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AB0 Blood-Group Determination in Single Strands of Human Hair 
Using the Immunoenzyme Technique 

I. Report 

Summary. The immunoenzyme technique was used to determine the AB0 
blood group of strands of  human scalp hair. The hair was obtained from 168 
individuals of known blood groups (AI: n = 58; A2: n = 11; B: n = 28; 0: n = 
46; A1B: n =16;  A2B: n = 9). Immunostaining was carried out by using 
monoclonal  anti-A, anti-B and anti-H as pr imary antibodies. Group-specific 
staining was clearly observed within the medulla of the hair. The AB0 blood 
group of all hair samples was determined correctly by the Sternberger (PAP) 
or A P A A P  (immunoalkaline phosphatase)  technique. The present  study 
indicates that immunoenzyme techniques can be regarded as practical meth-  
ods for determining AB0 blood group of hair. 

Key words: AB0 hair, PAP, A P A A P  immunoenzyme techniques - Immuno- 
enzyme techniques, AB0 hair 

Zusammenfassung. Untersucht  wurden markhalt ige Einzelhaare von 168 
Personen bekannter  serologischer Blutgruppenkonstel lat ionen (Blutgruppe 
Ax: n = 58; A2: n = 11; B: n = 28; 0: n = 46; AIB: n = 16; AzB: n = 9). Die 
immunenzymatische Darstellung der AB0-Blutgruppensubstanz gelang feh- 
lerfrei in allen F~illen am Markkanal  des Haares  dutch Inkubat ion mit 
monoklonalen  Ant ik6rpern  sowohl nach einer Variante des Sternberger- 
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Verfahrens als auch bei Verwendung eines monoklonalen APAAP-Komple- 
xes als Markerenzym. Die Untersuchungen wurden parallel an kunststoff- 
eingebetteten Haarquer- und Haarl~ingsschnitten und im Flotationsverfah- 
ren durchgeffihrt. Mit der Immunenzymtechnik steht eine zweite unabh~in- 
gige Methode neben dem serologischen Nachweis nach Yada und seinen 
Modifikationen zur AB0-Blutgruppenbestimmung am Haar zur Verftigung. 

Scldiisselw6rter: AB0-Bestimmung am Einzelhaar, Immunenzymtechnik 
- Spurenkunde, AB0-Bestimmung am Haar - Immunenzymtechnik, AB0- 
Bestimmung am Haar 

1. Einleitung 

Seit der Einftihrung des Yada-Verfahrens zur AB0-Blutgruppenbestimmung 
am Einzelhaar und Entwicklung zahlreicher Modifikationen ist die AB0-Be- 
stimmung am Haar prinzipiell mit der Absorptions-Elutionstechnik oder Misch- 
zellagglutination m6glich. Die Trefferquoten dieser subtilen serologischen 
Untersuchungsmethoden schwanken je nach Autorengruppe [1, 4, 5, 7, 8, 10, 
12, 13, 17, 19, 23, 24, 28, 29, 32, 34, 35, 37, 40-46], wobei international tiber- 
einstimmend die besten Ergebnisse mit Haaren der Blutgruppe B erzielt, die 
meisten Fehlbestimmungen mit AB-Haaren [14] beobachtet wurden. 

In der Praxis ftihrte die AB0-Blutgruppenbestimmung inkriminierter Ein- 
zelhaare in den meisten Fallen jedoch zu keinem verl~il31ichen Resultat und war, 
wenn iJberhaupt, nur tiber Ausschlugm6glichkeiten und im Zusammenhang mit 
Strukturanalysen unter gr6gter Zurtickhaltung zu verwerten. 

Die Fortschritte auf den Gebieten der Immuncytochemie und Immunhisto- 
chemie sowie die Herstellung monoklonaler Antik6rper ftihrte zur Entwicklung 
hochsensibler und spezifischer Techniken. Unz~ihlige Peptide und andere Mar- 
ker der Histopathologie wie auch die AB0-Blutgruppensubstanzen k6nnen an 
Gewebsschnitten problemlos durch Immunfluoreszenz [3, 6], Immunperoxi- 
dase [22, 33] oder Peroxidase-anti-Peroxidase(PAP)-Technik [25-27, 36] nach- 
gewiesen werden. 

