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Die praktisehen Erfahrungen der letzten Jahre haben gezeigt, da/~ 
genetiseh gesteuerte Enzymvar ianten  hinsiehtlieh ihrer Leistungs- 
f~higkeit bei der Begutaehtung strittiger Paternit/~tsf/~lle den ~ibrigen 
erbliehen Blntmerkmalen durehaus ebenbfirtig sein kSnnen. Uber die 
Pseudocholinesterase-Typen und die saure Erythroeytenphosphatase 
liegen bereits zahlreiche VerSffentlichungen vor. Jahr  ffir Jahr  werden 
neue Enzympolymorphismen entdeckt,  und ein Ende dieser Entwiek- 
lung ist noeh nieht abzusehen. Jedes neue System stellt den Gerichts- 
mediziner vor die Aufgabe, es auf seine praktisehe Anwendbarkeit  zu 
prfifen und gegebenenfalls in die Praxis zu fibertragen. 

I m  Jahre 1966 berichteten FILDES und H A ~ I S  fiber einen erbliehen 
Polymorphismus der mensehliehen Adenylatkinase. Sie beobaehteten 
in ihrem Untersuchungsgut drei versehiedene Isoenzymmuster,  die sie 
mit  A K  1, A K  2--1  und A K  2 bezeiehneten. Familienuntersuehungen 
fiihrten zur Annahme yon zwei kombinanten,  autosomalen Genen (AK 1, 
AK2). B o w ~  et el. (1967) beschrieben zwei neue Ph/~notypen (AK 3--1 
und A K  4 - 1 ) ,  denen vermutlieh die Wirkung zweier weiterer Gone auf 
dem gleichen Genort zugrunde liegt. Des bisher bekanntgewordene 
Material haben wir in der Tabelle zusammengestellt.  Beim Vergleiehen 
der Zahlen ist zu beriicksiehtigen, dab A K  3--1 mit  der yon FrLDv~S und 

Tabelle 
Typenverteilung der Adenylatkinase in der englischen und amerikanischen BevSlkerung 

~ILDES U. HARRIS BOWMAN et el. 

960 Engl/~nder 1315 Weille 1063 Neger 

AK1 864 1193 1049 
AK2--1 95 118 13 
AK2 1 3 0 
AK3--1 0 1 1 

* Herrn Professor Dr. B. Mc~.~R in dankbarer Verehrung zu seinem 70. Ge- 
burtstag. 
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H i a ~ I S  angewendeten Methode mSglicherweise gar n icht  erfal~t u n d  
dami t  das Fehlen  dieses Typs  in  der englischen Stichprobe vielleicht n u t  
vo rge t iusch t  wird. 

FILDES und HAnRIS verwenden far die horizontale Starkegelelektrophorese 
ein diskontinuierliches ttistidin-NaOtt/Citrat-Puffersystem pi t  7,0 und ben6tigen 
bci einem Spannungsgradienten yon 10 u  cm -i  eine Trenndauer yon 4 Std, wobei 
das Gel mittels wassergekahltcr Metallplatten gekiihlt werden muB. Die Isoenzyme 
werden relativ weit auseinandergezogen. BOWMAN et al. arbeiten mit der vertikalen 
Starkegelelektrophorese in einem Phosphatpuffer pH 6,2 und geben als Trermzeit 
14--16 Std bei 2--4 ~ C an. 
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Abb. 1. Rcaktionsablauf bei der Siehtbarmachung der Adenylatkinase-Zonen. 
(Nach FILD]~S und Ha~nis) 

Eine sehr elegante Methode haben FZEDLEn U. NIEBUHI~ (1967) beschrieben. Sie 
trennen nach einer yon uns erprobten Technik ( R i ~  und ST~AVC~, 1966 a, 1966b) 
die saute Erythrocytenphosphatase elektrophoretisch auf und inkubieren eine Halite 
des horizontal aufgeschnittcnen Gclblocks wie ablich mit Phenolphthaleindiphos- 
phat, wahrend an der anderen Halite gleiehzeitig die Adenylatkinase sichtbar ge- 
macht wird. Es genagt far orientierende Untersuchungen, lediglich den kathoden- 
warts yon der Startlinie gelegenen Abschnitt zu entwickcln, da die yore Gen A K  2 

gesteuerte Enzymkomponente auf diese Weise sicher zu bestimmen ist. Man wird 
hierbei aber mit der MSglichkeit rechnen mfissen, dab die seltenen Typen AK 3--1 
als AK 1--1 und AK 2--2 als AK 2--1 verkannt werden kSnnten. 

Als Untersuchungsgut eignet sieh nach FILDES und H~a~zs auBer Hamolysat 
auch homogcnisierte Leichenmuskulatur. 

Die Entwicklung der Enzymzonen beruht auf dem in Abb. 1 gezeigtcn Prinzip. 
Adenylatkinase konvertiert ADP zu ATP und AMP. ATP reagiert mit Glucose in 
Gegenwart yon I-Iexokhlase unter Bildung yon Glucose-6-phosphat und ADP. 
Glucose-6-phosphatdehydrogenase oxydiert Glucose-6-phosphat unter gleieh- 
zeitiger Reduktion yon NADP zu 6-Phosphogluconat. NADPH 2 wiederum reduziert 
in Anwesenheit yon Phenazinmethosuliat (Elektroneniibertrager) 3(4,5-Dimethyl- 
thiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid zu blauem, unl6slichem Formazan. 

