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Die Mmoglobinbindende Fraktion der Serumproteine wurde yon 
POLO~OVS~I und JAYLE (1938, 1939, 1940) als Haptoglobin bezeichnet. 
JAYLE und BoussIE~ (1955) - -  noch eingehender BU~TI~, GRABAR, 
BOVSSI~ und JAYL~, (1954) - -  konn~en enge ]~eziehungen zwischen 
Haptoglobin und ~2-Globulin aufdeeken, indem sie die Ergebnisse der 
titrimetrischen Methode yon JAY~E (1939, 1940) mit denen der Immun- 
elektrophorese verglichen. Ein wesentlicher, nicht nut  methodischer 
Fortschritt war die Bestimmung des ttaptoglobins durch Zonenelektro- 
phorese (SmTHIES 1955 a) und der/qachweis yon 3 genetisch bestimmten 
Haptoglobingruppen: g p  1--1, Hp 1--2, t ip  2--2 (SmTmES 1955b, 
SmTm~S und WALX~ 1955, 1956p. Die Bedeutung des }taptoglobJns~ 
vor Mlem der Hp-Gruppen, ist seitdem immer mehr erkannt worden. 

In Untersuchungen fiber das e]ektrophoretische Verhalten des 
H/imoglobins unter Benutzung des yon ARO~SSON und G~6~WALL (1957) 
angegebenen Puffers konnte beobachtet werden, dart Hi~moglobin, das 
bei der fiblichen Zonenelektrophorese mit ~-Globulin wandert, unter 
bestimmten Voraussetzungen als getrennte Komponente erkennbar 
wird. Diese Beobachtung war der Ausgangspunkt zu einem sicheren und 
zugleich einfachen Nactrweis der Hp-Gruppen. 

Angewandte Methoden 

1. Grundlagen 
Die erw~hnte Beobachtung, wonach Hi~moglobin, sonst elektrophoretisch mit 

~2-Globulin zusammengehend, als getrennte Komponente erkennbar wird, ist in 
Abb. 1 dargestellt. Einem normMen Serum werden 300 mg- % Hb zugesetzt, dieses 
nebeneinander mit einem Serum ohne Hb-Zusatz elektrolohoretisch getrennt. In 
dem mit lib versetzten Serum ist ~ nicht mehr erkennbar, dagegen entsteht eine 

i Das umfangreiche Schrifttum fiber Elektrophorese des Serums ist zusammen- 
gefal~t bei G. RIVA (Des Serumeiweiltbild. Bern u. Stuttgart 1958), eine ausffihrliche 
Darstellung des gegenwiirtigen Standes der Haptoglobin-Forschung bei O. SmTm~s 
in: Advances in Protein chemistry, Bd. XIV. New York u. London: Academic 
Press 1959. 
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kr~ftig sieh anfgrbende Zone im Gebiet von ~a oder zwisehen % und fil bzw. fi~. 
Eine weitere Komponente ist naeh Hb-Zusutz zwisehen y- und ~-Globulin siehtbar. 
Diese iiberlagert meist das sonst nur sehwueh erkennbare fla. Du die letztere in 
ihrer W~nderung der yon reinem ggmoglobin entsprieht, konnte angenommen 
werden, dug die sehneller Ms $-Globin wunderndeHb-hultige Komponente dem 
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Abb. I. Papierelektrophorese eines norraalen Serums oben ohne, unten ne~eh Zusatz yon 
300 m~- % lib : ~ n~eh Zusatz yon Hb zwisehen ~a und fi~ versehoben. Die Analysenkurve 
z e i g t  d a s  S e r u m  o h n e  u n d  r a i l  H b  ( p u n k t i e r t ) :  D e r  u r s p r f i n g l i e h e  GiI)fel  Yon az i s t  

v e r s c h o b e n ,  d a s  n i e h t  a n  a~ = H p  g e b n n d e n e  H b  m i t  G i p f e l  be i  fl~ 

