative Resultate diirfen aueh bei Kontrolle nach 
mindestens 1/~ Stunde keine Verklumpung zeigen; sollte diese gelegent- 
lich unter dem Einflul3 der Verdunstung spurenweise auftreten, so l~13t 
sich die Diagnose trotzdem einmM am zeitliehen Ablauf der Reaktion 
stellen, anders bewirkt Zusatz von geringen Mengen physiologiseher 
KochsMzl6sung zu dem Tropfen beim negativen Resultat wieder eine 
gleichmiiBige Verteilung der roten Blutk6rperehen, w~hrend bei posi- 
riven und fragliehen Reaktionen der Zusatz eine fragliehe Verklum- 
pung eher noeh deutlieher und makroskopiseh siehtbar maeht. Bei 
dorartigen gelegentliehen Zweifelsfgllen ist noehmMige Nachprtifung 
mit demselben oder besser noch mit anderen Seren, evtl. aueh mit der 
Zentrifugiermethode erforderlieh. 

Meine Znsammenstellung des Endresultates zeigt, dab schon diese 
einfaehe Untersuchungsmethode bei entspreehender lJbung fiir 8erien- 
weise Untersuehungen zuverl~ssige Resultate gibt. Hingegen kann gar 
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nicht bestimmt genug darau/ hingewiesen werden, daft ]i~r gerichtliche 
Zwecke diese Ob]ekttrtigermethode nut allgemein orientierenden Charakter 
haben kann, und daff sie dutch weitere Untersuchungsmethoden ergiinzt 
werden muff. 

Wir gehen bier fiir Mle gerichtlichen Untersuchungen so vor, da~ 
gleichzeitig mit  der Untersuehung auf die Zugeh6rigkeit zu den Mten 
Blutgrupl0en genau wie bei diesen sowohl die Ob]ekttr~iger- wie die 
Zentri]ugiermethode angewendet wird (vgl. Tab. 1). 

Tabelle 1. Schema fiir B l u t g r u p p e n u n t e r s u c h u n g  nach Ob jek t t rgge r -  
und Zen t r i fug i e rme thode .  

Name: Gertrud Miiller. 
Ol~jekt- 
tr~ger- 
methode 

{X ~-Ser. A =  .4- 
BlutkOrperchen- X d- Ser. B = -- 

aufschwemmung X d- Ser. 0 = 
Ser. X q- Testblutk6rperchen- 

aufschwemmung A == 
Ser. X -4- desgl. B = -- 

Zentri- 
fugier- 

methode 
+ 

§ 

+ 

Bonn, den 3. III. 1933�9 

Objekt- Zentri-  
trgger- fugier- 

methode methode 
. . .  -r Anti-M-Set. = -~ q- 
�9 .. + Anti-N-Ser. -- 

Blutgruppe: B M. 

Als erste Kontrolle des hierdureh ermittelten vorlgufigen Unter- 
suchungsergebnisse titrieren wir nunmehr in der wie oben geschilderten 
Weise das zu untersuchende Blu~ quantit~tiv gegen Anti-M, und Anti- 
N-Seren aus (Vergleich 1, Tab. 2). Hierbei verwenden wir in der Regel 
die Zentrifugiermethode. Es empfiehlt sich sowohl ffir die Objekttrgger 
wie die Zentrifugiermethode und die Austitrierung jeweils verschiedene 
Seren zu nehmen, um auch sehon so m6gliehe Fehlerquellen auszu- 
scheiden. 

Die wichtigste und unverlCiffliche KontrolIe h~t durch den Absor T- 
tionsversuch zu erfolgen. 