12" 
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Wir stellen im folgenden ein Bestimmungsverfahren zur Diskussion, 
das mit einem fiblichen Elektrophoresegeri~t ~uskommt. Die Methode 
erlaubt bei sparsamem Chemikalienverbraueh and kurzer Untersuchungs- 
zeit eine eindeutige Differenzierung der bisher beobaehteten Ph~no- 
typen und k~nn daher fiir forensisehe Zweeke empfohlen werden. 

Methodik 

1. 0 ,33m Phosphatpuffer pH6 ,5  (zur Elektrophorese). 1 Liter 
PufferlSsung enth~]t 31,75g prim. Kaliumphosphat (KH~P04) und 
17,9 g see. N~triumphosphat (Na2HPO ~ �9 2 H20 ). 

2. 0,1 m Tris-Puffer pH 8,0 mit 0,01 m MgCI~ (fiir Entwickler). In 
1 Liter LSsung sind 12,1 g Tris, 26,8 ml 2 n HC1 und 2,03 g MgC12 .6 H20 
enthalten. 

3. Entwickler. 20 ml Tris-Paffer werden mit 100 mg Agar versetzt 
und 30 rain im siedenden Wasserbad erhitzt. Nach Abkiihlen ~uf 40 ~ C 
werden darin kurz vor Gebraueh ge]Sst: 

40 mg Glucose 
10 mg ADP-N~2 (AWD 37) 
2 mg NADP (AWD 32) 
2 mg PMS (Sigma) 
2 mg NITT (Serva) 
5 ~1 G6PDH (Boehringer 15431) 
5 ~1 HK (Boehringer 15303) 

Mit der angegebenen Menge k6nnen 50--60 Blute bestimmt werden. 

4. E]ektrophorese. Wir benutzen ein fiir die Phosphatasebestimmung 
iibliehes Elektrophoreseger~t (vgl. R A D ~  und Sr~Avc~, 1966a), geben 
aber in die Kathodenkammern konzentrierten und in die Anoden- 
kammern auf 0,066 m verdiinnten Phosphatpuffer. Zur Herstellung des 
10%igen St~rkegels werden 2,5ml Phosphatpuffer mit Wasser ~uf 
220 ml aufgefiillt. Das Gel relict 220 • 140 • 7 mm und kann infolge 
der kurzen Laufstreeke des Enzyms in 4--5  Sehlitzreihen besehiekt 
werden, so dal3 man etwa 50--60 Proben unterbringen kann. Die mit 
Hiimolys~t getri~nkten Filterpapierbl~ttchen (Whatman No. 1) mfissen, 
bevor sie in das Gel gebraeht werden, zwischen FlieBpapier kri~ftig aus- 
gedriiekt werden. Bei einem Sp~nnungsgradienten yon 7 V .em -1 (ent- 
spreehend einem Strom yon 22 mA) und 5 ~ C ~_rd bereits nach 3 Std 
eine geniigende Auftrermung der Adenylatkinase erreicht. 

Nach Beendigung der Elektrophorese wird das Gel in der bekannten 
Weise horizontal aufgesehnitten und mit der oben ~ngegebenen Ent- 
wieklerlSsung iibersehiehtet. Es empfiehlt sieh, die H~moglobinzonen 
zur besseren Ausnfitzung des Entwicklers vorher herauszusehneiden. Bei 
einer Reaktionstemperatur yon 37 ~ C reieht eine Inkubationsdauer yon 
20 min v611ig aus. 
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Unter den yon nns gew/~hlten Bedingungen wandern das Hs 
globin und sgmtliche ffir die Typendifferenzierung wesentlichen Frak- 
tionen der Adenylatkinase kathodenw/~rts. AK 1--1 zeiehnet sich dureh 
eine einzige, intensive Enzymzone aus (Abb. 2). Beim Typ AK 2--1 
finder sieh augerdem eine sehnellere, etwa ebenso stark angef/~rbte Zone. 
Ftir die Variante 3--1 ist eine in unmittelbarer Ns des Startschlitzes 
gelegene Zusatzbande charakteristisch. Bei diesem T y p i s t  augerdem 
auf der Anodenseite regelm/~gig eine etwas schw/~chere Zone erkennbar. 

Abb. 2. Verschiedene Adenylatkin~se-Typen beim Menschen, aufgetrennt mittels 
horizontMer St~rkegelelektrophorese im Phosphatpuffer pH 6,5 

Auch AK 1--1 und 2--1 weisen anodisch wandernde, extrem sehwach 
angef~rbte Komponenten auf. In  unserem znr Zeit 1388 Individuen um- 
fassenden Berliner Material sahen wit ca. 7,5 % AK 2--1-Typen.  AK 3--1 
wurde yon uns viermal beobachtet. 

Zusammenfassung 
Es wird eine kurze Ubersieht fiber die erblieh gesteuerten Adenylat- 

kinase-Varianten beim Menschen gegeben and eine eigene Trennmethode 
beschrieben, deren Anwendung in der geriehts~rztlichen Praxis geeignet 
erscheint. I m  gegenwgrtig 1388 Individuen umfassenden Berliner Unter- 
suchungsmaterial ist der AN 2--1-Ph~notyp zu ca. 7,5% vertreten. 

Summary 
A short revue of the genetically controlled Adenylatkinase-Variations 

in the human is presented here, including a description of a newly 
developed splitting method, whose use seems to have practical applica- 
tion in the Forensic Medical Practice. In  the 1388 individual cases which 
were investigated in Berlin, up to the present, 7.5 % were found to be of 
the AK 2--1-Phenotype.  

12b Dtsch.  Z. ges. gerichtl,  l~Ied., Bd. 63 
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