Z. Rechtsmedizin 68, 20—26 (1971)
© by Springer-Verlag 1971

Phosphogluconat-Dehydrogenase (PGD).

Stichprobe aus der Berliner Bevélkerung
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Phosphogluconate-Dehydrogenase (PGD). Random Sample
of the Berlin Population

Summary. The findings during a study of human red cell phosphogluconate dehydro-
genase polymorphism in the population of West-Berlin are reported. Application of a discon-
tinuous citrate-phosphate buffer system makes possible the combined detection of PGD- and
AXK-phenotypes in a single electrophoretical run. The results in the Berlin-survey supports
the hypothesis of two allele genes with codominant autosomal transmission. The significance
in paternity cases is discussed.

Key-Words: Defektvarianten — Doppelbestimmung PGD/AK — Phosphogluconat —
Dehydrogenase.

Zusammenfassung. Es wird iiber die Ergebnisse bei der Bestimmung der PGD-Phénotypen
an 544 nichtkorrelierten Personen, 203 Mutter-Kind-Paaren und in 151 Vaterschaftssachen
berichtet.

Eine Abwandlung der Methode erméglicht die kombinierte Bestimmung mit den AK-
Typen in einem Arbeitsgang.

Die Untersuchungsergebnisse stehen in Einklang mit der Annahme eines kodominanten
Erbgangs zweier alleler Gene PGDA und PGD® an autosomalem Ort.

Die Bedeutung des PGD-Systems fur die Vaterschaftsbegutachtung wird diskutiert.

In dem Bemiihen, die serologische Vaterschaftsanalyse durch Hinzunahme
weiterer erblicher Blutgruppenfaktoren zu vervollstindigen, wurden in den ver-
gangenen 2 Jahren die Phanotypen der Phosphogluconat-Dehydrogenase (PGD)
routinemiBig bestimmt.

Bevor im einzelnen auf die Erfahrungen eingegangen wird, seien kurz einige
allgemeine Gesichtspunkte tiber dieses interessante System vorangestellt.

Das Isoenzymsystem Phosphogluconat-Dehydrogenase (PGD) wurde erstmals
1963 von Fildes und Parr [6] beschrieben. Es weist einen genetisch determinierten
Polymorphismus auf, wobei von zwei allelen kodominanten Genen an autosomalem
Locus die reinerbigen Typen PGD(A) und PGD(B), sowie der mischerbige Typus
PGD(AB) gesteuert werden [2, 4, 10].

Daneben sind bereits zahlreiche seltene Varianten beschrieben, bei denen es
sich nach den Familienuntersuchungen um heterozygote Muster seltener PGD-
Gene handelt [1, 4, 7, 10].

Das Enzym 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (E.C.1.1.1.44) nimmt im
intermedidren Kohlenhydratstoffwechsel eine wichtige Stellung ein; es vermittelt
u. a. die Synthese von Pentosen und steht am Eingang des sog. Pentose-Phosphat-
Shunts (Horecker-Cyclus [9]).
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Abb. 1. PGD-Phinotypen. Die schematischen Zeichnungen wurden unter Zuhilfenahme folgen-
der Originalarbeiten angefertigt: A, AB, B: (12), Richmond und Hackney (10), Friendship: (4),
Elcho: (1). Neath: personliche Mitteilung Parr (1970)

Das Ferment ist an den Korperzellen des Menschen nachweisbar; fir Unter-
suchungen eignet sich besonders das Hamolysat.

Die PGD-Typen werden mittels horizontaler Stidrkegelelektrophorese nach-
gewiesen.

In den bisher untersuchten Populationen ist die Frequenz des Gens PGDP
verhdltnismalig gering: England 0,021 (nach [10]), Kaukasier 0,024—0,039
[2. 4, 8], Australier 0,041 [1], Chinesen 0,066 [15], amerikanische Neger 0,038 [2];
lediglich bei afrikanischen Negern liegt sie mit 0,152 deutlich hoher [8].

Bei quantitativen Untersuchungen sind Beobachtungen von familisr herab-
gesetzter Enzymaktivitdt gemacht worden [3, 5, 11, 13], die auf die Wirkung
eines Gens PGD? zuriickgefiihrt werden, das aber von einem dritten, unabhéngigen
Genort aus wirken soll [3, 12]. Tatséchlich ist ein gemischterbiger AB-Typ mit
halber Enzymaktivitit beschrieben [5].

Schliefilich werden ein 3/,-aktiver Typus A (= ,,Dalston’) durch die Wirkung
eines schwachen Gens PGDY und die vollsténdige Defektvariante ohne jegliche
Aktivitdt an den Erythrocyten (,,Whitechapel®“) als dessen homozygote Form
PGDY/PGDY interpretiert [12].