an Hp gebundenen H~moglobin entsprieht. Dies l~Bt sieh eindeutiger dadureh 
nachweisen, dab zun~ehst auf breiten Streifen getrennt wird, diese aufgesehnitten 
werden und der eine mit Amidosehwarz oder Azokarmin gef&rbt, der andere mit 
einem Benzidinre~gens bespriiht wird. Ein niehth&molytisehes Serum lagt naeh 
Bespriihung mit  Benzidin keine Farbentwieklung erkennen, naeh I-Ib-Zusatz 
f~rben sieh die Streifen zwisehen I/- und/~-Globulin sowie die zwisehen fl- und a- 
Globulin stark blau. Obwohl es mSglieh ersehien, aus den genau bestimmten Ab- 
st&nden von al und ~ und % - -  oder aueh zu anderen Proteinstreifen ira papier- 
elektrophoretiseh getrennten NormMserum - -  den I-Ip-Gruppen entspreehende 
Streifen zu differenzieren, erwies sieh dies kumn Ms vorteilhuft und wiirde, vor 
Mlem bei einem krankhaft ver&nderten Serum, zu Fehlbestimmungen fiihren k6n- 
nen. Augerdem wfirden dunn die oft weehselnde Pupierqualit&t, geringfiigige 
Anderungen des 10i~, I~aumtemperutur, Trennzeit oder uueh Stromsehwankungen 
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stOrend wirken. Wenn diese StLrungen aueh bei sorgfgltig durehgeffihrten Ana- 
lysen zu beheben wgren, wfirde ein wesentlicher Vorzug gegenLber der St/~rkegel- 
Elektrophorese kaum bestehen. Eine siehere Unterseheidung sowohl bei normalen 
als auch bei krankhaft ver/~nderten Seren ist aber eine wesentliehe Voraussetzung 
zur ldaren Diagnose, da ein normales Serum vor allem bei Reihen- und forensi- 
sehen Untersuehungen nieht immer vorausgesetzt werden kann. Aul3erdem sind 
mit fortsehreitender Erfahrung weitere, yon den bisher bekannten ab~-eichende 
Hp-Gruppen zu erwarten. Hier k5nnte auf neuerdings beschriebene Hp-Gruppen 
(,,Hp 2 - - I  rood") - -  die vorwiegend bei Negern vorzukommen scheinen (S~rIT~IxS 
1959) - -  hingewiesen werden. Die noeh nicht eindeutig gekl~rte MOgliehkeit eines 
angeborenen oder erblichen Hp-Mangels mul3 ebenfalls erwogen werden. 

MORETTI (1957) konnte arts dem Urin yon Personen der Gruppe l ip  1--1 ein 
Haptoglobin mit  niedrigerem Molgewicht isolieren als bei Personen mit Hp 2--2. 
Diese Beobaehtung kLnnte die Vorstellung erlauben, eine Hp 1--1-Hb-Ver- 
bindung mit einem Hp 1-Molgewicht yon 83000 wfirde elektrophoretiseh sehneller 
als eine Hp 2--2-Hb-Verbindung mit  einem Molgewieht yon etwa 170000 
wandern. Diese Vorstellung wird weiterhin gestfitzt dutch die Ergebnisse yon 
B~A~x und FRANKLIN (1959). Ffir Hp 1--1-t tb wurde eine Sedimentations- 
konstante yon 6 S (SwEDm~RG), Ifir l ip  2--2-Hb yon 11 S, ffir l ip  2- -1- l ib  
yon 9 S festgestellt. Die heterozygote Gruppe l i p  2--1 w/ire demnaeh nieht einfach 
eine Kombination der l ip-Gruppen 2--2  und 1--1. COSN~L und SM~TgI~S (1959) 
konnten die Untersehiedliehkeit an Dowex 2--x10 rein dargestellten Hp-Gruppen 
naehweisen. Aueh diese Ergebnisse warden ein untersehiedliehes papierelektro- 
phoretisches Verhalten der 3 l ip-Gruppen erwarten lassen. 

