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Red Cell Enzyme Polymorphisms in Forensic Serology

Summary. It is reported on the use of five red cell enzyme polymorphisms in forensic
serology.

Acid Photophatase. Some electrophoretic methods are given, classifiable roughly into
three categories of isozyme patterns. Available physico-chemical properties are reported.
Recent data suggest that the two isozymes, produced by one allele are conformational isomers.
Gene frequencies in european populations show certain north-to-south differences that sould
be accomodated on, if the probability of the paternity has to be caleulated. From the present
literature 4151 mother/child pairs are summarized without exception of the postulated gene
model. The constellation of exclusion “child-homozygous, accused man—oppositely homo-
zygous”, should be reinvestigated by quantitative gene dosage measurements to exclude the
existence of the P? allele.

Discrepant data are available on the literature about the use in identification cases of
bloodstains and bloodsamples. These problems need further clarification by more sensitive
procedures.

Phosphoglucomutase. Electrophoretic methods and physicochemical properties are reported.
Gene frequencies in several populations are given. Certain north-to-south differences between
european populations should be taken into account. 4966 mother/child pairs have been
summarized from the literature without genetic incompatibility. The existence of the PGMY
allele should be considered too when an opinion is given on exclusion cases with opposite
homozygosis. There is a good chance in bloodstain and blood sample identification cases to
determine this enzyme after considerable time of storage.

6- Phosphogluconate-dehydrogenase. A designation with letters only is used for the different
genes and Phenotypes. Methods for the electrophoretic separation and enzyme’s physico-
chemical properties are given. Differences of gene frequencies between northern and southern
european populations have to be considered in paternity proceedings. 933 mother/child pairs
have been reported in the literature without any irregularities. As exclusion cases will occur
mostly, when the child is heterozygous (AB) and the accused man homozygous (A), there
is a high degree of reliability, when one has to give an opinion on this constellation. The
identification in stored bloodstains is possible up to 4 weeks.

Adenosine Deaminase. Methods of determination and the physico-chemical properties
are described. It is pointed out to the rather quick changes of patterns that occur on storage.
For gene frequencies in european populations there seems to be present a north-to-south
trend. 1600 mother/child pairs have been published without exception of the mendelian
rules. According to the PGD-system the normal exclusion cases should be judged to be
reliable. The determination of this enzyme in bloodstains is possible after considerable time
of storage.

Adenylate Kinase. Some methods of determination and the properties of the enzyme
are reported. (ene frequencies in most european populations are rather homogeneous.
1510 mother/child pairs are available on the literature. Normal exclusion cases (heterozygous
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child, homozygous man) should be judged to be reliable. Identification in stored blood samples
and in stains is possible after long time storage.
Some other red cell enzyme polymorphisms are shortly reported too.

Zusammenfassung. Es wird berichtet iiber die erythrocytédren Enzympolymorphismen:
saure Erythrocytenphosphatase, Phosphoglucomutase, 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase,
Adenosindeaminase, Adenylatkinase. Die beobachteten Phinotypen einschlieSlich der seltenen
Varianten werden beschrieben. Eine Beschreibung der physikochemischen Eigenschaften folgt.
Die meisten der bisher mitgeteilten Genfrequenzen werden tabellarisch dargestellt. Eine
tabellarisch zusammengefalite Aufstellung der bisher publizierten Familiendaten erfolgt fiir
jedes Enzym. Die Anwendbarkeit und der Sicherheitsgrad bei der Abstammungsbegutachtung
werden diskutiert. Uber die publizierten Nachweisgrenzen aus gelagerten Blutspuren und
Blutproben wird ebenfalls berichtet.

Key-Words: Enzympolymorphismen, Erythrocyten — Vaterschaftsgutachten — Spuren-
identifikation.

Mit der Entdeckung einer Reihe von erythrocytidren, genetisch gesteuerten
Enzympolymorphismen seit 1963 entstand fiir den forensischen Serologen ein
neues Aufgabengebiet. Nicht nur die forensische Serologie im engeren Sinne,
sondern auch eine Anzahl weiterer Wissenschaftszweige — von der Genetik bis
zur klassischen Gerichtsmedizin — erhielten neue Impulse. So nahm und nimmt
die Anzahl an Publikationen zu diesem Gebiet asymptotisch zu. Die Zahl der zur
Verfiigung stehenden Arbeiten erreicht die Zahl 500 und ist in einem Ubersichts-
referat bereits nur noch stark komprimierend und unvollstindig unterzubringen.
Wenn dennoch der Versuch dazu gemacht werden soll, so muB eine Beschrinkung
auf das Wesentliche in Kauf genommen werden. Hieraus ergibt sich, daB nur
forensisch relevante Polymorphismen ausfithrlich behandelt werden konnen, die
iibrigen nur streifend. Eine moglichst umfassende Ubersicht iiber Genfrequenzen
in den verschiedenen Populationen, ein umfangreiches Literaturverzeichnis soll
unnotiges Nachsuchen erleichtern. Eine Erorterung der Beweissicherheit und der
noch bestehenden Unklarheiten soll versucht werden. An dieser Stelle sei auf
ausfiihrliche Standardwerke hingewiesen: Giblett [1], Harris [2], Yunis [3].

1.1. Saure Erythrocytenphosphatase (EC 3.1.3.2.) SEP

Die saure Erythrocytenphosphatase ist eine Phosphohydrolase und -trans-
ferase, die sich in ihren biochemischen Eigenschaften von den Phosphatasen
anderer Gewebe deutlich unterscheidet [4—7]. Es existieren zahlreiche synonyme
Abkiirzungen: P oder Ph fiir phosphatases, aP oder aPh fir acid phosphatases,
PHs fir phosphatases of the human species, RBCAP fiir red blood cell acid
phosphatase, EAP fiir erythrocytic acid phosphatase und SEP fiir saure Erythro-
cytenphosphatase, von denen u.E. nur die beiden letztgenannten den Begriff
befriedigend definieren.

Ein genetisch determinierter Polymorphismus der Isoenzyme der SEP wurde
1963 beschrieben [8]. Bereits nach ersten Familienuntersuchungen wurde multiple
Allelie an dem strukturellen Locus angenommen. Die zunichst gefundenen Gene
wurden P? P? und P® bezeichnet.

In der Folgezeit wurden weitere Phianotypen beschrieben und die entsprechen-
den Allele mit P* [9], P2 [10], P° [11,12] bezeichnet. Die 6 Allelen kénnen sich
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theoretisch zu 21 Typen kombinjeren, von denen 14 beschrieben wurden [8—13,1]:
A, B, C,BA, CA, CB, RA, RB, RC, DB, DA, OA, 0B, OC. Wie erkenntlich, erfolgt
die Schreibweise der Phinotypen entsprechend dem Genotyp, jedoch groBbuch-
stabig, im Fall der Homozygotie einbuchstabig, im Fall der Heterozygotie unter
Umkehrung der alphabetischen Reihenfolge, z.B.: A (=P?#P?*), BA (P"/P?) ete.

1.2. Phéinotypen-Methoden

Als Produkte jedes Allels (mit Ausnahme des P°-Allels) sind nach elektro-
phoretischer Auftrennung zwei Isoenzyme nachweisbar, die sich bei Homozygotie
zur doppelten Dosis, bei Heterozygotie und korrespondierender Wanderung zur
entsprechenden Dosis addieren.

Die Genprodukte von P® und P besitzen gleiche Motilitat, jedoch umgekehrte
Intensitétsrelationen ihrer Isoenzyme, die beiden A-Isoenzyme besitzen etwa
gleiche Intensitit jedoch andere Wanderungsgeschwindigkeit als die B- und C-
Isoenzyme. Ahnliches gilt fiir die R- und D-Fraktionen.

1.2.1. Pherogramme. Eine Beschreibung der Pherogramme erfolgt am besten
in Anlehnung an das elektrophoretische System:

Pherogrammtyp I: Charakteristikum: Anodische Lage der A-Isoenzyme,
korrespondierende der langsamen A- und der schnellen B-Bande (s. Abb. 1, I).
Puffersysteme: a) Originalpuffer [8]: Diskontinuierliches System (Briicke: Citrat,
Gel: Tris-Succinat; gemeinsamer pH: 6,0). b) Diskontinuierlicher Citrat-Phosphat-
Puffer [14]: Fihrt zu einer besseren Trennung als der Originalpuffer, besonders
in Deutschland hiufig verwendet (Briicke: Citrat 0,4 m, Gel: Phosphat 0,012 m;
gemeinsamer pH 6,0).

Pherogrammtyp II: Charakteristikum: Intermedidre Lage des langsamen A-
spots (a,), anodische des schnellen (a,), (s. Abb. 1, II).

Systeme: a) Gemischter Citrat-Phosphat-Puffer [10]. Besonders gut repro-
duzierbare Auftrennungen; hat inzwischen den Originalpuffer im Aunsland weitest-
gehend ersetzt (Briicke: NaHl,PO,, 0,245m und Na-Citrat, 0,15 m; pH 5,9.
Gel: Briickenpuffer 1:100 verdiinnen, pH 5,9).

b) Polyacrylamidgelsystem [15]. Fithrt zu scharfen, brillanten Trennergeb-
nissen unter Verwendung 3—5%iger PAA-Gele. Puffer in Anlehnung an [14],
jedoch mit EDTA-Zusatz. Details s. Originalarbeit [15].

Pherogrammtyp III: Charakteristikum: Kathodische Lage von a,, inter-
medifire von a,, s. Abb. 1, ITT.

System: Phosphatpuffer [10] mit diskontinuierlichem pH (Briicke: pH 6,05,
Gel: pH 6,2). Besonders gut geeignet zur Differenzierung der Genprodukte von
P’ und P4,

1.2.2. Technik In Anlehnung an die beschriebenen, z.T. unter Verwendung neuer Puffer-

systeme wurden zahlreiche modifizierende Techniken beschrieben, die zu keinen wesentlich

anderen Trennergebnissen fithren und nur der Vollstindigkeit halber erwihnt seien [1, 16—25].
Nur die wesentlichen Punkte der allgemeinen Technik seien nochmals erwihnt:
Trennmedium: In der Regel Stirkegel, 10—12%ig je nach Charge und Qualitét.
Geldimensionen: L 20xB 10x H 0,7 cm.
BriickengefiBe: Getrennte Kammern fiir Elektrode und Briickenfilter nach [14].
Hiamolysate: Gewaschenes Erythrocytensediment 1:2 mit Aqua dest. verdinnt.
Verimpfung auf Filterpapiere 7 X 9 mm (Whatman No. 17; Schleicher und Schiill No. 2727).
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Abb. 1. Schematische Darstellung verschiedener SEP-Phénotypen nach Auftrennung in
verschiedenen Puffersystemen, ergiinzt nach [10, 73]. Einzelheiten s. Text 1.2.1.