Immunenzymatische Standardverfahren, die bereits in der diagnostischen 
Pathologie etabliert sind, er6ffnen auch in der Spurenkunde neue M6glichkeiten. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, mit der PAP (Peroxidase-anti-Peroxidase)- 
und APAAP(alkalische Phosphatase-anti-alkalische Phosphatase)-Technik 
Untersuchungen zur AB0-Blutgruppenbestimmung am Haar durchzuftihren. 

2. Material und Methoden 

Probenvorbereitung 

Aus Haarproben  yon 168 Personen bekannter  serologischer Blutgruppenzugeh6rigkeit  (Blut- 
gruppe AI: n = 58, Blutgruppe A2: n = 11, Blutgruppe B: n = 28, Blutgruppe 0: n = 46, Blut- 
gruppe A1B: n = 16, Blutgruppe A2B: n = 9) wurden am Polarisationsmikroskop je zwei 
markhaltige Einzelhaarsegmente von ca. 0,5 cm Lfinge ausgew~ihlt. Das Probenal ter  betrug 1 
bis 18 Monate,  die Lagerung erfolgte bei Raumtemperatur .  
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Paralleluntersuchungen erfolgten mit der PAP- und APAAP-Technik an Schnitten (a) 
und im Flotationsverfahren (b). 

a) Direkte Einbettung in Epon 812, PSAPSB-Kunststoff oder Uhu plus schnellfest ®. 
Herstellung von 2 gin-4 pm dicken Haarquer- bzw. Haarl~ngsschnitten 

b) Einbettung mit Glyzeringelatine. Herstellung von 2 ~tm-4 gm dicken Haarquer- bzw. 
HaarlSngsschnitten. 

Antiseren 

Erster AntikOrper. Monoklonal Anti-A, Monoklonal Anti-B (Labormuster, Behring-Werke, 
Marburg); Seraclone Anti-A, Seraclone Anti-B (Biotest, Seruminstitut, Frankfurt/M.); 
Monoklonal Anti-A, Monoklonal Anti-B, Monoklonal Anti-H (Dakopatts, Hamburg). 

Zweiter Antik6rper. Kaninchen-Anti-M~iuseimmunglobuline (Dakopatts, Hamburg). 

Dritter AntikOrper. PAP-Maus-Komplex (Dakopatts, Hamburg); APAAP-Maus-Komplex 
(Dakopatts, Hamburg). 

Puffer, Chemikalien. PBS-Puffer, 0,5m, pH 7,3; TBS-Puffer, 0,05m, pH 7,6; Tris-Puffer, 
0,05m, pH 7,35; Tris-Puffer, 0,1m, pH 8,2; Tris-Puffer, 0,05m, pH 8,7; Tris-Puffer, 0,2m, 
pH 9,2. 

30% H202; N,N-Dimethylformamid; Natriumnitrit; Variamin ® blausalz B; Neufuchsin 
(Merck, Darmstadt). 3-Amino-9-~ithylcarbazol; Naphthol AS.MX Phosphat; 5-Brom-4-chlor- 
3-Indolylphosphat; Naphthol AS-BI Phosphat; Naphthol AS-GR Phosphat; Fast Red TR 
Salz; Tetranitrotetrazoniumblau (TNBT) [Sigma Chemie, Mfinchen]. 

Reaktionsdurchfiihrung 

Die jeweiligen Inkubationszeiten ffir PAP- und APAAP-Technik sind aus praktischen Grfin- 
den der Laborarbeit identisch. Sie kOnnen jedoch ffir den 2. und 3. Antik6rper bei Reaktions- 
durchftihrung bei Raumtemperatur bis auf 30 min verktirzt werden. 

Erster AntikOrper. Die optimale Konzentration richtet sich nach Verwendung des jeweiligen 
AntikOrpers. Sie wird durch Schachbrett-Titration gegen den Brtickenantik6rper und das 
Markerenzym bestimmt. Ffir die aufgeffihrten 1. AntikOrperseren k6nnen Verdfinnungen yon 
1:50 bis 1:800 eingesetzt werden. Inkubationsdauer: 48-56 Std in feuchter Kammer bei 
+4°C. 

Zweiter AntikOrper. (1:25 verdfinnt), Inkubationsdauer: fiber Nacht in feuchter Kammer bei 
+4°C. 

Dritter Antik6rper. (1 : 300 verdi~nnt), Inkubationsdauer: 2 Std in feuchter Kammer bei Raum- 
temperatur. 

