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Typing ACP Isoenzymes in Blood Stains 

Testlimits and Temperature Dependancy 

Summary. Two series of test blood stains of known red-cell acid phos- 
phatase types A, AB, AC, B, BC, and C are applied to two different types 
of stain carriers (glass and cotton) and stored at different temperature ranges: 
(a) 37°C at high air humidity, (b) 22°C, (c) 4°C, and (d) - 20°C .  Electro- 
phoresis is carried out either on cellulose-acetate-foils or on thin agarose 
layers. Visualisation of the isoenzyme sites is achieved using umbelliferyl 
phosphate as a substrate. The most important results are: Electrophoresis on 
"Cellogel"-foils turns out advantageous compared to agarose since (a) less 
stain material is required, (b) reproducibility is rather reliable, and (c) electro- 
phoretic separation is clearer. Blood stains on glass are identified after longer 
periods of storage than stains on cotton. If stains are stored at room temper- 
ature the time limits of demonstration are in the range of 3 to 6 weeks. The 
size of the sample necessary for demonstrating varies widely. Approximately 
twenty to twenty-five per cent of a blood drop are needed. The method 
described is recommended as practicable and reliable. 
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Zusammenfassung. Serien yon frisch angelegten Blutspuren auf Glas und auf 
Baumwolle - -  alle sechs Phfinotypen der sauren Erythrocytenphosphatase 
(acP) - -  werden verschiedenen Lagerungsbedingungen ausgesetzt: 37 ° C, hohe 
Luftfeuchtigkeit; 20°C, Raumtemperatur; 4°C, Ktihlschrank; - 2 0 ° C ,  Tief- 
kfihlschrank. Die elektrophoretische Darstellung erfolgt parallel mit Hilfe der 
,,Cellogel"-Elektrophorese sowie mit Hilfe der Agarose-Dannschicht-Elektro- 
phorese. Die Darstellung der Isoenzyme erfolgt mit Hilfe des fluorogenen 
Substrats 4-Methyl-Umbelliferylphosphat. 

Die wichtigsten Ergebnisse sind: Es werden zur acP-Typendifferenzierung 
nur Bruchteile eines Blutstropfens verwendet. Die Verwendung der ,,Cellogel"- 
Technik ermOglicht a) geringen Spurensubstanzverbrauch, b) sichere Typen- 
differenzierung, c) lfingere Nachweisgrenzen (im Vergleich zur Agarose-Tech- 
nik). Spuren auf Glas lassen sich l~inger nachweisen als Stoffspuren. Die 

ACP= englische Abktirzung ftir Acid Phosphatase 
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® 

ungeffihren zeitlichen Nachweisgrenzen sind: Bei feuchtwarmer Lagerung 
0,5 Wochen, bei Raumtemperatur lagerung 4 bis 6 Wochen, bei Kiihlschrank- 
lagerung 10 bis 12Wochen, bei Tiefkfihlschranklagerung 13Wochen. 

Die Methode der acP-Typendifferenzierung aus Blutspuren unter Ver- 
wendung der ,,Cellogel"-Technik und des fluorogenen Substrats wird als 
praktikable und reproduzierbare Methode empfohlen. 

Schliisselwiirter: Saure Erythrocytenphosphatase,  Blutspuren 

® 
B AB B A AC 

b 
AB BC A C 

Abb. la  u. b. Verschiedene Phfinotypen der sauren Erythrocytenphosphatase. ,,Cellogel"- 
Elektrophorese. a Frische Blutspuren, b Blutspuren auf Glas nach 24tfigiger Lagerung bei 
Raumtemperatur 
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Der  P o l y m o r p h i s m u s  der  sauren E ry th rocy tenphospha t a se  (acP) ist ein nahezu 
idealer  Mark i e r e r  zur Ind iv idua l i s ie rung  der  Blutspur.  Die Typendi f fe renz ie rung  
aus Blutf lecken wurde  in der  L i te ra tu r  mehrfach  untersucht  (Heidel ,  1968; 
N a g a t a  u. Do tzaue r ,  1970; Smerl ing,  1969; Br inkmann  et al. ,  1972; Wraxa l l  u. 
Emes,  1976). 