2. Durch/iihrung 
a) Puffer. Es wurde der yon A~oNssol~ und GI~6NWALL (1957) angegebene 

Puffer folgender Zusammensetzung benutzt: Tris (Trihydroxymethylaminomethan) 
60,5 g/Liter; EDTA (_~thylendiamintetraessigs/~ure) 6,0 g/Liter; Borsaure 4,6 g/Liter 
pI~ 8,6. b) Papier und Kammer. Um eine zur Abmessung genfigend scharfe Tren- 
nung zu erhMten, erwies es sieh als zweckmaBig, 30 • 8 cm groge Papierstreifen 
nieht horizontal, sondern bogenf6rmig aufzuspannen. Dies ist am einfachsten da- 
durch zu erreichen, dab Nylonfaden in 3 em Abstand in L~ngsrichtung der Kammer  
gespannt werden. Die feucht dariiber gelegten Streifen sollen einen Bogen mit  einem 
Radius yon 30 cm bilden. Der Flfissigkeitsspiegel in den PuffertrLgen an der anodi- 
schen Seite wurde 1 em fiber dem Pufferniveau an der Kathode gehalten. Dadurch 
wird trotz starker Endosmose in Riehtung der Kathode eine zu starke Durehfeuch- 
tung des Papiers vermieden, und es kommt in dem Bereich, in dem eine scharfe 
Trennung erwiinscht ist, zu einem verst~rkten Potentialabfall. Das Serum wurde 
etwa 6 cm oberhalb des Pufferspiegels aufgetragen. Als P~pier wurde 2043b 
yon Sehleieher & Sehfill benutzt, geeignet waren aueh 2043a, 2045a und b, 
abet auch Whatman 1 sowie das Papier yon Maeherey & NagelNr. 2261 e) Spannung. 
Fiir eine gute Trennung ist der Spannungsabfall entseheidend. Ffir die Papiere 2043 
und 2045 wurde ein Spannungsabfall yon 5,5--6,5 V/cm bei einer Trennungszeit 
(fiber Naeht) yon 16 Std festgestellt. Bei hLheren Spannungen sind sehgffere 
Trennungen zu erzielen, doeh liegen die Protehlkomponenten dann enger zusammen 
und deshalb weniger gfinstig fiir die - -  noch zu erLrternde - -  Ausmessung. Bei stabili- 
sierter Gleiehstromspannung besteht bei etwa 6 V/em naeh einigen Stunden ein 
Stromdurehgang yon 2,8--3,0 mA fiir den 8 em breiten Streifen. Eine kfirzere Trenn- 
zeit auf Papier erwies sieh nieht vorteilhafter, eine Laufzeit yon 15--17 Std hat 
dagegen keine wesentliehen Nachteile. d) Trennung auf Acetatfolien. Eine gleieh- 
artig konstruierte Kammer wurde auch ffir Acetatfolien benutzt. Da eine Streifen- 
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lange yon 17:4 oder 15:4 em ausreieht, konnte eine kleinere Kammer benutzt 
werden. Bei der oft weehselnden and nicht voraussehbaren Qu~litgt der Folien 
erwies es sich als zweckm~gig, die Spannung so zu halten, dab der Stromflug fiir 
einen 4 cm breiten Streifen nach 30 rain Laufzeit 2,0--2,3 mA, die Trennzeit zwi- 
sehen 4 - 6  Std betrug, e) F;irbung. 
Zur F~rbuug eignet sieh fiirPapier 
und Folie sowohl Amidoschwarz, 
Azokarmin und Supracenviolett, 
in der Regel wurde Amidoschwarz 
benutzt. 

3. Ausmessung 

Da konstante Wanderungs- 
strecken der einzelnen Protein- 
komponenten auf Papier- oder 
Acetatfolien nicht zu erreichen 
sind, wurde die Lage yon Hp-Itb 
/~hnlich wie in der Papierehromato- 
graphie nach Art  eines RFWertes 
zu bestimmen versucht. Es wur- 
den gemessen: a) Die Streeke vom 
vorderen Rand yon /72 bis zum 
hinteren Rand yon t tp-Hb;  b) die 
Strecke yore vorderen Rand yon 
f12 his zum hinteren sch~rf be- 
grenzten Rand der Albumine. Das 
Verh~ltnis a:b: Q entspricht der 
relativen Wanderung yon Hp-Hb. 
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2~bb. 2. YIp-GrupDen:  Das  S c h e m a  z e i g t  d ie  Mel3- 
s t r e c k e n  v o m  v o r d e r e n  R a n d  y o n  fl~ b i s  z u m  

h i n t e r e n  R a n d  v a n  H p - H b  sowie  yore  v o r d e r e n  
Rand yon f12 bis scharf zum hinteren Rand des 

A l b m r d n  

Durch vergleichende Auswertungen mit  bekannten Hp-Gruppen wnrden ftir die 
verschiedenen Hp-Gruppen folgende Q-Werte festgestellt: 

Hp-Gruppe 1--1 = 0,35--0,26: )Sittelwert = 0,302; 
Hp-Gruppe 2--1 = 0,25--0,16: Mittelwert = 0,178; 
Hp-Gruploe 2--2  = 0,15--0,06: Mittelwert = 0,119. 