Die Siehtbarmachung der Peroxidase erfolgte mit 3-Amino-9-fithylearbazol (AEC), das der 
Anf~rbung mit 3,3 Diaminobenzidin (DAB) deutlich ~berlegen war. Bei Verwendung von 
APAAP-Komplex kann die Anf~irbung dureh eine Reihe von Substrat-Farbkopplerkombina- 
tionen erfolgen, wie z.B. mit Naphthol AS-MX Phosphat und Fast Red TR Salz. 

Kontrollen 

Die Versuche wurden unter Bedingungen einer Doppelblindstudie durchgeffihrt. Leerkon- 
trollen erfolgten durch Inkubation mit PBS-Puffer. Zusfitzlich wurde eine Vorinkubation mit 
gepooltem Serum zur Blockierung der spezifischen Bindungsstellen ftir den ersten AntikOrper 
durchgeffihrt. Bei jedem Ansatz wurden Haare bekannter AB0-Blutgruppenzugeh6rigkeit als 
Kontrollen mitgeffihrt. 
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3. Ergebnisse 

Nach Durchffihrung der PAP- und APAAP-Technik mit monoklonalen Anti- 
k6rpern stellte sich bei lichtmikroskopischer Auswertung der Markkanal in 
allen untersuchten Einzelhaaren im Quer- und Lfingsschnitt bei positiver Reak- 
tion eindeutig angef~irbt dar. Die bekannte serologische AB0-Blutgruppenzu- 
geh6rigkeit konnte unabh/~ngig vom Sekretorstatus in allen F/~llen immunenzy- 
matisch am Haar zutreffend bestimmt werden (s. Abb. 1-6). 

Die Verwendung des monoklonalen APAAP-Komplexes er6ffnet zahlrei- 
che M6glichkeiten der farblichen Darstellung des Endproduktes. Ein Bleichen 
der Haare war nicht notwendig. 

Die Untersuchungen mit monoklonalem Anti-H als Primfirantik6rper erga- 
ben den positiven Nachweis an allen Haaren. Eine gruppenspezifische Quantifi- 
zierung der Farbintensit/~t ist nach unserer Erfahrung nicht m6glich. 

4. Diskussion 

Die vorliegenden Ergebnisse zeigen, dab der immunenzymatische Nachweis 
der AB0-Blutgruppenzugeh6rigkeit, der Krueger et al. [18] nicht gelang, am 
Markkanal des Haares sowohl am kunststoffeingebetteten als auch am ffeiflot- 
tierenden Haarquer- bzw. Haarl~ngsschnitt zu fiihren ist. 

Bei den vorliegenden lichtmikroskopischen Untersuchungen erfolgte die 
Antigenlokalisation mit monoklonalen Antik6rpern unabhfingig vom Sekretor- 
status im Markkanal des Haares. Die Tatsache, dab Medullarzellen im Gegen- 
satz zu den Cortexzellen des Haares relativ schwefelarm sind [2], bekrfiftigt un- 
sere Befunde. 

Nach Abschlug der vorliegenden Arbeit erlangten wir Kenntnis fiber Ergeb- 
nisse japanischer Arbeitsgruppen [21, 47], die ebenfalls feststellten, dab die 
AB0-Blutgruppenantigene an der Medulla des Haares nachzuweisen sind. Die 
Richtigkeit der unabh/~ngig voneinander mit verschiedenen Methoden erarbei- 
teten Ergebnisse kann somit als best~itigt angesehen werden. 

Einen Zusammenhang zwischen der Markhaltigkeit eines Haares und der 
Erfassung der AB0-Merkmale mit serologischen Bestimmungsmethoden ver- 
muteten die Autoren erstmals aufgrund der Beobachtungen, die sie im Rahmen 

Abb.l-3. Haarquerschnitte (serologische Blutgruppe A1), Kunststoffeinbettung. Immun- 
enzymatischer Nachweis der AB0-Blutgruppenzugeh6rigkeit mit monoklonalen Antik6rpern, 
Sichtbarmachung der Peroxidase mit 3-Amino-9-Ethylcarbazol. Abb.1. Positive Reaktion, 
erster AntikOrper: Anti-A. Abb. 2. Negative Reaktion, erster Antik6rper: Anti-B. Abb. 3. 
Leerkontrolle 
Abb.4-6 zeigen einen positiven Reaktionsausfall bei lichtmikroskopischer Betrachtung. 
Abb. 4. HaarNngsschnitte, Kunststoffeinbettung, PAP-Technik. Abb. 5. Haarquerschnitte, 
Flotationsverfahren, APAAP-Technik, Anffirbung mit 5-Brom-4-chlor-3-Indolylphosphat. 
Abb.6. Haarquerschnitte, Flotationsverfahren, APAAP-Technik, Naphthol AS BI Phosphat/ 
Neufuchsin 
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ihrer Experimente zur Blutgruppenbestimmung am Einzelhaarsegment [29] 
machten. 