D a  sehr unterschiedl iche M e t h o d e n  zur  Anwendung  kamen,  sind die Ergeb-  
nisse uneinhei t l ich  und zum Teil widersprfichlich.  Die prakt i sche  A n w e n d u n g  in 
bre i tem R a h m e n  st6Bt u. a. au f  folgende Bedenken: Zu hoher  (Spuren-)  Mate r ia l -  
verbrauch;  aufwendige und nicht  ideal  r eproduz ie rba re  E lek t rophorese technik ;  
hohe  Enzymlabil i t f i t .  

Un te r  Verwendung  des f luorogenen  Subst ra ts  4 -Methy l -Umbe l l i f e ry lphospha t  
(Whi te  u. But te rwor th ,  1971; Swal low et al., 1973) gelang die Dars te l lung  der  Iso-  
enzyme auch aus anderen  Geweben  als Erythrocyten;  gleichzeitig wurde es m6g-  
lich, die e r forder l ichen  P robenmengen  zu reduzieren.  Mit  einer anderen  Subs t ra t -  
k o m b i n a t i o n  wurde  in der  Agarose techn ik  ebenfal ls  eine Reduk t ion  der  P roben-  
mengen erreicht  (Sorensen,  1974); mit  gleichem Effekt wurde  die Po lyac ry lamid-  
ge le lek t rophorese  eingesetzt  ( H o p p e  et al. ,  1972). Besonders  gfinstig erscheint  
daher  die K o m b i n a t i o n  der  Df innschicht technik  mit  dem empfindl ichen Subs t ra t  
Umbe l l i f e ry lphospha t  (Mar t in ,  1977; Mar t in  u. Voss, 1978). Diese M e t h o d i k  
sollte in der  vor l iegenden Unte r suchung  zur Frage  der  Anwendba rke i t  au f  Blut-  
spuren t iberprfif t  werden.  

Material und Methoden 

Blutspuren. Blutspuren von Probanden aller sechs Ph~inotypen wurden systematisch wie folgt 
angelegt: Jeder Blutfleck entsprach 50 gl Frischblut (pipettiert). Je eine Serie yon Blutflecken 
wurde auf gereinigtem Leinenstoff und auf Glas angelegt, bei Raumtemperatur fiber Nacht ge- 
trocknet und anschlieBend jeweits alle Phgnotypen auf beiden Spurentr~igern unter unterscbied- 
lichen Bedingungen gelagert: a) im Brutschrank bei 37°C mit hoher Luftfeuchtigkeit, b) bei 
Raumtemperatur (22°C), c) im Kfihlschrank (4°C), d) im Tiefkfihlschrank (-20°C). 

Aufbereitung der Spuren. Jeder Blutfleck wurde getrennt aufbereitet: Abkratzbare Flecken 
wurden in MikrogeffiBe verbracht, 20 gl (bei ~ilteren Spuren 15 gl) Brfickenpuffer hinzugeffigt 
und die Schfippchen durch Rt~hren gel6st. Blutflecken auf Stoff wurden herausgetrennt, zer- 
kleinert, mit 300-400 gl Puffer fiberschichtet und 2-3 h bei 4°C belassen. Hiernach erfolgte die 
Trennung der Flfissigkeit vom Spurentr~iger mittels Zentrifugation durch feinporigen Plastik- 
filter (Saran No. 4/67, Porenweite 0,082 x 0,465 ram). Der Extrakt wurde lyophilisiert und vor 
Verimpfung durch Zuffigen yon 15-20gl Brfickenpuffer redissolviert. Bei L6sung filterer 
Spuren (Zeitpunkt s. unter Ergebnisse) wurde der zur L6sung der Spuren verwendete Brficken- 
puffer im Verhfiltnis 1 : 1 mit einer 50 mmol/1 Mercapto~ithanoll6sung (M.A.) vermischt. Ab- 
kratzbare Spuren wurden nach L6sung 1-2 h bei Raumtemperatur mit dieser L6sung inkubiert, 
Blutflecken auf Stoff wurden gel6st und bei Redissolvierung ebenso mit dieser L6sung 
inkubiert. 

Elektrophorese. Sgmtliche Bestimmungen wurden parallel zueinander in zwei AnsMzen durch- 
geffihrt: Agarose-Dfinnschicht-Elektrophorese (Martin u. Voss, 1978) und Elektrophorese auf 
,,Cellogel"-Folien ~ (Martin, 1977) . -  Je 3-4 ~tl der Spurenprobe wurden mit Kapillarpipetten 
strichf6rmig auf ,,Cellogel" verbracht. Anffinglich 5 gl (bei zunehmendem Spurenalter bis zu 
10gl) wurden in die Impfschlitze der Agaroseplatten eingebracht. 