Elektrophorese: 16—18 Std, 6 V/em; Kihlung durch Kiihlschrank mit Umluft oder
direkte Flissigkeitskithlung der Geltroge.

Anfirbung der Iscenzyme: Inkubation des horizontal durchtrennten Gels mit Phenol-
phthaleindiphosphat, 0,005 m in Citratpuffer, 0,05 m, pH 6,0 bei37°C, 3 Std. Sichtharmachung
des freigesetzten schwer loslichen Phenolphthaleins durch Alkalisieren mit Ammoniak.
1.2.3. Spezialtechniken. Zum Erkennen des Po-Allels sind Spezialmethoden erforderlich
[11, 12]. Es handelt sich um ein Allel ohne enzymatisch wirksames Produkt. Da es bisher
nur in heterozygoter Form beobachtet wurde, sind Dosisuntersuchungen erforderlich:

a) Bestimmung der Gesamtaktivitit im Hémolysat [26]. Die Methodik sollte in der Ori-
ginalarbeit oder in einer der deutschsprachigen Beschreibungen nachgelesen werden [20, 24].

b) Densitometrische Bestimmung der Isoenzymaktivitéit nach quantitativer Verimpfung,
elektrophoretischer Auftrennung und Anfirbung [11].
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1.3. Physikochemische Eigenschaften

1.3.2. Gesamtenzym. Die Erythrocytenphosphatasen unterscheiden sich von den sauren
Phosphatasen anderer Organe (z.B. Prostata, Leukocyten) durch unterschiedliche Inhibitoren
[71 — SEP durch Formalin hemmbar, Prostataphosphatasen durch Tartrat (Austausch
der Inhibitoren ohne Effekt) — und Substrataffinitit [4—7]. Sie spalten keine Naphthyl-
phosphate, dagegen aber z.B. Phenolphthaleinphosphat.

Als SH-Enzym [27] ist die SEP gegen oxydative Einfliisse empfindlich. Die freie SH-
Gruppe reagiert mit Schwermetallionen unter Mercaptidbildung, mit SH-Reagenzien (Jod-
acetat, Jodacetamid) durch Alkylierung oder mit physiologisch vorhandenem, im alternden
Erythrocyten zunehmendem oxydiertem Glutathion (GSSG) unter Bildung eines Disulfids
[28]. Entsprechend gelten SH-Gruppen-schiitzende Reagenzien wie Mercaptoithanol und
reduziertes Glutathion (GSH) als Enzymaktivatoren bzw. -stabilisatoren. Eine wesentliche
stabilisierende Wirkung besitzen auch Phosphationen [29].

1.3.2. Isoenzyme. Im Erythrocyten existieren zwei saure Phosphatasen mit unterschied-
lichen pH-Optima, Inhibitionskonstanten und Aktivatoren. Ein Enzym ist von Mgt+ abhingig,
durch Fluorid hemmbar, besitzt ein hoheres pH-Optimum und ist an dem genstisch deter-
minierten Polymorphismus der Isoenzyme des anderen Enzyms nicht beteiligt [23, 30]. Die
polymorphen Isoenzyme besitzen ein einheitliches Molekulargewicht von 14800 [31]; je
nach Lage im elektrophoretischen Feld weisen sie unterschiedliche pH-Optima auf, und zwar
die schnellen Isoenzyme hohere als die langsamen (z.B. a; ~pH 4,6, a, ~pH 5,7 [32]).

Die schnellen Isoenzyme der homozygoten Typen sind thermolabiler als die langsamen
[30, 32], ihre spezifische Aktivitdt ist wesentlich geringer [32].

Isolierte Isoenzyme der Typen A und B gehen nach Lagerung bis zur Einstellung eines
Gleichgewichtes in das homologe Isoenzym iiber (z.B. a,=4a,), was daran denken liBt, da
es sich bei den Produkten eines Gens um zwei strukturelle Isomere handelt [32].

Mit den verschiedenen Phinotypen sind unterschiedliche mittlere Enzymaktivititen
korreliert, die sich A:B:C wie 2:3:4 verhalten, die heterozygoten Typen nehmen entsprechend
intermediire Stellungen ein [26, 33, 20, 24, 34—36].

Die Thermostabilitdt der einzelnen Phénotypen ist ebenfalls graduell — entsprechend der
Enzymaktivitdt — unterschiedlich: Die Isoenzyme des Typs A sind am thermolabilsten, die
des Typs CB am stabilsten [30]. Zwischen den Phinotypen bestehen keine Unterchiede
hinsichtlich Substrataffinitit und Affinitdt zu den Acceptormolekiilen. Auch in den kinetischen
Eigenschaften sind sie nahezu identisch [30, 38]. Somit ist es naheliegend, die gefundenen
Aktivitdtsdifferenzen in Analogie zu den Thermostabilitétsdifferenzen auf eine héhere Labi-
litdt der A-Isoenzyme in vivo zuriickzufiihren. Neuerdings wurde beschrieben, da dieschnelle
A-Fraktion des Typs BA durch Suspension des Blutes in Liquoid (Behringswerke) bei einigen
Individuen (reproduzierbar) verschwindet, bei einigen erhalten bleibt, wihrend einige einen
intermedidren Effekt zeigen [37]. Die Befunde, die sicherlich noch abzukliren sind, lassen bei
vorsichtiger Deutung zundchst an eine Mikroheterogenitidt des A-Isoenzyms denken.

1.3.3. ,,Schnelle Fraktionen‘. Die anfingliche Beobachtung, daf nach Lagerung zusiitzliche,
anodisch wandernde Fraktionen auftreten [8], wurde in der Folgezeit von zahlreichen Autoren
bestiitigt und unterschiedlich gedeutet [9, 13, 14, 25, 34, 39]. Durch verschiedene Untersuchun-
gen scheint dieses Phénomen inzwischen ausreichend gekldrt [29, 40—43]. Dem Redoxsystem:
2 GSH=GSSG+2H kommt im Erythrocyten eine integrierende Bedeutung zu: GSSG
agiert als Wasserstoffacceptor der Dehydrogenasen, ist nur in geringen Konzentrationen
vorhanden und oxydiert SH-Enzyme zu Disulfidverbindungen, wenn die Konzentration
zunimmt [28], was zu einer Ladungsverinderung, Motilitdtsverinderung und Aktivitits-
abnahme des betroffenen Enzyms fiihrt [28, 42]. GSH (reduziertes Glutathion) hingegen
schiitzt SH-Gruppen vor Oxydation.

Durch Zusammenbruch des Hexosephosphateyclus (bei Zerstérung der Erythrocyten oder
durch Lagerung), aber auch im alternden Erythrocyten [44] fillt die GSH-Konzentration
ab. Durch die Zunahme der GSSG-Konzentration kommt es zu einer Verdnderung des SH-
Enzyms: 1. Aktivititsabnahme, 2. Zunahme der Wanderungsgeschwindigkeit (Enzym-S-
Glutathion). So wurde an Hémolysaten mit kimstlichem GSSG-Zusatz eine Doppelung des
Pherogramms beobachtet, die anodenwirts lag [43, 40, 29]. Die neuen Isoenzyme besaBen
entsprechend ihren neuen Ladungen die gleichen Abstéinde wie die urspriinglichen, produ-
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Tabelle 1. SE P-Genfrequenzen in verschiedenen Populationen®

Population Genfrequenzen n Literatur

Pa Po Pec seltene

Europier:
Nord: Dénemark (Kopenhagen) 0,3¢ 0,60 0,06 470 [45]
Mittel: England (London) 036 059 0,05 1010 [46]
Deutschland (Hamburg) 0,35 0,58 0,06 7059 [47]
(Berlin) 0,36 0,58 0,06 1188 48]
(Dortmund) 0,37 0,57 0,06 1410 [49]
(Freiburg) 0,33 0,61 0,06 1800 [603
Schweiz (Bern) 034 061 0,05 1365 [51]
Osterreich (Wien) 0,36 0,57 0,06 410 [20]
Frankreich (Paris) 032 0,64 0,04 487 [562]
CSSR (Prag) 0,36 058 0,06 307 [53]
Siid: Italien (Rom) 0,26 0,66 0,08 417 [35]
(Sardinien) 027 064 0,09 365 [35]
Tirken (Deutschland) 0,29 0,68 0,03 274 [54]
Andere: Tristan da Cunha 0,09 091 0,00 140 [26]
USA (Seattle) 033 0,55 0,06 193 [ 9]
Neger:
Mozambique 0,16 081 0,00 Pr=0,033 317 [13
USA (Seattle) 0,25 0,572 0,014 Pr=0,015 1]
Pd=0,003
USA (Texas) 0,21 0,70 0,015 Pr=0,012 429 [10]
Pd= 0,003
Brasilien (Mischlinge) 0,20 0,77 0,03 369 [13]
Asiaten:
Japaner (Tokio) 0,38 0,59 0,02 488 [65]
(Hokkaido) 0,40 0,60 0,00 178 91
Chinesen (Singapur) 0,22 0,78 0,00 620 [563
(Taiwan) 0,19 0,74 0,05 100 [57]
Malayen (Singapur) 0,34 0,66 0,002 260 [56]
Thailinder 029 0,71 0,000 Pd=0,001 446 1]
Koreaner 0,23 0,77 0,00 115 [68]
Inder (Singapur) 0,25 0,57 0,00 116 [56]
Perser 0,30 0,67 0,03 449 [59]
Ureinwohner:
Eskimos 0,56 044 0,00 264 [6oir
Neu Guinea 0,20 0,79 0,01 484 [61]%
Australien (Darwin) 0,02 0,98 0,00 153 [621p
Indianer:
Athabaskaner (Alaska) 0,67 0,33 0,00 118 [60]P
Hausteco (Mexico) 022 0,78 0,00 224 [1Te
Xavante (Brasilien) 0,19 0,81 0,00 376 [63]P

a Aus Platzgrinden sind aus dem deutschen Raum nur Frequenzen angegeben, die sich aus
7> 1000 rekrutieren. Weitere Frequenzanalysen s. Originalarbeiten [17, 34, 64—711.

b Weitere Frequenzen s. Originalarbeiten.
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Tabelle 2. SE P- Phinotypen in 904 Familien®

Eltern- n Kinder n
kombination Familien A BA B CA CB o© Kinder
AxXA 18 32 — — — — — 32
A X BA 91 123 111 — — —_ — 234
AXB 65 — 166 — — —_— — 166
AxCA 13 20 — — 15 — — 35
A xCB 20 — 18 — 24 — — 42
BA x BA 173 89 200 94 — — — 383
BAXB 264 —_ 318 358 —_ — — 676
BA X CA 27 18 14 — 13 7 — 52
BAXCB 33 — 22 15 18 20 — 75
BxB 133 — — 396 —_ — — 396
BxCA 16 — 17 — — 28 — 45
BxCB 39 — — 66 — 54 — 120
CA xCB 7 —_ 4 — 3 4 2 13
CB x CB 4 — — 1 —_— 4 1 6
CAxCA 1 — — — 1 — — 1
Summe 904 282 870 930 74 117 3 2276

a Zusammenstellung aus {73, 71, 34, 9, 13, 52].

zierten selbst mit zunehmender Zeit Verdoppelungsprodukte, wihrend die eigentlichen, die
Phinotypen ausmachenden Fraktionen verschwanden [29].