Als Vorversuch zu dem eigentlichen Absorptionsversueh mtissen die 
Anti-M- und An~i-N-Seren, die spgter im eigentlichen Hauptversuch 
mit  dem zu untersuchenden Blute absorbiert werden sollen, austitriert 
werden. Hierzu stellt man sieh wieder steigende Serumverdtinnungen 
her, und fiigt zu diesen je die gleiche Menge 0,1 cem 2,5proz. 
KoehsMzblutk6rperehenaufschwemmung yon bekannten M- und N- 
hMtigen Testblutspendern hinzu. Die Ablesung geschieht nach dem 
Zentrifugieren in der bekannten Weise. Um Serum zu sparen, braucht  
man die beiden ersten Glgser nieht einzuschMten ( •  (Vergleich I I ,  
Tab. 2). 

Fiir den eigentliohen Absorptionsversuch werden yon den gleiehen 
und im Vorversuoh austitrierten Anti-M- und Anti-N-Seren je 0,3 eem 
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verwendet. Das zu untarsuehende Blur wird 2mal gewasehen, das Wasch- 
wasser mul~ hiernach mSgliehst vollstandig abgehebert werden, um eine 
Verdiinnung des Serums durch verbleibendes Kochsalzwasser zu ver- 
meiden. 

Zu dam Anti-M-Serum wh'd 1/3 Volumen dieser sedimentierten 
roten BlutkSrperehen, also 0,1 ecru, und zu dem Anti-N-Serum 1/6 Volu- 
men, also 0,05 ecru hinzugesetzt. 

Die Serumblutgemische werden ftir 1/2 Stunde unter haufigerem 
Ansehfitteln stehen gelassen. Man kann bier eine deutliche Verldumpung 
der roten BlutkSrperehen beobachtan in den F~llen, wo diese den Faktor  
M oder N haben und dessen Antik5rper jeweils in den betreffenden Seren 
enthalten sind, wahrend bairn Fehlen des betreffenden Faktors die Blut- 
k5rperchenserummischung vS1]ig gleichmal3ig verteilt bleibt. Nach Ab- 
lauf einer halben Stunde wird zentrifugiert. Wo Agglutination aufge- 
treten war, kann man das Serum einfach abgiel~en, im andaren Falle 
empfiehlt es sich, mit dar Pipette abzuhebern. Hieran schliel3t sich fiir 
eina halbe Stunde die zwaita Absorption mit der glaichen angegebenen 
3/Ienge Blutes. Nach Zentrifugieren wird dann das Serum abgehebert 
(Vergleieh I I I  dar Tab. 2). 

Von den 2real absorbierten Abgfissen warden nun wieder yon 
0,1 cem ausgehend steigende Serumvardfinnungen hergestellt. Wahrend 
man aus Sparsamkeitsgriinden im Vorversuch die ersten Glaser aus- 
lassen konnte, mul~ man hier besonders in den Fallen, w o e s  zu einer 
Bindung der Agglutinine gekommen war, das erste Glas wieder ein- 
schieben. Zu diesen Vardfinnungen wird dann je yon den gleichen M- 
und ~T-enthaltenen TestblutkSrperchenaufschwemmungen, wie im Vor- 
versuch benutzt, o,1 cam hinzugesetzt. Das Resultat wird nach Zentri- 
fugieren abgelesen (Vgl. IV, Tab. 2). 

Bei Verwendung yon 2 real 1/3 Volumen rotar BlutkSrperchen gegen- 
fiber Anti-M-Seren wird das Agglutinin bei Agglutininbind~mg in der 
t~egel vSllig aus dam Serum absorbiert. Bei negativer 1%eaktion tr i t t  
meist eine Abschwaehung um ein G]as auf. Bei Verwandung yon 2 real 
1/6 Volumen Absorptionsblut gegeniiber Anti-N-Seren gilt dasselbe, 
bei negativem Verlauf der Reaktion darf die Absehw~chung des Titers 
1--2 Glaser betragen. Die Absorptionsversuche werden bei Zimmer- 
temperatur ausgeftihrt. 