• 1 Cellulose-Acetat-Folien der Fa. Celtec, Bad Homburg 
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Puffer und Fgirbtechnik. Der Stammpuffer enth~ilt 0,11 mol/1 NaH2PO4; 0,08 mol/1 Na-Citrat 
und 2,5 mmol/1 EDTA und wird mit NaOH auf pH 6,9 (Agarose) bzw. 6,4 (,Cellogel") ein- 
gestellt. Die Gebrauchsverdtinnungen sind: ftir den Brtickenpuffer 1 : 4 (Agarose) bzw. 1 : 19 
(,Cellogel"), fiir den Gelpuffer 1 : 9 (Agarose) bzw. 1 : 19 (,,Celtogel"). Der Inkubationspuffer ist 
1 tool/1 Citratpuffer pH 4,8 (Agarose) bzw. 0,1 moi/1 Citratpuffer, pH 6,9 (,,Cellogel"). 

Die Substratl6sung besteht aus 3-10 mg 4-Methyl-Umbelliferylphosphat ad 10 ml Inkuba- 
tionspuffer. Je nach Spurenalter und Lagerungsart wird nach einem Pilotversuch die Substrat- 
menge graduell gesteigert. In der Agarosetechnik wird die SubstratI6sung mittels eines getr~ink- 
ten Filterpapierstiickchens in Sandwich-Technik aufdie Geioberfl~iche verbracht. In der ,,Cello- 
gel"-.Technik wird das Substrat in eine auf +50°C abgekfihlte Agarosel6sung verbracht und 
ein sog. Agarosesandwich hergestellt. Beide Sandwichs werden 10 rain (Agarose) bzw. 30 rain 
(,,Cellogel") bei 37°C inkubiert und die Pherogramme bei 350 nm abgelesen und photographiert. 
Elektrophorese: Bei ,,Cellogel"-Technik 105 min, 20 Volt/cm; bei Agarosetechnik 75-105 min, 
22 bis 25 Volt/cm. 

Ergebnisse 

Die zeitlichen Nachweisgrenzen sind aus Tabel le  1 ersichtlich.  

37°C/Feucht. Bereits nach 3 - - 4  Tagen  gelang es mit  der  Agarose t echn ik  nicht  
mehr ,  S tof fspuren  zu differenzieren;  bei , ,Cellogel"-Technik war  bis zu 8 bzw. 11 
Tagen  noch eine eingeschrfinkte Dif ferenzierung (A-Banden-Ver lus t )  m6glich.  

20°C/Raum. Nach  16 Tagen  erfolgte regelmggig  MJ~-Zusatz.  Mi t  der  Agarose- 
technik  gelang bis zu 20 bis 24 Tagen  die e indeut ige E rkennung  al ler  Ph~inotypen 
aus Stoff,  bis zu 39 Tagen  die eingeschr~inkte Differenzierung.  Bei G la s spu ren  
war  das  Ergebnis  wechselnd:  Im Z e i t r a u m  zwischen 39 und 52 Tagen wurden  
teilweise A-Banden-Ver lus te  beobach te t ,  teilweise wiederum nicht. In der  ,,Cel- 
logel"-Technik war die Nachweisgrenze  der  Stoffspuren fihnlich wie in der  
Aga rose t echn ik ,  G la s spu ren  zeigten bis zu 39 Tagen di f ferenzierbare  Typen  bei  
e rkennba ren  A-Banden .  

4 ° C/Kiihlschrank. A b  3 - - 4  W o c h e n  erfolgte Mercap tog thano lzusa tz .  Die  Nach-  
weisgrenzen der  s icheren Di f fe renz ie rung  be t rugen  in der  Agarose techn ik  31 Tage  
(Stoffspuren)  bzw. 39 - -59  Tage  (Glasspuren) .  In  tier , ,Cellogel"-Technik waren  
die Phf inotypen aus Stof f  nach  71 Tagen  di f ferenzierbar ,  von Glas  nach 86 Tagen.  

Tabelle 1. ACP-Typisierung bei unterschiedlichen Lagerungsbedingungen. Zeitgrenzen und Mindestproben- 
mengen. Cellogel-Technik 

Grenzwerte Lagerungsbedingungen 

37° C/feucht 22°C/Raum 4° C/Ktihlschr. -20°C/  
Tief-Kschr. 