Die ,,Defektvarianten® tragen ebenso wie die seltenen qualitativen Varianten
die Namen der Orte, in denen sie zuerst beobachtet wurden (Abb. 1).

Die internationale Nomenklatur im PGD-System ist nicht einheitlich. In der
nachfolgenden Tabelle sind die entsprechenden Bezeichnungen einander zu-
geordnet (Tabelle 1).

Material und Methoden

Zur Bestimmung der PGD-Phinotypen mifttels der horizontalen Stirkegel-
elektrophorese wurde urspriinglich streng nach der Vorschrift von Fildes und
Parr [6] gearbeitet. Die Auftrennung der AB-Typen erschien dabei nicht befriedi-
gend, was moglicherweise von der verwendeten Stérke und den sonstigen elektro-
phortischen Bedingungen abhing. Beim Experimentieren erwies sich das von
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Tabelle 1. PGD-Nomenklatur

Parr Bowman Parr u. Fitch Parr (1970) Quantitative
(1966) et al. (1966), (1967), (pers. Mitt.) Varianten:
[10] [2] [12] Parr u. Fitch
(1967), [12]
Usualtype A I A ,»Ilford*
(halbe Aktivitdt)
,,Dalston®‘
(%/, Aktivitiit)
Common AB II CA —
variant
Canning B 111 C »Newham
variant (halbe Aktivitit)
,» Whitechapel

(fully deficient)

Radam und Strauch [14] zur SEP-Bestimmung angegebene diskontinuierliche
Citrat-Phosphatpuffersystem (pH =6,0) als brauchbar, weil damit in einem Ar-
beitsgang gleichzeitig die AK-Typen bestimmt werden kénnen.

Diese Abwandlung hat sich als Suchtest bewahrt. Durch die Verwendung
dickeren Filterpapiers als Startplattchen bilden sich die Enzymspots rascher und
mehr rundlich ab, was der Beurteilung aber nicht abtriglich ist.

Folgende Technik hat sich bewéhrt:

Gelblocke: 22 x 11 X 0,7 em; Biotestgel 10 g/100 ml Puffer.

Diein iiblicher Weise hergestellten Himolysate wurden mit Whatman 17 oder Schleicher &
Schuell 2727 4—5 em vom kathodischen Gelrand entfernt verimpft.

Elektrophorese: 16—17 Std 4° C; Spannungsabfall: 3,5 V/em.

Die Auftrennung ist ausreichend, wenn die eingesunkene Front des stdrksten Spannungs-
gefilles sich ca. 6—7 cm anodenwirts der Startlinie befindet.

Farbegemisch:

20 m] Tris-Pufter pH = 8,0,

0,2 g Agar,

1,0 Mg Cl,,

0,02 g Gluconat-6-Phosphat (Boehringer),

0,004 g NADP,

0,004 ¢ MTT,

0,001 g Phenacinmethosulfat.

Nach Uberschichten stellen sich die Orte der Enzymwirkung als blauvioletter Formazan-
komplex dar (15—20 min 37° C).

Es bot sich ferner die Doppelbestimmung der Adenylatkinasetypen im gleichen
Arbeitsgang an.

Dazu wurden die Gelblécke in der Weise geschnitten, dafl ca. 1 cm anoden-
warts der Startlinie ein 5 mm breiter Gelsteg stehenbleibt. Dieser verhindert
beim Uberschichten der beiden Abteilungen mit den entsprechenden Farbe-
gemischen das Zusammenfliefen (Abb. 2 und 3).
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Abb. 2. Senkrechter Schnitt durch einen Stirkegelblock, Vorbereitung fiir die kombinierte
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Abb. 3. Doppelbestimmung PGD und AK. Pos. 1: AK 2--1, Pos. 3: PGD (AB)

Ergebnisse

Bei 544 unausgelesenen Personen, bei 203 Mutter-Kind-Paaren und in 151 voll-
stindigen Vaterschaftssachen wurden die PGD-Phanotypen bestimmt.
Bei den nichtkorrelierten Personen ergab sich folgende Verteilung (Tabelle 2).

