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HLA-Typisierung von Blutspuren.
Untersuchungen mit einem Absorptionstest
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J. Lotterle

Institut fiir Rechtsmedizin der Universitat Erlangen-Niirnberg, Universititsstr. 22,
D-8520 Erlangen, Bundesrepublik Deutschland

HLA-Typing of Bloodstains. Investigations with an Absorption Test

Preliminary Report

Summary. Report on an absorption test, in which the antigens HLA-A1, -A3,
-A9, -B7, and -B8 were investigated with four different antisera each. 0.5 mg
bloodstain (on cotton thread; age: between 7 and 21 days) was added to 5Spl
pretitrated antiserum. After incubation (14h at 4°C) it was tested whether
absorption had occurred or not: 1 pl antiserum was placed in a microtest plate
and 1pl target lymphocyte suspension was added. The further test followed
the NIH-technique. The presence of an antigen is shown by a reduction of the
complement-mediated cytotoxicity.

The results show that cross reactions play a more important role than in
the NIH-test. In our investigations over 90% of the HLA-antigens were typed
correctly.

Key words: Bloodstains, HLA typing - HLA typing, bloodstains

Zusammenfassung. Es wird ein Absorptionstest beschrieben, bei welchem die
Antigene HLA-A1, -A3, -A9, -B7 und -B8 mit jeweils vier verschiedenen
Antiseren untersucht werden. Zu 5pl cntsprechend austitriertem Antiserum
werden 0,5mg Blutspur (auf Baumwollfaden; Spurenalter: zwischen sicben
und 21 Tagen) gegeben. Nach etwa 14stiindiger Inkubation bei 4°C wird
untersucht, ob eine Absorption stattgefunden hat. 1 ul des Antiserums wird in
eine Mikrotestplatte gebracht, und 1l Testlymphozytensuspension wird zu-
gegeben. Der weitere Untersuchungsablauf entspricht dem NIH-Test. Beim
Vorliegen des entsprechenden Antigens war eine Verminderung der durch
Komplement vermittelten zytotoxischen Reaktion zu beobachten.

Die Ergebnisse zeigen, daf Kreuzreaktionen eine weitaus gréfere Rolle als
bei dem NIH-Test spielen. Eine richtige Zuordnung der HLA-Antigene war in
mehr als 90% der Fille moglich.

Schliisselworter: Blutspuren, HLA-Typisierung — HLA-Typisierung aus Blut-
spuren
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Tabelle 1. Phanotypfrequenz

Antigen Phénotypfrequenz der untersuchten HLA-Anti-
gene in der deutschen Bevolke-

HLA-Al 28,1% - rung (Albert 1975)

HLA-A3 30,2%

HLA-A9 20,5%

HLA-B7 27,0%

HLA-BS8 19.2%

Uber den forensischen Nachweis von HLA-Antigenen in Blutspuren durch
Absorptionsuntersuchungen berichteten als erste Rittner und Wayawuth (1974,
1975). Die Autoren legten Ergebnisse mit dem Mikrozytotoxizititstest und dem
Komplementfixationstest vor. Seit diesen ersten Untersuchungen ist die Pro-
blematik der HLA-Typisierung von Blutspuren lediglich von zwei weiteren
Autoren (Newall 1979; Hodge et al. 1979) aufgegriffen worden. Wahrend Rittner
und Wayawuth die meisten der damals bekannten HLA-Antigene in ihre Unter-
suchungen einbezogen, wurden von Hodge et al. lediglich das Antigen HLA-AI,
von Newall HLA-A2 und HLA-BS5 untersucht.

Die Untersuchungsmethoden von Newall sowie von Hodge et al. unter-
scheiden sich nicht wesentlich, obwohl sie unabhingig voneinander entwickelt
worden waren. Die Ergebnisse der beiden Autoren lieBen es sinnvoll erscheinen,
ihre Arbeitsvorschriften weitehend unveridndert zu tibernehmen und den Absorp-
tionstest auf weitere HLA-Antigene auszudehnen. Die Untersuchungen wurden
auf gut definierte und hiufig vorkommende Antigene beschrankt (Tabelle 1),
welche mit jeweils vier verschiedenen, im NIH-Test (Terasaki und Park 1976)
verlidBlich reagierenden Anti-HLA-Seren getestet werden sollten. Allein die
Untersuchung dieser fiinf Antigene wiirde eine Differenzierung von Blutspuren
ermdglichen, die von keinem bislang dazu verwendeten Blutgruppensystem er-
reicht wird.

Material und Methode

Fiir die Untersuchungstechnik sollten mdglichst viele Schritte der NIH-Tests unverdndert iiber-
nommen werden.