Die Megstrecken und -werte sowie die untersehiedliehe Lage yon Hp-Hb sind 
in Abb. 2 wiedergegeben. Die angeffihrten Zahlen wurden aus 500 Einzelbestim- 
mungen bereehnet. Dis Mittelwerte verhalten sieh demnaeh in den Gruppen 
2--2 : 2--1 : 1--1 wie 1 : 1,5 : 2,5. 

E r g e b n i s s e  

I n  Abb .  3 wi rd  f/Jr die 3 H p - G r u p p e n  ein Beisp ie l  gegeben .  Die  

U n t e r s c h i e d e  in  der  W a n d e r u n g  der  3 v e r s c h i e d e n e n  I - Ip-Hb-Verb in-  

d u n g e n  w e r d e n  deu t l i ch .  J e d e r  S t re i f en  en th / i l t  oben  d~s S e r u m  ohne  

H/~moglobin ,  u n t e n  m i t  H s  Die  u n t e r e n  S t re i f en  w u r d e n  in de r  

a n g e g e b e n e n  - -  d o r t  e i n g e z e i c h n e t e n  - -  Weise  ausgemessen .  Die  in  

Abb .  3 a u s g e m e s s e n e n  A b s t ~ n d e  k o n n t e n  auf  g u t  g e t r e n n t e n  E l e k t r o -  
phoreses t r e i f en  i m m e r  als ana loge  D i f f e r enzen  nachgewie sen  werden .  Die  

W e r t e  fiir  Q s c h w a n k e n  zwar ,  l ieBen sich a b e r  auf  G r u n d  y o n  500 E inzeL  

m e s s u n g e n  so abgrenzen ,  dab  ein N o m o g r a m m  aufges te l l t  w e r d e n  konn t e .  
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Das in Abb. 4 wiedergegebene Nomogramm d/irfte in Reihenunter- 
suehungen yon praktiseher Bedeutung sein. Zugleieh zeigte es sieh, dab 
die analogen Differenzen der Wanderungsstreeken der versehiedenen 
Hp-Hb-Gruppen eine siehere Diagnose, die zahlenm~Big zum Ausdruck 
zu bringen ist, erlauben. Dureh Verbindung der in mm angegebenen 
Entfernung fi2 - -  Hp-Hb einerseits mit der Entfernung f12 - -  Albumin 
andererseibs lgBt sieh die zugehSrige Hp-Gruppe ablesen. 

Abb .  3, H p - G r u p p e n :  Pap ie re lek t ropborese ,  H p  l - - l ,  2 - - 1 ,  2 - - 2  oben  ohne,  u n t e n  n] i t  Y/b, 
n~it E in~ ragung  der  in  Abb .  2 schern~tJscb vorgeT.ei~hneten Mei3strecke~, a u I  clemselben 