Tabelle 2. Verteilung der PGD- Phinotypen in der Berliner Stichprobe

Beobachtet Erwartet

n % n %
PGD (A) 520 95,59 519,3 95,46
PGD (AB) 23 4,23 244 4,48
PGD (B) 1 0,18 0,3 0,06
Total 544 100,00 544.,0 100,00

Genfrequenzen PGDA=0,97705.
PGDB =0,02295.
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Abb. 4. Ergebnisse bei 2 Vaterschaftssachen. 1. Fall: Ausschlul des Klidgers, Hinweis auf den
Zeugen. 2. Fall: Hinweis
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Abb. 5. ReinerbigkeitsausschluBl im PGD-System: Pos. 2,3,4 = Kd., Kdm., Zg. Pos. 5 =PGD-
Variante ,,Hackney*

Unter 151 Vaterschaftssachen fanden sich 4 Ausschliisse iiber das PGD-
System, darunter kein isolierter AusschluB.

In 6 Fillen ergab sich die hinweiskraftige Kombination Kind und Prasumtiv-
vater PGD(AB), Kindesmutter PGD(A) (Abb. 4 und 5).

Bei einer Institutsangehorigen war eine Variante festzustellen, die nach
Vergleich mit einer von Herrn Dr. Parr zur Verfiigung gestellten Blutprobe als
PGD ,Hackney™ identifiziert werden konntel. Bei der Familienuntersuchung

1 Herrn Dr. C. W. Parr sei an dieser Stelle herzlich fiir die freundliche Unterstiitzung
gedankt.
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Abb. 6. Familie G., Vererbung der PGD-Variante ,,Hackney*. » = Proposita, n.t.=nicht
untersacht

fand sich die Variante in 3 Generationen noch bei 3 weiteren Personen
{Abb. 6).

Die gleiche Variante war bei einem Kind aus einer Vaterschaftssache fest-
zustellen ; Kindesmutter und Beklagter gehérten zum PGD-Typus (A). Es bestand
dabei noch ein weiterer AusschluB im Rh-System. Bei den untersuchten 203 Mut-
ter-Kind-Paaren waren 202 , kritisch”. Ausnahmen vom angenommenen Erbgang
waren nicht festzustellen.

Diskussion

Die beschriebene Methode eignet sich fir die kombinierte Bestimmung der
PGD- und AK-Typen und bedeutet fiir die in der SEP-Bestimmung eingearbei-
teten Laboratorien nur einen verhiltnismiBig geringen Mehraufwand an Arbeit.

Nach den Ergebnissen aus der untersuchten Stichprobe ist die Frequenz des
Gens PGD?® in der Berliner Bevolkerung mit 0,022 95 nur wenig hoher als in Eng-
land und geringer als in den tibrigen bisher untersuchten Populationen.

Damit ist die fur die Vaterschaftsbegutachtung anzusetzende Ausschluf3-
erwartung fiir das PGD-System recht niedrig; sie errechnet sich fiir die Berliner
Verteilung auf 2,2 %. ‘

Bei der vorliegenden Verteilung sind in einzelnen Fillen jedoch auch Hinweise
auf die Vaterschaft zu erwarten, so dal insgesamt gesehen die Bedeutung des
PGD-Systems fir die Vaterschaftsbegutachtung doch nicht so gering einzu-
schétzen ist.

Bei 202 , kritischen™ Mutter-Kind-Paaren befanden sich die Ergebnisse in
Ubereinstimmung mit dem angenommenen Vererbungsmodus (2 allele kodomi-
nante Gene an autosomalem Ort), jedoch befand sich darunter nur eine , kritische®
Mutter-Kind-Verbindung beziiglich PGDE.

Wie das Vorkommen der PGD-Variante ,,Hackney* in zwei voneinander
unabhingigen Familien zeigt, mufl auch in der mitteleuropéischen Bevolkerung
mit seltenen PGD-Genen gerechnet werden.
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Zur Aufdeckung von Defektvarianten empfehlen Parr und Fitch [11] quanti-
tative Untersuchungen an standardisiertemn Hamolysat; sie meinen aber auch,
daB man herabgesetzte Enzymaktivitdten bereits aus dem Sichtbild bei der qualita.-
tiven Elektrophorese diagnostizieren koénne. Quantitative Untersuchungen wur-
den nicht durchgefiihrt. Es fiel aber auf, dall besonders bei Kleinkindern, bei
denen das Blut nicht durch Venenpunktion, sondern durch Kinstich in die Finger-
beere gewonnen wurde, die Anfirbung der Enzymspots hiufig schwicher war
{vegl. Abb. 4, Pos. 1). Es erscheint somit fraglich, ob man ohne Ausschaltung
anderer Faktoren durch Standardisierung des Himolysats berechtigt ist, allein aus
dem fdrberischen Verhalten auf eine genetisch bedingte herabgesetzte Enzym-
aktivitdt zu schliefen.
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