Es fiel auf, dag auger den bereits yon zahlreichen Arbeitskreisen festgestell- 
ten Befunden eines gruppenspezifischen und auch individuell unterschiedlichen 
Reaktionsverhaltens des Haares, die AB0-Bestimmung mit der Absorptions- 
Elutionstechnik immer dann zu gut auswertbaren Agglutinaten und zu fehler- 
freien reproduzierbaren Ergebnissen ffihrte, wenn auch markhaltige Haarquer- 
schnitte vorlagen. 

Die Tatsache, dag die Parameter des eingesetzten Untersuchungsmaterials 
das Gesamtergebnis wesentlich beeinflussen, wird durch unsere Untersuchun- 
gen mit der Immunenzymtechnik erneut best~itigt. Sie bietet m6glicherweise die 
Erkl~irung ffir die erheblichen Abweichungen der Resultate der einzelnen Ar- 
beitsgruppen bei der AB0-Blutgruppenbestimmung am Einzelhaar nach dem 
Yada-Verfahren. Es ist denkbar, dag auch ein prozentual unterschiedlicher An- 
teil markhaltiger Einzelhaare am Untersuchungsgut die abweichenden Treffer- 
quoten bedingte, da ethnische Variationen des Haares bekannt sind [9, 39]. 

Die Fehlbestimmungen der AB0-Blutgruppenmerkmale am Haar mit der 
Absorption-Elution- oder Mischzellagglutination wurden Vor allem ~iugeren 
Einflt~ssen, wie Verschmutzungen der Cuticula, kosmetischen Haarbehandlun- 
gen usw. zugeschrieben. Auch Kontamination mit Mykoplasmen oder bakte- 
rielle Besiedlung des Untersuchungsgutes sind geeignet, den serologischen 
Nachweis zu beeinflussen [11, 28]. Die Reinigung und Vorbehandlung der Pro- 
ben, einige der Problemschritte der serologischen Verfahren spielen bei der Im- 
munenzymtechnik, insbesondere bei Kunststoffeinbettung, keine Rolle. Diese 
Technik ist ft~r die Praxis zu empfehlen, da die Handhabung freiflottierender 
Schnitte ffir den Anf~inger schwierig ist, wghrend mit Glasobjekttr~igern alle 
Arbeitsschritte routinem~iNg durchft~hrbar sind. 

Die Suche nach einem geeigneten Einbettmedium ffir Haare ffihrte zun~chst 
zu einer Eigenentwicklung eines Kunststoffes, der die erforderlichen physiko- 
chemischen Eigenschaften wie ausreichende Eindringtiefe bei guter Antigen- 
erhaltung, Hydrophilie, fehlende unspezifische Antik~Srperadsorption usw. be- 
sitzt und sich zur Verarbeitung in einem histologischen Routinelabor eignet. 
Eine Untersuchungsreihe fiber die Verwendbarkeit auf dem Markt befindlicher 
Einbettungsmittel zur immunenzymatischen Darstellung der AB0-Blutgrup- 
penmerkmale am Haar steht kurz vor ihrem Abschlug. 

Als wesentlichstes Ergebnis ffir lichtmikroskopische Untersuchungen kann 
bereits mitgeteilt werden, dag sich Uhu plus schnellfest ® [20] auch zur schnellen 
problemlosen Einbettung von Haaren eignet und den immunenzymatischen 
Nachweis am Haarinneren nicht beeinflugt. 

Erste Untersuchungen am TEM und REM lassen darauf schliegen, dab die 
AB0-Bestimmung auch bei marklosem Einzelhaar zutreffend erfolgen kann. 
121ber diese Ergebnisse sowie fiber die Abh~ingigkeit des immunenzymatischen 
Nachweises von Lagerungsbedingungen und vom Spurenalter wird in Ktirze be- 
richtet werden [30, 31]. 

Die vorliegenden Untersuchungen am Haar zeigen, dag die Immunenzym- 
technik geeignet ist, den Beweiswert spurenkundlicher Untersuchungen weiter 
zu erh6hen. 
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