Pal~ier ~ufgetrennt 

Eine noeh schgrfere Trennung erreicht man unter sonst gieichen 
Bedingungen bei Verwendung yon Aeetatfolie an Stelle yon Papier. 
Auf Grund vergleiehender Analysen auf Papier und Folie bot die Tren- 
nnng auf Folie aber Itir die praktisehe Diagnostik keine Vorteile. Ledig- 
lieh zu Demonstrationszweeken oder wenn nur geringe Serummengen 
verftigbar sind, k6nnen Acetatfolien vorteilhafter sein. Die IIp- Gruppen- 
diagnose kann sowohl unmitte]bar abgelesen wie am Nomogramm auf 
Grund der ausgemessenen Abstande festges~ell~ werden. Auf gut get, tram- 
ten Elektrophoresestreifen konnten auf diese Weise immer analoge Diffe- 
renzen zwisehen den 3 t ip-Gruppen naehgewiesen werden. Wenn Q-Werte 
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vorkamen, die, gewissermagen als Grenzwerte zwischen 2 Hp-Gruppen, 
eine siehere Zuordnung nicht erlaubten, handelte es sieh um nieht ein- 
wandfreie Trennungen zwischen fi- und c~-Globulinen oder um ein 
pathologisehes Serum mit g2 oder ~a-Zunahme, gelegentlieh aueh bei 
einer /~l-ErhShung. AuBerdem kommt es, wie bekannt, aueh vor, 
dag ~e fehlt (Lebererkrankungen, Hamolyse). Diese Sehwier igke i ten-  
die aueh in der Stgrkeelektrophorese beaehtet werden miissen und 
dort nieht einfaeher als mit der hier be- 
schriebenen Methode zu erkennen sind - -  
lessen sich dadureh beherrsehen, dag nieht 
nut  eine Trenmmg des Serums mit Hb- 
Zusatz, sondern auf demselben Streifen 
eine ohne Hb vorgenommen wird. Dureh 
vergleiehende Bestimmung ist eine fragliehe 
Hp-ttb-Komponente,  etwa dutch starke 
Zunahme yon /~ vorgetguseht, ebenso zu 
erkennen wie eine Abnahme yon I tp  oder 
gar ein vollkommener Mangel ( =  Ahapto- 
globinamie). Eine graphisehe Analyse-Be- 
stimmung der Streeken zwisehen den Gipfel- 
punkten der einzelnen Fraktionen zur Er- 
reehnung des Q ist ffir eine:Ht>Gruppen- 
diagnose weniger geeignet. Wenn auch ein 
auf Aeetatfolie getrenntes Serum seh/~rfere 
Grenzen ergibt, wesentliehe Vorteile be- 
stehen gegenfiber einer Auftrennung auf 
Papier nieht, sofern diese, wie besehrieben, 
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Abb.  4. N o m o g r a m m :  Dutch  
Verb indung der in m m  angegebe-  
hen  Dis t~nz  fl~-Hp-Hb links, m i t  
/?~-Alburnin rechts,  ist  auf  d em 
mi t t l e r en  Stab  4ie zugeh6rige 

t ip-  Gruppe abzulese~ 

durchgefiihrt wird. Die Trennung mug nur geniigend seharf ausfallen. 
Naeh der beschriebenen Methode sind bisher 703 Untersuchungen 

durchgeftihrt worden. Die Ergebnisse sollen hier angefiihrt werden, well 
auch sie el len weiteren Beweis geben for die Sicherheit, mit der die tip- 
Gruppen mit dieser Methode bestimmt werdcn k6nnen. In Tabelle 1 
sind deshalb eine l~eihe verschiedener Untersuchungsergebnisse zusam- 
mengestellt. Die eigenen Zahlen - -  fiir eine durehsehnittliehe Popu- 
lation in Deutschland erstmalig - -  entspreehen in ihrem Hs 
verh~ltnis der in verschiedenen anderen Bev61kerungen festgestellten 
Verteilung. Eine Bereehnung der Gen-Freqnenzen f/ir Hp 1 und t ip  2 
k/~me fiir die selbstbestimmten t ip-Gruppen zn gleiehartigen Frequenzen 
Wie SMITHIES und WALKER (1956), MXKELX, ERIKSSON, LEIITOVAARA 
(1959), ]~ffTLEt~ U. Mitarb. (1959). Fiir I-Ip 1 kommt eine Frequenz yon 
0,40, fiir Hp 2 yon 0,60 in Betraeht. Bff~L~a u. Mitarb. (1959) stellten 
fiir Hp 1 eine Frequenz yon 33,7 lest, betonten aber, sie k6nne auf dem 
selektionierten Material, Blutspender der Gruppe 0 I~h-(ede/ede), beruhen. 
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Tabelle. Haptoglobin 
Zusammenstellung der Hi~ufigkeitsverteilung der Gruppen 1--1, 2--1 und 2--2 

in verschiedenen Li~ndern sowie die mit der angegebenen Methode in Deutschland 
festgestellten Zahlen. 