Alle iibrigen Beobachtungen stehen mit dieser Deutung in Einklang: Das Auftreten auch
in frischen Hémolysaten [39, 24] (Alter der Erythrocyten!); Stabilisierung durch ACD-Zusatz
[91, Zusatz von GSH [40] oder Mercaptodthanol [8].

1.4.1. Genfrequenzen. Zum SEP-Polymorphismus sind zahlreiche Frequenz-
analysen erschienen, daher muBite eine Auswahl getroffen werden, die dem Rahmen
dieses Referates angepallt ist (s. Tabelle 1). Die Genverteilung im européischen
Raum ist ziemlich homogen, lediglich im siideuropédischen Raum 148t sich eine
Abnahme der P*-Frequenz erkennen.

Fiir negroide Rassen 145t sich eine deutliche Abnahme der P*-Frequenz sowie
der P°-Frequenz erkennen. Dafiir muB man hiufiger mit P*- bzw P%.Genen
rechnen.

Im asiatischen Raum ist die P® und PP-Frequenz sehr wechselnd, das P°-Gen
ist jedoch iibereinstimmend selten.

Einige Frequenzen von Ureinwohnern und Indianerstimmen seien wegen
ihrer (humangenetisch) interessanten Verteilungen aufgefiihrt.

Aus einigen, fiir den forensischen Serologen wichtigen Gebieten (Balkanlédnder,
Iberische Halbinsel, Vorderer Orient) liegen u.E. noch keine Frequenzanalysen
vor.

Fir viele der publizierten Frequenzanalysen wurde (z.T. durch den Verf.)
das Hardy-Weinberg-Gleichgewicht gepriift. Wegen zu geringer absoluter Zahlen
in der Gruppe der C-Typen konnte diese im allgemeinen in die Rechnung nicht
einbezogen werden. Im Hamburger Material [47] lag eine ausreichende Anzahl
vor, die bei Priifung ein signifikantes Defizit an gefundenen C-Typen zeigte. Bei
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Addition aller europdischen Daten ergaben sich gleiche Verhéltnisse (n=73
»erwarteten® stehen n =38 ,,beobachtete’ C-Typen gegeniiber [72]).

1.4.2. Familiendaten. Aus der Literatur ergeben sich 904 untersuchte Eltern-
kombinationen mit 2276 Kindern ohne Ausnahme vom postulierten Erbgang
(s. Tabelle 2). Weiterhin wurden 1875 Mutter/Kind-Paare publiziert, ohne daB
entgegengesetzte Reinerbigkeit auftrat [19, 51, 74, 24, 65, 64, 7T1]. Da jedes Kind
einen KErbgang représentiert, wurden insgesamt 4151 Mutter/Kind-Erbginge
analysiert. Die tatsichliche Zahl untersuchter, jedoch nicht publizierter Erbgange
diirfte sich auf ein Mehrfaches belaufen.

1.5. Rechismedizinische Amwendungsgebiete

Fir die Anwendung des SEP-Polymorphismus in der forensischen Medizin
ergeben sich im wesentlichen drei Moglichkeiten:

1. serologisches Abstammungsgutachten,
2. Identitdtssicherung von Blutproben,
3. Identitdtsbestimmung von Blutspuren.

1.5.1. Anwendung und Beweiswert im serologischen Abstammungsgutachten. Der
enorme Wert des SEP-Systems fiir die serogenetische Begutachtung ergibt sich
aus der allgemeinen Ausschlulerwartung, die je nach Genfrequenzen mit 24,6 %
(Berlin — 48), 20,99% (Studwest-Deutschland — 75) und 23,94% (gemittelte
Genfrequenzen — 75) angegeben wurden. Aufgrund der zahlreichen vorliegenden
Familiendaten wurde bereits 1967 sowohl in der DDR [74] als auch in der BRD
[66] der hochste Beweiswert zuerkannt.

Fiir die Berechnung der Vaterschaftswahrscheinlichkeit nach Essen-Méller
liegen ebenfalls entsprechende Tabellen vor [76]. Zur Geburt sind die Phéno-
typen bereits voll entwickelt [85, 20].

Auch wenn sich der Sicherheitsgrad eines Ausschlusses durch weitere Familien-
untersuchungen erhoht hat, sollten zumindest bei Ausschliissen aufgrund ent-
gegengesetzter Homozygotie wegen der Existenz des P°-Gens [11, 12] ent-
sprechende Dosisuntersuchungen und Zweitbegutachtungen erfolgen.

1.5.2. Identitiitssicherung von Blutproben. Die SEP-Bestimmung an Blutproben,
deren Identitdt bezweifelt wird, erhoht den Individualitétsgrad nicht unerheblich.

Obwohl die Grundlagen des Pherogramm-Wandels durch Lagerung prizisiert
wurden (s. 1.3.3.), bestehen in der Literatur recht einheitliche Angaben tber
obere Nachweisgrenzen aus gelagerten Blutproben [9, 8, 13, 21, 34, 39, 66, 67, 69,
77—81].

Die Angaben iiber die maximale Lagerungszeit (bei Kihlschranktemperatur)
von Blutproben reichen von 10 Tagen [66] tiber 3—4 Wochen (mit ACD-Zusatz—9,
3 Monate [81], ,,Monate* [77], 4 Monate [69] bis 12 Monate [79]. Ubereinstim-
mung besteht darin, dafi Hamolysate wesentlich instabiler sind [9, 8, 66]. Durch
gezielte Reihenversuche an Blutproben aller 6 Typen konnte gezeigt werden, dafl
steril entnommenes und bei 4°C gelagertes Vollblut die besten Aussichten fir
einen spiten Nachweis bringt {81]. Neuere Untersuchungen empfehlen erstaun-
licherweise mehrwochige Lagerung zur besseren Typendifferenzierung der Typen
CA, CB, C [21, 78]. An Leichen soll bei Liegezeiten bis zu 7 Tagen [82] bzw. bis
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zu 4 Monaten [80] noch der Nachweis gelingen. Auch hier sollte eine Uberpriifung
an Leichen mit vorher bestimmtem Phéinotyp erfolgen.

1.5.3. Nachweis aus Blutspuren. Auch iiber die obere Grenze des zeitlichen
Nachweises aus Blutspuren bestehen differierende Untersuchungsergebnisse: Die
Angaben reichen von 16 Std (Raumtemperatur — 83) uber 80 Std (Lagerung bei
—40°C — 83), 30 Std [79] bis zu 30 Tagen [80]. Eigene, noch nicht abgeschlossene
Untersuchungen (alle 6 Phénotypen, Polyacrylamidgelelektrophorese, Raum-
temperatur) lassen die obere Grenze bei 21 Tagen vermuten.

2.1. Phosphoglucomutase (EC 2.7.5.1.). PGM

Phosphoglucomutase ist ein wichtiges Enzym im KH-Stoffwechsel, welches
den Weg vom Glucose-1-Phosphat zum Glucose-6-Phosphat katalysiert [86]. Das
Enzym ist in nahezu allen Zellen nachweisbar.

Nach elektrophoretischer Auftrennung von Erythrocytenhéimolysat und enzym-
histochemischer Anfirbung wurden 1964 [87] Isoenzymmuster beschrieben, die
aus bis zu 7 Isoenzymen bestanden und interindividuell variierten.

Nach ersten Familienuntersuchungen wurde angenommen, da die zunichst
beobachteten drei Phinotypen der Wirkung zweier autosomaler Gene zugrunde
liegen [87]. Durch Auffindung neuer Phinotypen und entsprechende Familien-
analysen und durch Untersuchung von weiteren Geweben (Placenta, Fibroblasten)
wurde das Genmodell zunehmend erweitert. Inzwischen ist bekannt, daf8 drei
strukturelle Loci existieren, die mit PGM,, PGM, [88] und PGM, [89] bezeichnet
werden. An den Loci PGM; und PGM,, deren Produkte im Blut nachweisbar
sind, besteht multiple Allelie [90—93]. Am Locus PGM, existieren mindestens
zwei kodominante Allele [89]. Alle Genorte sind nicht eng gekoppelt, sie liegen
moglicherweise sogar auf verschiedenen Chromosomen [94].

2.2. Phdnotypen

2.2.1. Die Isoenzyme des PGM,-Locus. Nach elektrophoretischer Auftrennung
liegen die Isoenzyme des PGM,-Locus, welche die Norm-Phénotypen ausmachen,
am weitesten kathodisch. Sie werden, kathodisch beginnend, a—d bezeichnet [87].
Das Gen PGM} kontrolliert die Isoenzyme a und ¢, wihrend b und d dem Allel
PGM? zuzuordnen sind. Die kathodischen Tsoenzyme firben sich etwas intensiver
an als die anodischen. Die quantitative Dosis von PGM2 und PGM} wird als gleich
bezeichnet [95, 96].

In den heterozygoten Kombinationen ist die einfache Gendosis, in den homo-
zygoten die doppelte Gendosis im einzelnen Isoenzym erkennbar. Beim Phénotyp
PGM,1 (PGM}/PGM}) ist hiufig ein schwaches, zwischen der d- und der e-Linie
liegendes Isoenzym erkennbar, es wird als d’ bezeichnet und wird ebenfalls von
PGM} kontrolliert [9]. AuBer den Normtypen (s. Abb.2) wurde eine Anzahl
seltener Phénotypen beschrieben [90, 1, 73], die, wie entsprechende Familien-
untersuchungen zeigten, durch die Wirkung weiterer seltener Alleler zustande
kommen. Es handelt sich um die Gene PGM{ bis PGM{. Sie sind dadurch zu
erkennen, daBl ihre Isoenzyme im gefdrbten Stirkegel an atypischer Stelle liegen
(s. Abb. 2), teilweise ist die Aktivitdt der korrespondierenden Isoenzyme wesentlich
geringer als die der Normbanden (z.B. PGM3, s. Abb. 1).
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Die Existenz eines stummen Gens am PGM;-Locus muB ebenfalls beriick-
sichtigt werden [97, 98]. Entsprechend der Zygotie war am PGM,-Ort entweder
gar keine oder — bei Heterozygotie — nur reduzierte Aktivitdt zu erkennen.
Rin weiteres Allel—PGMP [99] — ist fiir die Ausprigung erheblich reduzierter
Aktivitit der Isoenzyme a und ¢ verantwortlich (ca. 10% der Norm). Der
sichere Nachweis gelang erst im Polyacrylamidgel. Es kann hier nicht geklért
werden, ob eine beschriebene Mutter-Kind-Inkompatibilitit aufgrund scheinbar
entgegengesetzter ,,Reinerbigkeit” auf ein PGM{ zuriickzufiihren ist, da ent-
sprechende Untersuchungen noch ausstehen [100].