Testseren. Tabelle 2 gibt eine Aufstellung der verwendeten Testseren (unverdiinnt eingesetzt)
und ihrer Reaktionsweise im Lymphozytotoxizititstest. Bei der Austestung und bei den Ab-
sorptionsuntersuchungen wurde die gleiche Charge Kaninchenkomplement (Pool von 200
Tieren, Lagerung bei —80°C) verwendet.

Gebrauchsverdiinnung fiir den Absorptionstest. Zur Ermittlung der Verdiinnung, bei welcher 1l
Testserum noch ca.2000 in 1pul Hanks® Loésung suspendierte Testtymphozyten zu 90-100%
lysierte, wurden Verdiinnungsreihen der Seren hergestellt und mit den Lymphozyten jeweils
mehrerer Personen der entsprechenden Spezifitat getestet. In Tabelle 3 sind die Ergebnisse der
Titrationsuntersuchungen fiir das Antigen HLA-A1 exemplarisch angegeben.

Testlymphozyten. Die Lymphozyten von zwei Spendern mit dem HLA-Typ A3, A25;B7,B12
und Al, Aw23; B8, B12 wurden wihrend der Versuchsreihen aus jeweils frisch entnommenen,
defibrinierten Blutproben iiber einem Ficoll-Isopaque-Gradienten separiert und innerhalb der
ersten 6Std nach der Blutentnahme verwendet. Das Waschen und Aufbewahren der Zellen
erfolgte in einer Mischung aus Hanks’ Losung und Trispuffer (pH 7,4) im Verhéltnis 1: 1.
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Tabelle 2. Die im Absorptionstest verwendeten HLA-Antiseren und ihre Reaktionsweise im
NIH-Test

Spezifitdt Testserum Panel Reaktionen
++ falsch —-—
+ —_
Anti-HLA-A1 A Biotest 5036 100 27 2 0 71
B Behring 0105 100 27 1 0 72
C Gamel Pool® 100 25 0 2 73
D Wiirzburg 950109° 62 16 1 0 50
Anti-HLA-A3 A Biotest 517067 100 26 1 0 73
B Wiirzburg 950112° 90 12 1 4 73
C Haas 815174 100 19 1 7 73
D Wiirzburg 153403" 90 9 0 1 80
Anti-HLA-A9 A Behring 20019 75 10 1 1 63
B Behring 0902 100 25 1 0 74
C Biotest 2116 100 25 1 0 74
D Bartes 10.77° 100 25 0 0 75
Anti-HLA-B7 A Behring 17497 75 23 5 0 47
B Fresenius 2260 100 21 1 2 76
C Wiirzburg 950115° 75 21 1 1 52
D Wirzburg 150316* 90 12 1 1 76
Anti-HLA-BS A Wirzburg 516942* 90 11 0 3 76
B Gelbmann 388/3° 100 23 1 0 76
C Oller 3/75° 100 23 0 0 77
D Ladner 11/75* 100 23 0 0 77

2 Frau Dr.med. Gossrau, Wiirzburg, und Herrn Prof. Dr. med. Mayr, Wien, bin ich fiir die
Uberlassung von Anti-HLA-Seren sehr zu Dank verpflichtet

Tabelle 3. Titration der Anti-HLA-A1-Seren gegen drei HLA-Al-positive Lymphozyten

Testzellen Anti-HLA-A1-Seren
Biotest 5036 Behring 0105
Titer 1:1 1:2 1:3 1:4 1:6 1:1 1:2 1:3 1:4 1:6
Al ,Aw24: B8, BI3 5 5 4 4 3 5 5 4 4 3
Al,A2; B5,B8 5 2 2 1 5 4 1 1
Al,Aw23; B§,BI12 5 5 3 2 1 5 5 3 3 1
Gamel Pool Wii 950109
Titer I:1 1:2 1:3 1:4 1:6 1:1 1:2 1:3 1:4 1:6
Al,Aw24; B8,B13 5 4 4 3 1 5 5 4 2
Al,A2; B5,B8 4 1 1 1 1 5 5 4 3 2
Al,Aw23; B8,B12 5 5 4 2 1 5 5 5 2
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Blutspuren. Baumwollfdden von 2m Linge wurden locker aufgerollt und in ein Uhrglas gelegt;
anschliefend wurde frisch abgenommenes, ungeronnenes Venenblut aufgetropft. Nach etwa
1Std wurden die Fiden zum Trocknen aufgehéingt und anhaftende Blutkoagel abgestreift. Im
Anschluf} an das Trocknen erfolgte die Lagerung der Spuren unter Lichtabschluf} bei Zimmer-
temperatur. Das Spurenalter betrug zwischen sieben und 21 Tagen.

Tabelle 4. Untersuchungsablauf

0,5 mg Blutspur Serum wird .