Gesamt- 
Autor zahl 

a) Kanada . 
b) Schweden 
c) Norwegen 
d) Dgnemark 
e) Frankreich 
f) Sehweiz . 
g) Deutschland 

103 
46 

500 
2046 
406 
920 
703 

ttaptoglobin- Gruppen 

1--1 1--2 2--2 

% Zahl % 

16 15,53 
15 
16 

328 i6,02 
62 15,27 

140 15,2 
118 16,79 

Zahl % 

54 52,43 
50 
45 

967 47,26 
202 49,75 
449 48,9 
356 50,64 

Zahl 

33 

751 
142 
331 
229 

32,04 
35 
38 
36,71 
34,98 
36,0 
32,57 

a) SUTTON 11. a.; b) LAURELL und GI~UBB; C) FLEISCHER und LUNDEVALL; 
d) GELATIUS-JENSEN; e) MOULLEC U. a. ; f) Bi2TLEtr U. a.; g) eigene Zahlen*. 

Die eigenen Beobach tungen  geben f/Jr eine Beziehung zwischen 
H p  1-Gen und  0 Rh-(cde/cde)  keine Anha l t spunk te .  I n  allen bisher  vor-  
l iegenden Unte rsuchungen  - -  die in einem anderen  Z usa mme nha ng  aus- 
f / ihrl icher berf icksicht ig t  werden sollen - -  konn te  eine Koppe lung  yon  
I-Iaptoglobin mi t  anderen  genetisch wieht igen Merkmalen  n ieht  beobach-  
t e t  werden.  LAUn~LL und  G~UBB (1957) sahen keine zwisehen AB, Le a, 
auch n ieht  zu den Gm-Serumgruppen .  M)ix~LX, EmKSSO~ und  LEKTO- 
VAAnA (1959) bes ta t igen  dies, indem sie ihre vergle iehenden Unter -  
suehungen auf  alle p rak t i sch  be s t immbaren  Blur- und Gruppenfak to ren  
ansdehnten ,  auge rdem noeh die PTC-(Pheny l th ioea rbamid- )Empf ind l i eh -  
ke i t  mitpr/ifgen, eine K o p p e l u n g  jedoeh nieht  fesgstellen konnten.  Da  
die AusschlnBehanee ffir falsehlieh als Va te r  beansprueh te  Manner  - -  auf 
Grund  der  Genfrequenzen:  0 , 4 . 0 , 6  ( 1 - - 0 , 4 . 0 , 6 )  - -  bei  18% liegt,  is t  
das  zunehmende  In teresse  fiir die Hp-  Gruppen  vers tandl ieh .  Eine wesent- 
l iche Vorausse tzung fiir eine Anwendung  der  Hp-Gruppen ,  besonders  in 
s t r i t t igen  Abs t ammungs f r agen  in Deutschland,  is t  ein sieherer und  zu- 
gleieh al lgemein / iberpr i i fbarer  Nachweis.  Du tch  die besehriebene 
papiere lek t rophore t i sehe  Bes t immung  d/ i r f ten die MSgliehkeiten,  die 
H p - G r u p p e n  sieher naehzuweisen,  erwei ter t  worden sein. 

Z u s a m m e n f a s s u n g  

1. Zur  Bes t immung  der H p - G r u p p e n  des Menschen - -  bisher  nur  
nach der  Zonenelekt rophorese  im Starkege l  nach SMITmES m6glich - -  
wird  nach kurzer  Er6r te rung  ihrer  Grundlagen  eine papiere lekt ro-  
phoret ische Methode angegeben.  
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2. Die Methode er laubt  eine einfache, zugleieh sichere u n d  durch 

Zahlen belegbare Diagnose der Hp-Grnppen .  

3. Die H~ufigkeit  yon  Hp 1--1,  Hp  1--2,  u n d  Hp  2 - - 2  bei 703 Be- 
s t immungen  betrng 16,8, 50,6 und  32,5%. 

4. Die Hs der papierelektrophoretisch bes t immten  Hp- 
Gruppen  entsprieh~ der naeh der Zonenelektrophorese festgestellten Ver- 
te i lung und  besta t ig t  so die Zuverl~ssigkeit der angegebenen Methode. 
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