2.2.2. Die Isoenzyme des PGM,-Locus. Der Locus PGM, kontrolliert mit
seinem Normgen PGM} die Zonen e, f und g. Auch an diesem Locus existieren
jedoch zahlreiche (z.T. sehr seltene) Gene, die ebenfalls atypische Pherogramme
erzeugen (s. Abb. 2). Das Gen PGM} macht ein weit anodisch wanderndes Muster
von drei Isoenzymen [88, 90, 101, 102]. Die heterozygote Manifestation, PGM, 2-1,
wurde frither als ,,Atkinson*-Typ bezeichnet. Bs wurden zwei angebliche homo-
zygote Manifestationen beschrieben [1, 103] und als PGM, ,,Moz.“ (Mozambique)
und PGM, ,,C.T.“ (Cape Town) bezeichnet. Die abgebildeten Muster entsprechen
sich jedoch nicht vollig. Weitere Allele wurden in der Folgezeit beschrieben:
PGMS [4], PGM; [104, 94], PGM3 [93, 72] und PGMS [14] (s. Abb. 2). Es ist
anzunehmen, daf die von zwei Autoren [104, 94] etwa gleichzeitig entdeckten
und PGMj3 bezeichneten Allele identisch sind. Die Produkte aller Allele am PGM,-
Ort sind jeweils drei Isoenzyme, die zur Anode hin graduelle Intensitdtsabnahme
zeigen. Wahrscheinlich existiert auch am PGM,-Ort ein PGMJ-Allel [106] ohne
Expression von Aktivitit im PGM,-Bereich. Ein weiteres, wahrscheinlich sehr
schwaches und noch nicht weiter charakterisiertes Allel wurde ebenfalls beschrieben
[133].

2.2.3. Die Isoenzyme des PG M,-Locus. Der PGM,-Locus kontrolliert ein Muster,
welches sich durch weit anodische Lage seiner Isoenzyme auszeichnet. Im Blat
sind seine Isoenzyme nicht oder nur in geringen Konzentrationen [108, 109]
nachweisbar. "

Wegen der interessanten Verteilung seiner Gene sei dieser Locus kurz abge-
handelt. Durch elektrophoretische Auftrennung von Placentaextrakten und Fibro-
blastenhomogenaten liefen sich drei Phénotypen nachweisen, die von 2 allelen
autosomalen Genen kontrolliert werden [89]. Die Gene heifen PGM3 und PGMZ,
die entsprechenden Phénotypen sinngemifl PGMy 1, PGM; 2 und PGM; 2-1.

Nach eigenen (bisher unpublizierten) Untersuchungen 148t sich dieser Poly-
morphismus relativ gut aus Spermazellhomogenaten nachweisen, was fiir die
spurenkundliche Bedeutung evtl. von Interesse sein konnte. Die tibrigen Isoenzyme
aus Sperma wurden bereits beschrieben [110].

2.3. Methoden

Die in der Originalarbeit [87] beschriebene Methodik der Darstellung des
Polymorphismus hat sich nicht wesentlich gefindert. Das damals beschriebene
TEMM (T'ris, EDTA, Maleinsdure, Magnesiumchlorid) hat sich als hervorragendes
Puffersystem bewéhrt.

2.3.1. Die wesentlichen Daten seien kurz erwihnt. Horizontale Stirkegelelektrophorese
wie fiir die SEP beschrieben.
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Abb. 2. Schematische Darstellung dreier verschiedener PGM-Normtypen. Die Kombination

der PGM,-Typen mit den PGM,-Typen wurde willkiirlich gewihlt. Jede Typenkombination

kommt vor. Um eine Zuordnung seltener Genprodukte zu erleichtern, wurden Fluchtlinien,
entsprechend der Lage der Normisoenzyme, gezogen. Erginzt nach [73]

Briickenpuffer: Tris, 0,1 m, Maleinsiure, 0,1 m, EDTA, 0,01 m, MgCl,, 0,01 m. Mit NaOH
auf pH 7.4 einstellen.

Gelpuffer: Briickenpuffer 1:9 verdiinnen.

Hamolysat: Konzentriertes Hémolysat; durch mehrmaliges Einfrieren und Auftauen
gewaschener Erythrocyten. Verimpfen auf 7x9 mm Filterpapier (Whatman No. 3 oder
Schleicher u. Schill No. 598).

Nach 17stiindiger Elektrophorese Anfirben der Iscenzyme durch Inkubation des Gels
mit Férbelosung (Tris, 0,03 m, pH 8,0; MgCl,, 10-2m; Glucose-1-P, 5x 103 m; Glucose-
1,6-diP, 5x10-°m; NADP, 1,2x10~*m; 0,04 Einheiten/ml Glucose-6-P-Dehydrogenase;
0,1 mg/ml PMS; 0,1 mg/ml MTT). Sichtbarwerden der Isoenzyme nach etwa 1 Std.

Diese Grundtechnik ist von mehreren Autoren modifiziert worden: Verwendung eines
diskontiniuerlichen Puffersystems und Inkubation mit einem Agargelsandwich [111], Ver-
wendung von Schwammbriicken und pH-Gradientenverinderung [112], Diinnschichts-
stirkegelelektrophorese [113]. Andere Untersucher verwenden andere Trigermedien: Durch
Agarose-Gel-Elektrophorese [114, 115] wurde eine gute Mikroauftrennung erzielt, die sich
evtl. fir den Spurennachweis eignen koénnte. Agarose-Acrylamidgel-Elektrophorese [107]
soll ebenfalls gute Auftrennungen machen.

Am hiesigen Institut wird inzwischen ausschlieflich Polyacrylamidgelelektrophorese
durchgefiibrt, die u.E. zu den besten Trennergebnissen fithrt [99].

2.3.2. Spezialmethoden. Zur Darstellung der PGM;-Isoenzyme sind die Gellingen zu
vergrofern (ca. 30 em), zur Anfirbung wird die Agarsandwichtechnik vorgezogen [73]. Zur
Erkennung von stummen Genen im heterozygoten Zustand sollte eine Kombination von
Gesamtaktivititsbestimmung im Himolysat und densitometrischer Bestimmung der Iso-
enzymaktivitit durchgefiihrt werden. Details der Methoden sind in den Originalarbeiten
nachzulesen [97—99].
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2.4. Physikochemische Eigenschaften

24.1. Gesamtenzym. Phosphoglucomutase kommt in zwei Formen vor: Phosphoenzym
und Dephosphoenzym [86]. Die katalysierte Reaktion verlduft wahrscheinlich in zwei
Schritten: G-1-P+4 P-Enzym = G-1,6-di P 4 Enzym = G-6-P 4 P-Enzym. G-1,6-di-Phosphat
hat coenzymé#hnliche Bedeutung, da es als Phosphatdonator agiert. Fir die Funktion des
Molekiils scheinen freie SH-Gruppen [116] wichtig zu sein. Das aktive Zentrum ist ein
Pentapeptid mit Serin als wichtigem Baustein [117].

Uber Aktivatoren und Inhibitoren der PGM liegen zahlreiche Untersuchungen vor:
Mnt+, Cot+ und Mg*t aktivieren bis zu 15fach [118], die beste Wirkung wird Mg+ zugesprochen
[119]. Weitere Aktivititssteigerung wird durch Histidin, Cystein, Tridithanolamin und Imidazol
erzielt, wihrend EDTA kein eigentlicher Aktivator ist {118, 119], sondern das Enzym durch
Bindung von Schwermetallionen schiitzt. Glucose-1,6-di-Phosphat muB in katalytischen
Konzentrationen von 1x10-¢ m [118] bis 5X 10~ m [87] anwesend sein.

Inhibitoren sind: Natriumfluorid, 6-Phosphogluconat, Citrat, Isocitrat [120].

Hormone konnen die Aktivitit ebenfalls beeinflussen: Adrenalin wirkt aktivierend,
Insulin hemmend [121].

Der farberische Nachweis gelingt durch gekoppelte Reaktionen in der ,,Férbelosung®
(s. 2.3.1), 8. auch Originalarbeit [87] oder [122, 123, 112]:

Durch Wirkung der PGM entsteht aus G-1-P das G-6-P, welches durch die G-6-P-De-
hydrogenase zum 6-P-Gluconat (itber Zwischenstufe) oxydiert wird.

Die freigewordenen H-Ionen werden auf NADP iibertragen und von diesem durch PMS
auf das lésliche Salz MTT, welches in reduzierter Form zum blauen Formazan ausfillt.

2.4.2. Isoenzyme. Die Isoenzyme der verschiedenen Loci besitzen unterschiedliche Mole-
kulargewichte [124]. Fiir die PGM,-Isoenzyme wird das MG mit 61000 angegeben, fiir die
PGM,;- und PGM,-Enzyme mit 51000 bzw. 53000. Die Molekulargewichte aller Isoenzyme,
die einem Locus entsprechen, sind gleich [124].

Die Produkte der einzelnen Loci sind unterschiedlich thermostabil: Die grofite Stabilitit
besitzen die PGM,-Enzyme, die geringste die PGM,-Produkte, wihrend PGM, intermedisir
ist [125]. Zwischen den Allelen eines Locus bestehen keine Unterschiede [125].

Die prozentualen, quantitativen Anteile der drei Loci am Gesamtpherogramm variieren
je nach Gewebe [107]: In den meisten Geweben stellen PGM,-Iscenzyme 85—95% der
Gesamtaktivitiit, wihrend 2—15% der Aktivitit durch die Isoenzyme des PGM,-Locus
gestellt werden. Der Anteil des PGM,-Locus schwankt zwischen 1—3% bzw. 7% (Fibro-
blasten). In Erythrocyten dagegen verhilt sich PGM,:PGM, wie 1:1 [107] bzw. 1,8:1 [99].
Die Verschiebung des Gleichgewichtes im Erythrocyten zugunsten PGM, ist wahrscheinlich
auf eine relativ gréBere Labilitit der PGM,-Enzyme auch in vivo zuriickzufiihren (in Analogie
zur Thermolabilitit). Wegen des hohen Alters der Erythrocyten und wegen ihrer Unfihigkeit
zur Proteinsynthese manifestieren sich hier Stabilitéitsunterschiede besonders deutlich [1071.
Entsprechend ist das (labilste) PGMy-Muster nur in retikulocytenreichen Bluten nachweisbar
{109). Fir Thrombocyten [139] und fiir Leukocyten [1] néhern sich die Intensitétsrelationen
denen anderer Gewebe.