HLA-A 1-positiv bsorbiert Testzellzugabe ———= Keine Zytolyse
5ul Anti-HLA-A1-Serum
Titer 1:1

0.5 mg Blutspur Serum wird 5

HLA-Al-negativ nicht absorbiert Testzellzugabe Zytolyse
Im ,Beckman Tube” Zugabe der Spur Absorptionsphase 14h NIH-Test mit HLA-Al-positiven Testlymphozyten
bei +4°C

Testablauf (Tabelle 4)

Von 25 Blutspuren wurden Untersuchungen durchgefiihrt.

a) Absorptionsphase: 3cm blutbenetzter Faden (entsprechend 0,4—0,6 mg Bluttrocken-
gewicht) wurde zu 5pl Antiserum in ein ,Reaktionsgefal fiir Mikroliterbestimmungen® (sog.
LBeckman Tube®, Inhalt 0,4ml) gebracht. Um ein Verdunsten des Antiserums zu verhindern,
wurde mit zwei Tropfen atoxischem Mineraldl iiberschichtet. Nach kurzem Zentrifugieren des
L,Beckman Tube“ bei 3000—-4000 g war der Faden ganz mit Antiserum benetzt. Die Spur wurde
zwischen 12 und 16Std bei Kiihlschranktemperatur inkubiert.

b) Zytotoxizititstest: Mit einer 25-ul-Spritze wurde das verbliebene Antiserum aus dem
Mikrolitergefa entnommen und in Portionen von 1pl in Mikrotestplatten verbracht. Dann
erfolgte die Zugabe von ca.2000 entsprechenden Testlymphozyten in 1ul Suspension; die
weiteren Schritte entsprachen dem NIH-Test, wobei auf exakte Einhaltung der Reaktions-
zeiten und der Inkubationstemperatur wihrend der Komplementeinwirkung (23°C) besonderer
Wert gelegt wurde. Die Bewertung der Reaktionen erfolgte nach einer vierstufigen Skala
(Tabelle 5).

- Tabelle 5. Bewertung der zyto-
Lysierte Zellen Bewertungsstufe toxischen Reaktion

bis 10% 1 (negativ)
11%-30% 2
31%—-50% 3
51%—80% 4
iiber 80% 5

Ergebnisse

In Tabelle 6 sind die Ergebnisse der Absorptionsuntersuchungen angegeben.

Zwischenstufen bei der Bewertung des Grades der Zytolyse (z. B. 2/3) waren
erlaubt und wurden auch hiufig verwendet. War kein eindeutiges Ablesen mog-
lich (z. B. bei Verschmutzungseffekten), wurde der Bewertungsgrad 0 angegeben.
Fiir jedes Antigen einer Spur wurden die Bewertungen aus Tabelle 6 addiert und
zu ganzen Zahlen aufgerundet (Bewertungssummen zwischen 4 und 20). Die
Ergebnisse sind in Abb. 1 angegeben. In den zehn Fillen, in denen fiir ein Antigen
die Reaktionen mit drei Antiseren vorlagen, wurden die Ergebnisse interpoliert.
Lagen fiir ein Antigen nur von zwei Antiseren Ergebnisse vor, dann blieb dies in
Abb. 1 unberiicksichtigt.
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Abb. 1. Ergebnisse der Absorptionsunter-
suchungen. e Spur tragt das Antigen.

@ Absorption durch Kreuzreaktion er-
kldrbar. o Spur triigt das Antigen nicht

Die ,Einstellung” des Testsystems erfolgt durch Austitrieren der Testseren auf die
entsprechenden Testzellen. Dabei ist zu beachten, dafi Lymphozyten verschiede-
ner Spender in bezug auf ein Anti-HLA-Serum unterschiedlich stark reagieren
konnen. Als Beispiel dafiir mége die in Tabelle 3 angegebene Titrationsunter-
suchung dienen. Die Testzellen Al, Aw24; B§,B13 und Al,Aw23;B8,B12 re-
agieren mit allen vier Seren etwa gleich stark, wihrend die Zellen des Spenders
Al, A2;B5,B8 wesentlich schwicher reagierten. Lediglich das Antiserum Wi
950109 hatte zu allen drei Testzellen die gleiche Aviditat. Es erscheint sinnvoll,
die Testzellen so auszusuchen, daf} sie mit den verwendeten Antiseren besonders
gut reagibel sind, da dann die Anti-HLA-Seren fiir den Absorptionstest starker
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verdiinnt werden kénnen und somit fiir die Absorption geringere Spurenmengen
ausreichend sind. Es muf} auch hervorgehoben werden, dal verschiedene Kom-
plementchargen unterschiedliche Aktivitdt besitzen und deshalb das Testsystem
auf einen Pool Kaninchenkomplement ausgerichtet werden muf.