Bei der Austitrierung der 2real absorbiarten Abgiisse werden je 
0,2 cem Serum verbraueht, die 0,1 ecru restlichen Mengen lassen sieh im 
Objekttragerverfahren und zur weiteren Sicherung der Diagnose noch 
gagen bekanntes MN-Testblut untersuchen. 

Bei Erwachsenen lal~t sieh meist ohne Schwiarigkeiten aus der Arm- 
vene die n6tige Blutmenge erhalten, die man ftir diese Versuchs- 
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anordnungen gebraueht; sie mu~ mindestens i - - 2  ecru betragen. Bei 
Kindern, we die Venenpunktion meist nicht vorgenomn]en wird, zu- 
real bei Einsendung des Blutes yon auswgrts, wird man kaum jemals 
diese nStigen Blutmengen erhalten. 

Zahlreiche Vorversuche an vorher naeh der gesehilderten Methode 
absorbierten Blutproben haben gezeigt, daft man auch mit wesen~lich 
geringeren Blutmengen den Absorptionsversuch durchffihren kann, 
wobei sich das hierfiir oben angegebene Mengenverh~ltnis zwischen 
Serum und BlutkSrperchen genau einhalten lggt. 

Bei Blutentnahmen yon Kindern im Insti tut  selbst benutzen wir 
Zwergreagensgl~ischen, geben 1 Tropfen 3proz. NatriumcitratlSsung 
hinein und fiillen 4 Glaser mit Capillaren etwa bis zur H~ilfte mit Blut, 
das sich am bequemsten aus der GroBzehe entnehlnen l~13t. Das Serum 
wird ~bzentrifugiert und die Blutk6rperehen werden in den G1/ischen 
2m~l gewasehen. Zu den gewaschenen und sedimentierten Blutk6rper- 
then wird dann jeweils mit der C~pillare tropfenweise Anti-M- und 
Anti-N-Serum zugesetzt, so dab die BlutkSrperchenmenge bei dem 
Anti-M-Serum wieder 1/3 und bei dem Anti-N-Serum 1/6 des Serum- 
volnmens ausmaeht. Naeh der ersten 1/~stfindigen Absorption wird 
d~s Serum dann mit Capillaren auf die zweiten Gl~tser ~bertr~gen, die 
wieder 1/s bzw. 1/s Volumen roter BlutkSrperchen entha]ten. Die Aus- 
titrierung der 2real absorbierten Seren erfolgt in der gleiehen oben 
geschilderten Weise, indem man sieh entweder in kleinen I/eagens- 
gl/~sern oder anf Objekttr~gern tropfenweise Serumverdfinnungen her- 
ste]lt, und zu diesen wieder tropfenweise gleiehe Mengen der Test- 
blutkSrperehenkochsalzaufschwemmungen zusetzt. Um gleiche Versuchs- 
bedingungen zu sehaffen, muL~ man im Vorversuch in der gleiehen 
Weise austitrieren wie n~ch der Absorption. Die so erhaltenen Unter- 
suchungsergebnisse stehen bei exakter Handhabung der Methode 
den mit gr6Beren Serum- und Blutmengen angesetzten Versuehen 
nieht naeh. 

We Blur ausw/~rts yon ~rzten zu entnehmen ist, lassen wir dieses 
in etwa 15 Capillaren einschmelzen und blasen das Blur dann zur Ab- 
sorption in 4 Zwergreagensgl~schen aus. Beim Wasehen mug man ftir 
diesen Fall auf die v611ige Beseitigung der Fibringerinnsel verziehten. 
Diesem Umstand I~eehnung tragend, pflegen wit Anti-N- und Anti-N- 
Seren dann 2real mit je 1/a Volumen zu absorbieren. 

Aus Grfinden der Selbstkontrolle und um sps Naehunter- 
suehern die M6gliehkeit zu geben, sieh fiber unsere Untersuehungsmetho- 
den zu orientieren, halten wit es ffir erforderlieh, genaue Angaben fiber 
Nummer des Serums, Tag der Absorption, Bezeichnung der Testblnt- 
k6rperehenspender und fiber die Untersuehungesrgebnisse zn maehen, 
die wit den Geriehtsakten beilegen (Vergleieh, Tab. 2). 
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Untersuchungsergebni~se. 