2.5.1. Genfrequenzen. Aus Tabelle 3 ist ersichtlich, daf bereits in européischen
Populationen mit unterschiedlichen Genhaufigkeiten zu rechnen ist. Im sid-
europiiischen Raum betrigt die PGM?2-Frequenz um 0,3, im nordeuropéischen
Raum um 0,2. Bei Negern sind die Genhaufigkeiten dhnlich wie bei den Européern,
nur daB hier PGM,-Varianten wesentlich hiufiger sind. Das Gen PGM3 ist ein
typisches Negergen.

Tn einigen Populationen zeigt sich eine deutliche Abnahme der PGM3-Frequenz:
Koreaner [127], Ainu [84], Iren [127], in anderen eine Zunahme bis oder iiber
50% : Lappen [133], Juden [135].

Seltene PGM,-Phinotypen wurden vermehrt bisher in wenigen Populationen
gefunden: Chinesen [132], Engléinder [90].
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Tabelle 3. PGM-Genfrequenzen (PGM%) und seltene Phdinotypen in verschiedenen Populationen®

Population Gen- Seltene Typen n n Literatur
frequenz PGM, und PGM,
PGME
Européer:
Nord: Norwegen 0,22 PGM;:7-1 4 2674 [126]
Dianemark 0,19 —_— — 475 [45]
Mittel;: England 0,24 PGM,;:3-1, 4-2, — —
7-1, 7-2
PGM,: 3-1 6 2115 [90]
Irland 0,14 — 106 [127]
Deutschland?
(Hamburg) 0,22 PGM,: — —
3-1 (2mal), 6-1
PGM;: Va 4 4403 [47]
(Berlin) 0,23 PGM;: 0O 1 860 [97]
(Dortmund) 0,25 — — 837 [49]
(Frankfurt) 0,21 — — 611 [128]
(Freiburg) 0,23 — — 787 [54]
Schweiz (Bern) 0,18 — — 300 [129]
Osterreich (Wien) 0,21 — —_ 220 [130]
Siid: Ttalien (Rom) 0,29 — — 389 [131]
Griechenland 0,31 — — 88 [90]
Tiirken (in Deutschland) 0,32 — — 274 [54]
Zypern (tiirkisch) 0,30 PGM;: 6-1 1 243 [90]
Andere: USA (Seattle) 0,25 — — 508 [1]
Neger:
Nigeria 0,24 PGM,: 2-1 2 153 [90]
England 0,21 PGM,: 2-1 3 103 [90]
S.-Afrika (Bantus) 0,20 PGM,: 2-1 5 99 [90]
USA 0,19 PGM,:2-1 (4mal) 5 654 1
3-1 (1mal)
Asiaten:
Chinesen 0,24 PGM;: 6-1 (4mal)
(verschiedener Herkunft) 6-2 (1mal)
PGM,:7-1 (2mal) 7 417 [132]
Thailand 0,27 PGM,:7-1 i 503 [1]
Japaner (USA) 0,26 — — 84 [84]
(Ainu) 0,10 — — 102 [84]
Koreaner 0,08 — — 72 [127]
Inder 0,28 — — 182 [73]
Indianer: Huasteco (Mexiko) 0,20 — —_— 233 [84]
Eskimos: (Alaska) 0,18 — — 299 [60]
Lappen: (Norwegen) 0,49 PGM,: Va 1 303 [133]

a Varianten, die noch nicht eindeutig charakterisiert sind.

b Von deutschen Stichproben wurden nur n>> 500 beriicksichtigt; weitere s. [1, 49, 60,
68, 73, 84, 101, 122, 134-136].
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Tabelle 4. PGM,- Phinotypen in 1082 Familien®

Eltern- n Kinderphinotypen n

kombination Familien Kinder
1 2-1 2

1x1 391 884  — — 884

1x2-1 427 480 490 — 970

1X2 69 — 161 — 161

2-1 x 21 148 82 161 88 331

2-1x2 43 —_ 53 62 115

2 X2 4 — — 17 17

Summe 1082 2478

a Zusammenstellung aus [73, 128, 137, 138].

In den meisten Populationen findet sich eine gute Durchmischung der Norm-
gene, die in Ubereinstimmung mit dem Genmodell steht. Uber Genhiufigkeiten
am PGM;-Locus liegen bisher nur wenige Daten vor [89]. Bei Européern (rn =583)
hat das Gen PGMj eine Héaufigkeit von 0,74, dasAllel PGM2 von 0,26. Bei Negern
(n =235) sind die Verhéltnisse umgekehrt: PGMj} =0,34, PGM3 =0,66.

2.5.2. Aus Tabelle 4 ist ersichtlich, daB bereits jetzt ein sehr groBes Familien-
material vorliegt. In 1082 Familien mit 2478 Kindern fand sich keine Ausnahme
vom postulierten Erbgang und eine relativ gute Aufspaltung der Kinderphino-
typen. Aus der Literatur ergeben sich weiterhin 2488 Mutter/Kind-Paare ohne
Inkompatibilitdt (Zusammenstellung aus [115, 140, 68, 138].

Die Zahl untersuchter Erbgénge belduft sich somit auf 4966.

2.6. Rechtsmedizinische Anwendungsgebiete

Auch fiir diesen Polymorphismus ergeben sich drei rechtsmedizinische An-
wendungsgebiete:

1. Serogenetische Abstammungsbegutachtung,

2. Identifikation von Blutproben,

3. Identifikation von Spuren.

2.6.1. Anwendung in der forensischen Serologie. Die AusschlieBungschance fiir
zu Unrecht beschuldigte Véater ist mit ca. 14 % fiir den mitteleuropéiischen Raum
anzugeben [115, 130]. Allein aus dieser Tatsache ergibt sich der hohe Wert fir
die forensische Serologie.

Bei dem zahlreichen vorliegenden Familienmaterial eriibrigt sich die Frage,
nach welchem MafBstab (,,Fallzahlrechnung® oder ,,Null-Ergebnisrechnung®) man
den Sicherheitsgrad eines Ausschlusses bewerten soll, da der hochste Sicherheits-
grad wohl auf jeden Fall erreicht ist. Ein isolierter AusschubB aufgrund entgegen-
gesetzter Reinerbigkeit sollte durch entsprechende Dosisuntersuchungen [10—12]
erhirtet werden, um die Existenz eines PGM}-Gens [97, 98] oder eines abge-
schwichten Gens [99] zu eliminieren.

2.6.2. Ideniifikation von Blutproben. Der Nachweis des PGM-Typs aus ge-
lagerten Blutproben ist relativ unproblematisch und wird im Rahmen der Identi-
tatsbegutachtung von gelagerten Blutalkoholproben hier routinemifig durch-
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gefiihrt. Die obere zeitliche Nachweisgrenze wurde u. E. noch nicht eruiert, jedoch
gelingt nach unserer Erfahrung der Nachweis aus bis zu 11 Monate gelagerten
Proben.

2.6.3. Identifikation von Blutspuren. Uber den Nachweis aus Blutspuren liegen
verschiedene Untersuchungen vor: Zur Einsparung von Spurenmaterial wird
Diinnschichtstirkegelelektrophorese empfohlen [113, 141, 142]. Die Grenze des
zeitlichen Nachweises wird unterschiedlich, zwischen 7 Wochen [62], bei saugenden
Spurentragern 8—10 [113], vereinzelt 20 Wochen, angegeben. Wegen der giinstigen
Verteilung der Normtypen ergibt sich die Moglichkeit, den Individualitétsgrad
einer Blutspur erheblich zu steigern.

Nach eigenen, noch nicht abgeschlossenen Untersuchungen gelingt der PGM;-
Nachweis mittels Spezialtechnik (Extraktion, Gefriertrocknung, Polyacryl-
amidgel — Elektrophorese) aus Spermaspuren.

3. 6-Phosphogluconat-Dehydrogenase (EC 1.1.1.44.). PGD
3.1.

Phosphogluconat-Dehydrogenase (PGD) katalysiert den Stoffwechselschritt
vom 6-Phosphogluconat zum Ribulose-5-Phosphat und ist damit ein Schliissel-
enzym des Pentosephosphateyclus.

Ein elektrophoretisch determinierter Polymorphismus wurde 1963 beschrieben
[144).

Durch anfingliche Unsicherheit beziiglich der Interpretation entstand zunéchst
eine rein deskriptive Nomenklatur. Die Phénotypen erhielten rémische Ziffern
oder Trivialnamen zur Bezeichnung.

Nachdem das Genmodell ausreichend gesichert ist, steht einer tibersichtlichen
Nomenklatur zur Charakterisierung der Phénotypen nichts mehr im Wege. Wir
wihlen daber die hdufig benutzte A-B-Nomenklatur [145], fiir die Kennzeichnung
der seltenen Typen die Anfangsbuchstaben der ehemaligen Trivialnamen [146].
Zwischenzeitliche Vorstellungen iiber ein anderes Genmodell — Zwei-Locus-
Theorie [147] — diirfen als widerlegt angesehen werden [148].

Auch firr diesen Polymorphismus besteht multiple Allelie an einem auto-
somalen Locus. Die kodominanten Allele PGD* und PGD® prigen iiber 99%
der Muster. Die Schreibweise erfolgt entsprechend: A (PGDA/PGD*), AB
(PGDA/PGD?®), B (PGDE/PGD®). Unter den weiteren Allelen erfolgt eine Differen-
zierung hinsichtlich der Methoden, mit denen sie definierbar sind.

3.2.1. Elektrophoretisch nachweisbare Phinotypen (Erythrocyten-Hdmolysat).
Der Typ A kann nach lingerer Inkubation zusétzliche feine, anodisch gelegene,
sog. Satellitenbanden aufweisen, die besonders in NADP-inkorporierten Gelen
starker werden ([145, 149], s. Abb. 3).

Beim Typ AB besitzen die beiden anodischen Banden etwa gleiche Intensitét,
beim Typ B sind es die kathodischen. Die dritte Bande in beiden Typen ist schwach
ausgeprigt. AuBerdem kommen auch hier ,,Satellitenbanden‘* vor.

3.2.2. Seltene Muster. Die seltenen Muster kommen als heterozygote Kombi-
nationen mit PGD* vor. Wie durch Familienuntersuchungen gezeigt werden
konnte [146, 148, 150—154], lassen sie sich zweifelsfrei durch die Wirkung
seltener, kodominanter Alleler erkliren.,
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Abb. 3. Schematische Darstellung der PGD-Phinotypen, erginzt nach {145, 150, 153, 152, 1511

Der Typ AR — ,R* fir Richmond [150] — besitzt ein symmetrisches,
anodisch verlagertes Muster, der Typ AH — , H* fiir Hackney [150] — reprisen-
tiert das kathodische Gegenstiick (s. Abb. 3).