Da tiefgefrorene Lymphozyten beim Auftauen in ihrer Reagibilitit verdindert
werden kénnen (Mayr 1977), ist ihre Verwendung wohl weniger empfehlenswert;
lingere Zeit in Nahrmedien aufbewahrte Lymphozyten kénnen sich ebenfalls in
ihrer Empfindlichkeit (geringfiigig) veridndern. Das beste Verfahren ist sicherlich
die Verwendung frisch gewonnener Lymphozyten, wobei die Spenderauswahl
keine grofien Schwierigkeiten bereitet, wenn hiufig vorkommende Antigene
untersucht werden.

Beim Ablesen der zytotoxischen Reaktion wurde bewulit auf eine feinere
Unterteilung der Ergebnisse (z. B. Angabe der toten Zellen in Prozent) verzichtet,
da auch die Interpretation dem NIH-Test (vierstufige Skala und negatives Er-
gebnis) entsprechen sollte. Auch scheint es schwierig, den Prozentsatz an toten
Zellen genauer als auf 10% zu schitzen.

Die Ergebnisse von Tabelle 6 und Abb. 1 zeigen, dall zwar eindeutige Resul-
tate erzielt werden, allerdings kreuzreagierende Antigene (Mayr 1977) hiufig,
jedoch nicht regelmifig falsch positive Reaktionen verursachen. Dabei ist be-
merkenswert, dafl auch normalerweise nur schwach kreuzreagierende Antigene
im Absorptionstest starke Kreuzreaktionen zeigten, ein Ergebnis, das mit den
Befunden von Newall (1979) in gutem Einklang steht.

Bei den vorliegenden Untersuchungen liefen sich die Antigene HLA-A1 und
HLA-BS am zuverldssigsten nachweisen. Bei HLA-A3 ergaben sich hiufig falsch
positive Befunde, die durch Kreuzreaktion mit HLA-AT erklidrbar sind. Alle vier
Anti-HLA-A3-Seren erwiesen sich im nachhinein als etwas zu stark verdiinnt, so
daB beim Nichtvorliegen des Antigens oder kreuzreagierender Antigene die
Bewertungsstufe 5 im zytotoxischen Test kaum errcicht wurde. Das Antiserum C
der Spezifitdt Anti-HLA-A9 war zu wenig verdiinnt worden und wurde nun von
einer Spur mit dem Antigen HLA-Aw23 ausreichend absorbiert.

Wenn aufgrund der vorliegenden Untersuchungen Uberlegungen zur prak-
tischen Anwendbarkeit des Absorptionstestes vorgenommen werden sollen, so
kénnen die Kreuzreaktionen bei der Interpretation der Ergebnisse entweder
beriicksichtigt werden oder unbeachtet bleiben.

Berticksichtigt man z. B. die Kreuzreaktion zwischen HLA-A1 und HLA-A3
und zwischen HLA-Bw39 und HLA-B8 und definiert eine Spur als fiir ein
Antigen positiv, wenn eine Bewertungssumme zwischen 4 und 8, und als negativ,
wenn eine Bewertungssumme zwischen 12 und 20 erreicht wurde (Abb. 1), so
kénnen von den 122 Untersuchungen 103 als positiv oder negativ zugeordnet
werden. Allerdings wére eine Spur als falsch negativ und eine als falsch positiv
bewertet worden. Die Richtigkeit der eindeutigen Untersuchungsergebnisse wiir-
de also mehr als 95% betragen. Beriicksichtigt man die Kreuzreaktion jedoch
nicht, so ldge die Richtigkeit der eindeutigen Untersuchungsergebnisse nur etwas
hoher als 90%.

Es ist wahrscheinlich, dafl durch Einsatz von mehr als vier sorgfiltig aus-
gewihlten und auf die Testlymphozyten austitrierten Antiseren zur Untersuchung
je eines Antigens die Aussagekraft des Absorptionstestes von Blutspuren noch
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gesteigert werden kann. Der limitierende Faktor kann dann allerdings die Grofie
der Blutspur sein. Auch das Einbezichen weiterer Antigene erscheint sinnvoll,
wenn sie hdufig vorkommen und gut definiert sind.

Die Reaktionsweise bei Austestung der Antiseren an einer groien Zahl von
Blutspuren wird erkennen lassen, welche Seren sich fiir die Typisierung von Blut-
spuren besonders eignen. Es erscheint somit erreichbar, dal} bei weiterer Ver-
besserung der Testbedingungen und dem Einsatz besonders geeigneter Antiseren
die Typisierung der HLA-Antigene von Blutspuren einen Grad an Sicherheit
erreicht, wie er fiir andere Blutgruppensysteme in der kriminalistischen Routine
zur Differenzierung von Blutspuren akzeptiert wird.
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