Stoff Glas Stoff Glas Stoff Glas Stoff Glas 

Nachweis/Tage 3--4 a 3--4 20--24 39 71 86 90 93 
(8-11) b (8--11) (39) (59) (86) (90) - -  - -  

Mindestprobenmenge/gl c 10 10 10 10 15 15 15 15 

a Uneingeschrfinkte Typisierung m6glich 
b Lediglich Partialdiagnosen m6glich 
c Frischblutfiquivalente, umgerechnet aus der Probenmenge 
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- 2 0  ° C/Tiefki~hlschrank. Ab 62 Tagen erfolgte M.A.-Zusatz. Die Nachweisgren- 
zen lagen in der Agarosetechnik bei 70 Tagen, in der ,,Cellogel"-Technik bei 
90 Tagen. 

Diskussion 

1. Wie die Ergebnisse der vorliegenden Untersuchung zeigen, ist die ACP-Typen- 
differenzierung aus Blutspuren unter Verwendung von Dfinnschichttechniken 
und bei Verwendung eines fluorogenen Substrats ohne grogen Aufwand m6glich 
und praktikabel. Gegenfiber anderen D~nnschichttechniken wie Agarose (Martin 
u. Voss, 1978) und Stfirke (Wraxall u. Emes, 1976) erbringt die ,,Cellogel"- 
Elektrophorese die Vorteile der leichten Handhabbarkeit, der guten Reproduzier- 
barkeit und des geringen Spurenmaterialverbrauchs. 

2. Die in der vorliegenden Studie gefundenen zeitlichen Nachweisgrenzen 
decken sich zum Teil mit Angaben aus der Literatur (Wraxall u. Emes, 1976); teil- 
weise wurden auch lfingere (Brinkmann et al., 1972) oder auch kt~rzere Nachweis- 
zeiten (Nagata u. Dotzauer, 1970; Heidel, 1968) beschrieben. Diese Differenzen 
sind methodisch bedingt. So haben wir in einer vorhergehenden, oben zitierten 
Untersuchungsreihe bei Polyacrylamidelektrophorese Nachweisgrenzen (Raum- 
temperaturlagerung) von 6--8 Wochen beschrieben, der Spurenverbrauch betrug 
mit 60gl jedoch ein Mehrfaches. 

3. Der Vorteil der dargestellten Methode liegt vor allem im extrem geringen 
Spurenverbrauch. Die jeweils eingesetzten Spurenmengen entsprechen nur einem 
Bruchteil (20--25%) eines Blutstropfens von 50 gl Gr6f3e. Da in vielen prak- 
tischen Ffillen nur eine solche Spurengr6ge (entsprechend einem Blutstropfen) 
zur Verf~gung steht, ist restliches Material ftir den Nachweis weiterer Markierer 
und ft~r Kontrolluntersuchungen vorhanden. Die Lagerung der Spurenproben bei 
niedrigen Temperaturen ist in dem gleichen Sinne zu empfehlen wie eine m6g- 
lichst frtihzeitige Untersuchung. Dies ffihrt zu geringerem Materialverbrauch und 
damit erh6hter Effizienz. (Zum Effekt von Thiolreagenzien auf SH-Enzyme 
sowie zur Modifikation von SH-Enzymen durch Alterung, Oxydation und 
andere Einfltisse sei auf die Literatur hingewiesen; siehe z.B. Harris u. Hopkin- 
son, 1976.) 

4. Beweiswert. Die obigen Zeitgrenzen und Materialverbrfiuche wurden unter 
experimentellen Bedingungen bei relativ gfinstigen Spurentrfigern erarbeitet. Die- 
ser Umstand ist in Betracht zu ziehen. Die Variabilit~it der Spuren in der Praxis 
und die Einflugm6glichkeiten des Spurentrfigers (Waschmittel etc.) sollten im 
Vergleich zu den vorliegenden Ergebnissen im konkreten Fall sehr vorsichtig be- 
wertet werden. - -  Alle derartigen Einflugm6glichkeiten vorsichtig absch~itzend 
sollte eine bei Raumtemperatur trocken gelagerte Spur m6glichst innerhalb einer 
Lagerungszeit von maximal 14 Tagen untersucht werden. Eindeutige Elektro- 
pherogramme sollten dann auch sicher beurteilbar sein. Bei unbekanntem 
Spurenalter und bei h6herer Lagerungszeit sollte im Zweifelsfall lediglich eine 
Partialdiagnose gestellt werden (z. B. Feststellung des Vorhandenseins des Allels 
AcpC). 
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