Der routine-elektrophoretische Phénotyp AF ist doppeldeutig — ,,.F** fiir
Friendship [154] oder fiir Freiburg [148] —, da sich beide zunichst vollig gleichen.
Erst wenn man das Stirkegel mit NADP versetzt, verdndert sich der Friendship-
Typ zu einem scheinbaren A-Typ, wihrend der Freiburg-Typ unverdndert bleibt.
Es handelt sich also um zwei unterschiedliche Gene, die man daher besser mit
PGDY (Friendship) und PGDY (Freiburg) bezeichnen sollte.

An weiteren seltenen Mustern wurde beschrieben: PGD AR — K fiir Elcho
[152] —, der bei australischen Ureinwohnern vorkommt, und ein Typ AN — , N*
fir Neath [155].

3.2.3. Quantitative Varianten. Zwei Gene sind fiir die Ausprigung von Phéno-
typen mit reduzierter Enzymaktivitét verantwortlich: PGD® als stummes Gen,
und PGDY — | W* fiir Whitechapel — mit einem besonders labilen Genprodult
[1486, 149]. Bei Vorliegen von PGD? in heterozygoter Kombination ist die Enzym-
aktivitit des Phinotyps auf ca. 40—60% der Norm gesunken [146, 149, 156].
PGDY macht in heterozygotem Zustand (in Himolysat) eine Reduktion der
Gesamtaktivitdt auf 3/, der Norm; beim homozygoten Merkmalstriger verbleibt
eine Restaktivitit von 1—5% [146]. Sowohl PGD® (,silent gene®) als auch
PGDV stellen Allele dar, wie entsprechende Familienuntersuchungen zeigten
[146, 156].

AuBerdem wurde iiber einen Fall von reduzierter Aktivitét bei einem AB-Typ
berichtet, in der Familie iiber weitere Fille mit reduzierter Aktivitdt [157].
Obwohl die Befunde noch einer Prézisierung bediirfen (z.B. Inaktivierung), ist
zuniichst an einen zusdtzlichen, tibergeordneten Mechanismus zu denken.

3.3. Methoden

3.3.1. Elektrophoretische Darstellung. Die Methode der Darstellung ergibt sich aus der
Literatur [1,6], nur die wesentlichen Daten seien wiedergegeben: Horizontale Stirkegel-
elektrophorese wie fiir die SEP beschrieben. Kiihlung durch Wasserzirkulation durch Boden
und Deckel des Geltroges. Feldstirke: 12—15 V/em. Zeit: 4—5 Std.

Himolysat: 1:1 verdiinnter Erythrocytenbrei auf 7x10 bis 7X12mm Filterpapier
Whatman Nr. 3 oder Schleicher u. Schill 598.

Puffer: Briicke: 0,2 m Phosphat, pH 6,8; Gel: 0,01 m Phosphat, pH 6,8.

Inkubation: Uberschichtung der ersten drei anodischen em (vom Startschlitz) mit Agar-
sandwich, bestehend aus 0,1 m Tris (enthaltend MgCl,, 0,03 m), pH 8,0, Agar 0,7% : erhitzen,
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abkiihlen auf 45° C, dann hinzufigen: MTT (0,2 mg/ml; Endkonzentration), PMS (0,05 mg/ml),
NADP (0,1 mg/ml), 6-Phosphogluconat (1 mg/ml): Inkubation 20 min bei 37°C.

Es kann mehrreihig verimpft werden, die Agariiberschichtung kann sehr sparsam erfolgen.
Neuerdings wird Aufpinseln des nicht agarhaltigen Substrates auf die Geloberfldche empfohlen
[149].

3.3.2. Quantitative Bestimmungsmethoden. Die Methoden der quantitativen Bestimmung
und der Differentialinhibition sind in den Originalarbeiten nachzulesen [1, 156—159]. Als
mittlere Aktivitit der PGD ergeben sich 3 Einheiten pro Gramm Hb.

3.4. Physikochemische Higenschaften

Als unmittelbare Produkte der Gene entstehen ,,subunits”, die nach dem korrespon-
dierenden Gen mit S4, SB etc. benannt werden. Sie besitzen ein Molekulargewicht von etwa
40000 und kombinieren sich beliebig zu dimeren Molekiilen (MG : 80000), die die enzymatisch
wirksamen Isoenzyme darstellen [146, 150, 160].

Somit kénnen die homozygoten Typen A oder B nur ein Isoenzym besitzen, wihrend die
heterozygoten Typen, deren verschiedene subunits unterschiedliche Wanderungsgeschwindig-
keit besitzen, drei Banden aufweisen. Nach der binomischen Formel kombinieren sich z.B.
SA und 8B zu 8484, SB 8B und SA8B-Komplexen im Verhiltnis 1:2:1 [146, 150]. Dieser
Zustand ist in nahezu allen Korperzellen nachweisbar, d.h., der Typ B besitzt eine Bande
wie auch der Typ A, wihrend der AB-Typ ein symmetrisches Drei-Bandenmuster aufweist.
Nur in Erythrocytenhdmolysat sind die Relationen verdndert (s. Abb. 3), was wohl mit dem
Stoffwechsel des Erythrocyten, mit seiner Unféhigkeit zur Proteinsynthese, mit seinem
hohen Alter und der Enzymlabilitit zusammenhéngt. Die kernhaltigen Vorstufen des Erythro-
cyten besitzen dagegen Muster wie z.B. die Leukocyten [148].

Die Typen sind unterschiedlich stabil gegeniiber verschiedenen Einfliissen: Nach Inkuba-
tion von Hiamolysaten bei 37°C weist der B-Typ die groBte Aktivitdtsminderong auf, der
A-Typ die geringste, wihrend der AB-Typ intermediir labil ist. Ahnliche Verhaltnisse findet
man nach Zusatz von Jodacetat [158, 159]. Auch die Befunde an den verschiedenen Kom-
binationen von PGD° und PGDW finden eine ausreichende Deutung: Die subunit S° (wenn
sie tiberhaupt existiert) ist nicht nur enzymatisch unwirksam, sondern auch unfihig zur Kombi-
nation mit anderen subunits. Denn durch Kombination entweder mit SA oder SB miiite ein
zweibandiges Muster entstehen oder, wenn z. B. der 84 SO.Komplex ebenfalls enzymatisch
unwirksam wire, die Enzymaktivitit auf weniger als 50% reduziert (z.B. 25%) sein.

Das Produkt von PGDW, die subunit SW, ist in vivo auBerordentlich labil: Homozygote
Merkmalstriger besitzen im H#molysat nur eine geringe Restaktivitdt, wihrend (junge)
Leukocyten nur eine geringe Abnahme zeigen. Dem Komplex S& SW scheint eine erhebliche
Stabilisierung zuzukommen, da heterozygote Merkmalstriger noch 75% der urspriinglichen
Aktivitit besitzen, d.h., nur die 25% des SW SW Komplexes wurden inaktiviert. Der S4 SW.
Komplex besitzt die gleiche Motilitét wie das A-Isoenzym [146].

3.5.1. Genfrequenzen. Bisher existierten nur wenige Daten aus dem euro-
péischen Raum (s. Tabelle 5). In Stideuropa (evtl. auch in Siidwestdeutschland)
scheint die PGD®-Frequenz etwas hoher als im Norden. Bei einigen Negerstimmen
sowie Ostasiaten istdie PGD®-Frequenz deutlich héher. Die erhéhte PGDE-Frequenz
bei USA-Weilen diirfte somit u.a. auf geringe Durchmischung mit Negern
zurilickzufihren sein.

3.6.1. Familiendaten. Aus den wenigen Literaturangaben tber Familienunter-
suchungen ergeben sich 259 Familien mit 649 Kindern ohne Ausnahme vom
angenommenen Erbgang (Tabelle 6). Weiterhin wurden 284 Mutter/Kind-Paare
mitgeteilt [153, 166]. Somit ergeben sich 933 untersuchte Mutter/Kind-Erbginge.

3.6. Rechtsmedizinische Anwendungsgebicte

Neben der Anwendung in der Paternitdtsserologie bietet sich auch dieser
Polymorphismus fiir die Spurenkunde und Blutprobenidentifikation an.

8 Z. Rechtsmedizin 69
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Tabelle 5. PGD-Genfrequenzen in verschiedenen Populationen®

Population PGDB Literatur
Europder:
England 0,021 4558 [150]
Deutschland
(Hamburg) 0,020 1162 [47]
(Berlin) 0,023 544 [153]
(Freiburg) 0,031 404 [161]
Griechenland 0,039 128 [149]
USA (Chicago) 0,039 600  [145]
(Buffalo) 0,036 1226 [164]
Brasilien 0,03 468 [164]
Neger:
Nigeria und Uganda 0,057 209 [150]
S. Afrika (Bantu) 0,152 200 [162]
Mozambique 0,091 318 [1]
USA (Buffalo) 0,036 1226 [154]
Asiaten:
Malayen 0,025 100 [162]
Chinesen 0,066 298 [163]
Japaner (Ainu) 0,069 180 [1]
Indianer:
Brasilien 0,00 181 [63]

a Weitere Daten s. [1], Angaben {iber seltene Varianten s. [47, 146, 148, 150-157].

Tabelle 6. PGD-Phdnotypen in 259 Familien®

Eltern- n Kinder n
kombination Familien A AB B Kinder
AXA 226 569 — — 569

A X AB 28 30 39 — 69
AxB 2 — 3 — 3
AB x AB 2 — 2 3 5
ABx B 1 — 2 1 3
Summe 259 649

a Zusammenstellung aus [145, 149, 165].

3.6.1. Anwendung und Beweiswert im serologischen Abstammungsgutachten. Die
AusschluBichance liegt je nach Genfrequenz im deutschen Raum zwischen 2%
[47]und 3% [161].

Aus einem Material von 151 Paternititsfdllen [153] ergaben sich jedoch
immerhin 4 PGD-Ausschliisse und 6 hinweiskréaftige Eventualvater/Kind-Kon-
stellationen.
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Fir die Beurteilung eines Ausschlusses mit dem héochsten Sicherheitsgrad
liegt wohl noch nicht ausreichend Familienmaterial und allgemeine Erfahrung mit
diesem System vor.

Weit iiber 99% aller AusschluBkonstellationen werden aber bei Heterozygotie
des Kindes vorkommen. Bei entsprechender Erfahrung mit diesem System sollte
eine derartige Konstellation u.E. bereits jetzt sicher beurteilbar sein.