EinschlieBlich der in  Wiesbaden* mitgete i l ten  Befunde belaufen 
sieh unsere Un te r suchungen  bislang auf 3800 Einzel/~ille. t t i e rvon  ent- 
s t a m m e n  2500 Blu tp roben  Wasse rmannb lu ten ,  der Rest  Einzelunter-  
suehungen yon  Ortsans~ssigen, S tudenten ,  Leiehenbluten,  Famflien- 
un te rsuehungen ,  Mut t e r -Kind -Paa ren  u n d  Vatersehaftssaehen. 

Das gleichzeitige Fehlen beider Eigenschaflen M und N wurde nie- 
reals beobachtet. 

Die prozentuale Verteilung der neuen  Blutgruppen,  auf die Gesamt- 

menge berechnet  betr~gt  49,6% MN, 30,8% M und  19,6% N. 
Da bei allen F~llen aueh die a l ten Blu tg ruppen  einsehliel31ich der 

Serumprfifung mi t  un te rsuch t  wurden,  kSnnen  wir die Kombination der 
a l ten  und  neuen  ]~lutgruppen prozentual  angeben.  Sie betr~gt  

19,0% . . . .  0 3/IN, 12.7% . . . . .  0 IV[, 8,0% . . . . .  0 N, 
23,9% . . . .  A MI~, 14,3% . . . . .  A M, 9,0% . . . . .  A N, 
5,0% . . . .  B MIq, 2,4% . . . . .  B M, 2,2% . . . . .  B N, 
1,7% . . . .  AB MN, 1,4% . . . . .  AB M, 0,4% . . . . .  AB N. 

Hieraus ergeben sieh fiir die Blu tgruppe  0 = 39,7%, A - - 4 7 , 2 % ,  

B ~=  9,6% u n d  A B  = 3,5%. 
Der Erbgang  wurde an  32 Familien mit 82 Kindern untersueht ,  

das Ergebnis  ist in  Tab. 3 festgelegt. 

Tabelle 3. B e f u n d e  an 3 2 F a m i l i e n  mi t  8 2 K i n d e r n .  

M •  
N •  
M •  

MN • MN 
M N •  
M N •  

Zahl der unter- 
suehten Eltern- 

paare 

32 

Zahl der unter 
suchten Kinder 

16 
3 

11 
18 
27 

7 

82 

M 

16 

4 
13 

33 

Kinder 

3 

4 

1 

MN 

m 

11 
10 
14 
6 

41 

Ferne rh in  wurde der Erbgang  un te rsuch t  an  486 Mutter-Kind- 
Paaren mit 698 Kindern. Das Material  setzt  sieh zusammen ans 415 Miit- 
t e rn  mi t  416 7Neugeborenen, deren Nabe l schnurb lu t  un te rsuch t  wurde. 

Der Rest  s t a m m t  yon Vatersehaftsfs und  einzelnen Mut te r -Kind-  
Paaren.  Von den 486 Mfit tern geh6rten 136 zur Blu tgruppe  3/[ u n d  
91 zur Blu tgruppe  N. I n  /ceinem Falle wurde bei diesen homozygoten 
Mi~ttern ein entgegengesetzt homozygotes Kind beobachtet. 

* Vgl. Ful3note S. 435. 
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4 eineiige Zwi l l ingspaare  h ~ t e n  die g le iche  B l u t g r u p p e .  

V o n  46 Vaterscha/tssachen k o n n t e n  wi r  ~uI G r u n d  der  U n t e r s u c h u n g  

~uf 5I u n d  N 3 F~l le  ~ngeb l i che r  V ~ t e r s c h a f t  ausschlleflen.  
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