3.6.2. Identifizierung von Blutproben und Blulspuren. Angaben Uber dieses
Anwendungsgebiet aus der Literatur liegen u.E. noch nicht vor. Eigene Unter-
suchungen an Blutspuren, die bei Raumtemperatur gelagert waren, lassen als
obere Grenze der Differenzierbarkeit der Typen A und AB 4 Wochen vermuten
[167]. :

4. Adenosindeaminase (ADA, EC 3.5.44.)
4.1. Einlettung

Adenosindeaminase ist ein ubiquitéres Enzym, welches den Abbau des Nucleo-
sids Adenosin einleitet, indem es vom Adeninanteil eine Aminogruppe abspaltet.
Das Reaktionsprodukt: Hypoxanthin-ribosid (Inosin) wird durch Wirkung der
Nucleosidphosphorylase hydrolysiert zu Ribose-5-P und Hypoxanthin, letzteres
durch Xanthin-Oxydase zum Xanthin oxydiert, wobei zwei H-Tonen frei werden.
Unter weiterer Ausnutzung des H*-Acceptor-Systems PMS-MTT gelang 1968
[168] die spezifische Anfirbung des Enzyms im Stirkegel und weiterhin der
Nachweis eines neuen, genetisch determinierten Polymorphismus. Zunéichst
wurden drei Phanotypen gefunden, und man schloB — nach entsprechenden
Familienuntersuchungen —, dal} sie durch die Wirkung zweiter autosomaler,
kodominanter Gene zustande kommen. Entsprechend dem Genmodell erfolgte
die Bezeichnung: ADA 1 (ADAY/ADAY, ADA2 (ADA%/ADA?) und ADA 2-1
(ADA2/ADAY). Durch Auffinden atypischer Muster wurde die Existenz dreier
weiterer Allele angenommen, die entsprechend ADA3? [169], ADA* [170], ADAS5
[171) benannt wurden. Fiir zwei der Gene (ADA® und ADA#%) lieB sich durch
Familienuntersuchung der kodominante Erbgang nachweisen.

Fir den Typ ADA 5-1 [171] steht der Nachweis des entsprechenden Allels
noch aus. Das gleiche gilt fiir einen ,,Sondertyp®, der dem Typ 5-1 dhnelt [172].
AuBerdem ist zu bedenken, dall durch Lagerung eines ,,Typ 1 — Héamolysates*
ein ,,5-1° — &dhnliches Bild produzierbar ist.

4.2. Phinotypen

Die beiden homozygoten Muster weisen einen nach anodisch hin an Intensitit
abnehmenden Satz von drei Isoenzymen auf, wobei der Dreier-Satz des Typs 2
um ein Intervall kathodisch verschoben ist. Der Typ 2-1 kommt durch einfache
Mischung der halben Intensitdt beider Ausgangsmuster zustande (s. auch Abb. 4).

Als weitere Muster wurden beschrieben: ADA 4-1 [170] mit zwei Isoenzymen,
die relativ schwach angeférbt sind. Daher wurde vermutet, dal} ein drittes Iso-
enzym sich wahrscheinlich dem Nachweis entzieht (s. Abb.4). Der Typ 3-1
entspricht in der Lage seiner Isoenzyme dem Typ 2-1, jedoch ist das langsamste
Isoenzym nur sehr schwach anfirbbar. Der Typ 3-2 ist vom Typ 2 elektro-
phoretisch nicht unterscheidbar, zum Nachweis des ,,versteckten‘‘, schwachen

B*
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Abb. 4. Schematische Darstellung der ADA-Phénotypen, sinngemiB erginzt nach [169—171]

Genproduktes von ADA3 in dieser Kombination bedarf es einer Enzymaktivitéts-
bestimmung im Hamolysat [169].

4.3. Methoden

Die elektrophoretische Darstellung ist einfach bei Anwendung eines der beiden in der
Originalarbeit [158] angegebenen Systeme, von denen eins geschildert sei: Horizontale
Stirkegelelektrophorese, wie fir die SEP beschrieben. Feldstédrke 4V/em, Kithlung durch
Luft von -+4°C, Laufzeit 16 Std.

Puffer: Briicke: 0,1 m Phosphat, pH 6,5, Gel: 0,01 m Phosphat, pH 6,5.

Himolysat: Durch Kinfrieren 4- Auftauen von konzentriertem Erythrocytenbrei.

Inkubation der Gelschnittfliche mit Agarsandwich, bestehend aus: 50 ml 0,025 m
Phosphatputfer, pH 7,5, Agar 0,7%, erhitzen, abkiihlen auf 40°C, dann hinzufiigen: 20 mg
Adenosin, 5 mg MTT, 3—5 mg PMS, 20 41 Xanthin-Oxydase (=0,08 B), 20 pl Nucleosid-
phosphorylase (=0,8 E). Entwicklung der spots bei 37°C nach 1—2 Std abgeschlossen.

Fine ausfiihrliche, deutschsprachige Beschreibung einer modifizierten Technik s. auch
[173]. Eine weitere Technik benutzt Cellulose-Acetat als Trigermedium [174], jedoch sind
die in der entsprechenden Mitteilung aufgefithrten Photographien nicht tiberzeugend. Dagegen
erzielt man nach eigener Erfahrung sehr gute Trennergebnisse durch Elektrophorese in
horizontalem Acrylamidgel, welches fiir densitometrische Messungen gut geeignet ist.

4.4. Physikochemische Eigenschaften

Bereits in der Originalarbeit [168] wurde berichtet, daf nur aus frischen Hiamolysaten
die beschriebenen Muster nachweisbar sind und daf durch Lagerung eine Verinderung
insofern eintritt, als die kathodischen Banden zugunsten der anodischen an Intensitdt ab-
nehmen. Weiterhin kann sogar ein zusitzliches anodisches Isoenzym auftreten. Durch Zusatz
von oxydiertem Glutathion (s. auch SEP-Kapitel) gelang es, den gleichen Effekt zu erzeugen,
womit feststand, daf die bekannte Zunahme von oxydiertem Glutathion in Hémolysaten
fir diesen Isocenzymwandel verantwortlich ist. Der angenommene Mechanismus jst der
gleiche wie fiir die SEP beschrieben. Der Effekt wurde in der Folgezeit mit einer Reihe von
SH-Reagenzien systematisch untersucht [175]. Hierbei wurde festgestellt, daBl jedes ADA-
Isoenzym beider Phénotypen mindestens eine freie, reaktionsbereite SH-Gruppe besitat.
Die Bindung von Glutathion sowie einiger anderer SH-Reagenzien ist durch Dialyse gegen
Mercaptoithanol reversibel, d.h., die urspriinglichen Muster lassen sich restituieren.

4.5.1. Genfrequenzen. Die Frequenzen von ADA? im européischen Raum sind

heterogen (s. Tabelle 7). Einer hohen ADA2-Frequenz von 9% im Mittelmeerraum
steht eine niedrige von 5—6% in Norddeutschland bzw. England gegeniiber. Die
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Tabelle 7. Genfrequenzen ADA? in verschiedenen Populationen

Population ADA? 7 Literatur
Europger:
Dénemark 0,06 1164 [180]
England 0,05 1353 [169]
Deutschland
(Hamburg) 0,06 1070 [47]
(Hamburg) 0,06 861 [68]
(Berlin) 0,06 500 [176]
(Frankfurt) 0,05 579 [172]
(Freiburg) 0,08 302 [177]
Griechenland 0,09 314 [171]
Ttalien (Rom) 0,09 320 [178]
USA (Seattle) 0,05 168 [171]
Neger:
Mozambique 0,00 140 [172]
England 0,03 300 [169]
Seattle 0,02 186 [171]
Andere:
Inder 0,12 460 [169]
Philipinos 0,12 100 [171]
Japaner (gemischt) 0,02 118 [171]

Tabelle 8. ADA-Phdnotypen in 471 Familien®

Eltern- n Kinder n
kombination Familien Kinder
1 2-1 2

1x1 339 580 — — 580
1x21 121 122 118 — 240
2-1 x 2-1 5 4 5 1 10
1x2 3 — 11 — 11
2-1x 2 3 — 2 4 6
Summe 471 847

a Zusammenstellung aus [168, 169, 179].

intermedidre Stellung des Siid-West-deutschen Raums mit einer Haufigkeit von
ca. 8% 14Bt einen Nord-Siid-Trend vermuten. Auffillig niedrige ADA2-Frequenzen
werden bei Negern beobachtet, hohe bei Indern.

4.5.2. Familiendaten. Aus der Literatur ergeben sich 471 untersuchte Familien
mit 846 Kindern ohne Ausnahme des angenommenen Erbgangs (s. Tabelle 8).
Uber weitere 754 Mutter/Kind-Paare wird berichtet [180). Somit wiren zum
jetzigen Zeitpunkt 1600 Erbginge publiziert.
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4.6. Rechtsmedizinische Anwendung

4.6.1. Paternititsserologie. Die AusschlieBungschance zu Unrecht beschuldigter
Vater betrigt je nach Genfrequenz zwischen 5—6% im Norden [47, 88, 1767 und
6,8% im Stiden Deutschlands [8]. Es stellt sich bei dem vorliegenden Familien-
material die Frage, mit welchem Sicherheitsgrad ein isolierter Ausschluf zu be-
werten sei. Die nach den Kriterien der ,,Fallzahlrechnung* erforderliche Zahl 500
wére {lberschritten, die nach den XKriterien der ,,Null-Ergebnis-Rechnung*
erforderliche Zahl von 2301—3107 KM-Kd-Verbindungen noch nicht erreicht.
Wie fir die PGD beschrieben, kommt der Regelausschlufl auch hier nur bei
Heterozygotie des Kindes zustande.

Diese ,,klassische* Ausschlufikonstellation ist u. E. bei den elektrophoretischen
Polymorphismen mit einem hohen Sicherheitsgrad beurteilbar, da die Produkte
beider Allele ablesbar sind und beim Vater bei entsprechender Konstellation auch
vorhanden sein miissen. Ausschliisse aufgrund entgegengesetzter Homozygotie
sollten durch Dosisuntersuchungen erhértet werden.

Fir die X/Y-Tabellen zur Berechnung der Vaterschaftswahrscheinlichkeit
nach Essen-Méller sollten die unterschiedlichen Genfrequenzen alternativ be-
riicksichtigt werden.

4.6.2. Blutprobenidentifikation — Spurenkunde. Im Gegensatz zu den ersten
Untersuchungen fiber eine relativ schnelle Anderung des Isoenzymmusters durch
Lagerung findet sich eine Angabe in der Literatur, daB die Bestimmung aus bis
zu 6 Wochen bei + 4°C gelagerten Blutproben einwandfrei gelingt [176]. Eigene
Untersuchungen an bis zu 4 Monaten alten Alkoholblutproben brachten nur bis
zu einem Probenalter von drei Wochen sichere Resultate.

Im Gegensatz dazu war mit konventionellen Methoden der ADA-Typ aus
Blutspuren [166] noch nach 4—6 Wochen nachweisbar; unter Zuhilfenahme von
Spezialtechniken (Extraktion-Gefriertrocknung-Reaktivierung) wurden sogar bis
zu b Monaten sichere Resultate erzielt [167].

5. Adenylatkinase (AK ; EC 2.7.4.3.)
5.1. Einleitung

Adenylatkinase (AK) katalysiert die reversible Reaktion zwischen den Adenin-
nucleotiden: 2 ADP =ATP - AMP. AK findet sich in hohen Konzentrationen in
Erythrocyten, Thromboeyten, Muskulatur und Leber [181].

1966 wurde ein elektrophoretisch nachweisbarer Polymorphismus der AK-
Isoenzyme beschrieben [182]. Zunédchst wurden drei Phanotypen gefunden und
ein Zwei-Allelen-Modell postuliert. Die Typen wurden AK 1 (AK'Y/AK!), AK 2
(AK2/AK?) und AK 2-1 (AK2/AK") benannt. Weitere Phianotypen wurden in der
Folgezeit gefunden und als heterozygote Muster zwischen einem seltenen und
einem der Normgene identifiziert. Die neuen Gene wurden AKS3 [183—185] und
AK* [186] bezeichnet. Auch die Existenz eines stummen oder Supressor-Gens
mit wechselnder Expressivitdt bei Heterozygoten erscheint wahrscheinlich 187,
188].
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AK1 AKZ-1  AK 2 AK 4-1 AK3-1

Abb. 5. Schematische Darstellung der AK-Phinotypen

9.2. Phanotypen

Die beschriebenen AK-Typen besitzen zwischen drei und sechs Isoenzyme
(s. Abb. 5). Je nach elektrophoretischem System wandern einige [182, 189] oder
alle [183] Isoenzyme kathodisch.

In einer Methode kommen die schwachen anodischen Banden nicht zur
Darstellung [183], sonst bestehen die homozygoten Muster AK 1 und AK 2 aus
je einem Satz von drei Isoenzymen, die nach anodisch stark an Intensitdt ver-
lieren. Das AK 2-Muster ist um ein Intervall nach kathodisch verschoben, das
Muster des Typs 2-1 entspricht einer Mischung aus beiden homozygoten Typen.
Der Typ 4-1 weist neben dem AK 1-Muster einen zweiten Satz von drei Iso-
enzymen auf, der gering kathodisch verschoben ist. Der Typ AK 3-1 weist anodisch
von der starken Bande des Typs AK 1 eine weitere intensive Bande auf. Der sehr
seltene Phénotyp AK 3-2 wurde erst kiirzlich beschrieben [1857].

5.3. Methoden

in der Originalarbeit [182] wird ein diskontinuierliches Puffersystem verwendet (Briicke:
Citrat, Gel: Histidin; pH 7,0). In einer anderen Methode (vertikale Stirkegelelektrophorese)
wird ein Phosphatpuifersystem, pH 6,2., angegeben [183]. Eine sehr rationelle Methode
erlaubt Verimpfung zahlreicher Filterpapiere (mehrreihig) und Kurzzeitelektrophorese [189].
Sie sei kurz beschrieben:

Horizontale Stérkegelelektrophorese, Feldstéiirke: 7 V/em, Laufzeit: 3 Std. Puffer: Briicke:
0,33 m Phosphat (Kathode); 0,066 m Phosphat (Anode), pH 6,5. Gel: 0,004 m Phosphat,
pH 6,5.

Hiamolysat: Konzentriert eingefroren und aufgetauter Erythrocytenbrei auf Filterpapier
Whatman Nr. 1.

Inkubation der Gelschnittfliche mit Agarsandwich. Herstellung: 20 ml Tris, 0,1 m,
enthaltend MgCl,, 0,01 m, pH 8,0; mit Agar 0,5%, erhitzen, abkiihlen auf 40°C, dann
hinzufiigen: 40 mg Glucose, 10 mg ADP, 2 mg NADP, 2 mg MTT, 2 mg PMS, 5 ul Hexokinase
(=1,40), 51 G- 6 PD (=0,7 E). Nach 20 min ablesbare Banden.

In Anlehnung an diese Methode wurde eine diinnschichtelektrophoretische Technik zur
Darstellung der AK-Typen aus Blutspuren angegeben [190].

5.4. Physikochemische Eigenschaften

Die Isoenzyme der Typen AK 2 und AK 1 besitzen ein Molekulargewicht von ca. 24000
[183]. Sie sind wohl die stabilsten von allen bisher beschriebenen Enzymen: Sie iiberstehen
LErhitzen auf iiber 100°C bei einem pH von 1 [191] und langjihrige Lagerung [181]. Die
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Tabelle 9. AK?-Genfrequenzen in verschiedenen Populationen?

Population AK? n Literatur
Européer:
Nord:
Finnland 0,039 77 [186]
Norwegen (Oslo) 0,044 377 [192]
Irland 0,127 114 [127]
Mittel :
England 0,045 1887 [186]
Deutschland
(Hamburg) 0,034 2370 [47]
(Hamburg) 0,045 1090 [68]
(Berlin) 0,036 2008 [184]
(Freiburg) 0,035 970 [54]
Osterreich (Wien) 0,034 407 [197]
Sud:
Ttalien (Rom) 0,037 841 [198]
Sardinien 0,015 1033 [199]
Tirken (Deutschland) 0,042 274 [541
Andere:
USA (Chicago) 0,047 1314 [183]
Neger:
Mozambique 0,003 318 1]
Nigeria 0,000 153 [186]
Ghana und Nigeria 0,000 800 [183]
USA (Chicago) 0,006 1062 [183]
Asiaten:
China 0,002 227 [163]
Thailand 0,022 201 [1]
Inder (England) 0,098 132 [186]
Pakistani (England) 0,130 54 [186]
Indianer:
Lacandon 0,000 150 [183]

a Weitere Daten aus dem deutschen Raum [49, 200], von anderen Populationen [1, 57,
105, 199, 183, 186].

Annahme, daf die anodischen Banden keine AK-Orte darstellen [183], sondern durch die
dort liegenden Enzyme PGD und G-6-PD zur Anfarbung gelangen, erscheint durch die Auf-
findung des Typs AK 4-1 widerlegt, der eine Doppelung des Gesamtmusters — auch der
anodischen Fraktionen — aufweist [186]. Eine weitere Hypothese, da die AK mit der Pyruvat-
kinase eine ,,subunit‘ gemeinsam habe [182], wurde durch elektrophoretische und biochemische
Untersuchungen widerlegt [194].

Den elektrophoretischen Phénotypen sind unterschiedliche Enzymaktivitdten im Himo-
lysat assoziiert: Die Genexpressivitdten von AK? und AK* verhalten sich etwa wie 2:3 [195].

Die AK-Isoenzymmuster, die nach Auftrennung von verschiedenen Organhomogenaten
desselben Individuums nachweisbar sind, unterscheiden sich quantitativ und qualitativ vom
Muster aus Hamolysat [196].

Zum firberischen Nachweis nutzt man eine lange Reaktionskette (Schema s. [182, 1897):
In der Ausgangsreaktion (s. 5.1.) entsteht durch die Wirkung der AK aus 2 Mol ADP 1 Mol
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Tabelle 10. A K- Phinotypen in 227 Familien?

Eltern- n Kinder n

kombination Familien Kinder
1 2-1 2

1x1 83 392 — — 392

1x2-1 185 247 228 — 475

2-1 X 2-1 9 7 9 4 20

Summe 277 887

a Zusammenstellung aus [182, 186, 192].

ATP. Unter Mitwirkung von ATP wird Glucose in der Hexokinasereaktion zum Glucose-6-
Phosphat phosphoryliert. In der weiteren Reaktionsfolge entspricht die Sequenz derjenigen,
die auch zum PGM-Nachweis fihrt.

5.4.1. Genfrequenzen. Die AK2-Frequenz-Verteilung ist im mitteleuropéischen
Populationen relativ homogen (s. Tabelle 9). Auffillig hohe AK?-Héufigkeit von
ca. 13% wurde bei Iren gefunden (n =114), sehr geringe AK2.Frequenz von 1,5%
bei Sarden. Diese Ausnahmen sollten bei entsprechenden Begutachtungen be-
riicksichtigt werden.

Bei Negern, Chinesen und einigen Indianern (s. Tabelle 9) finden sich AK2-
Gene selten oder gar nicht, bei Indern und Pakistani betrdgt die AK2-Frequenz
zwischen 10 und 13%.

5.4.2. Familiendaten. Aus der zugénglichen Literatur ergeben sich 277 Familien
mit 887 Kindern ohne Ausnabme des postulierten Erbgangs (Tabelle 10). Die
Aufspaltung der Kinderphdnotypen bei der Paarung: 2-1x 1 entspricht nahezu
Mendelscher Erwartung. Weiterhin wurden 623 Mutter/Kind-Paare publiziert,
bei denen sich keine genetische Inkompatibilitdt fand [197, 201]. Zusammen
liegen somit 1510 analysierte Mutter/Kind-Erbginge vor.

5.5. Rechtsmedizinische Anwendungsgebicle

5.5.1. Paternitiitsserologie. Die Ausschlullchancen zu Unrecht beschuldigter
Viter betragen je nach zugrunde gelegter Genfrequenz zwischen 3,1% [47] und
4,1% [68].

Die X/Y-Werte zur Berechnung der Vaterschaftswahrscheinlichkeit nach
Essen-Moéller wurden publiziert [76]. Zur Frage des Beweiswertes im AusschluBfall
wurde zweimal [197, 201] Stellung genommen, beide Male wurde der héchste
Sicherheitsgrad postuliert.

Wie fiir die anderen Systeme sollte ein isolierter Ausschluf aufgrund entgegen-
gesetzter Reinerbigkeit vorsichtig beurteilt werden.

5.5.2. Blutprobenidentifikation — Spurenkunde. Wegen seiner groBen Stabilitit
eignet sich die AK hervorragend als Markierer bei Identifikationsproblemen.,
Uber die Nachweisgrenze aus Blutproben liegt u.E. noch keine Literatur vor,
jedoch wird, wie von verschiedenen Gutachtern bestitigt, der Nachweis der AK
aus gealterten Blutproben bereits praktiziert.
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Uber den AK-Nachweis aus Blutspuren liegen verschiedene Untersuchungen
vor: je nach angewandter Technik werden maximale Nachweisgrenzen von
3 Monaten [202], 5%/, Monaten [190] und 6 Monaten [166] angegeben.

Nach eigenen Untersuchungen mit modifizierter Technik [167] an bis zu
5 Jahren alten Spuren gelingt hier der AK-Nachweis noch regelméfBig. Eine
sichere Zuordnung zu den drei Phénotypen ist jedoch nur bis zu einem Spuren-
alter von 11 Monaten moglich.

6. Weitere Enzympolymorphismen — seltene Varianten

Eine Anzahl anderer erythrocytérer Enzympolymorphismen wurde publiziert.
Sie konnen nur kurz erwihnt werden. Ubersicht s. [1,2] und entsprechende
Literaturangaben.

6.1. Lactatdehydrogenase

In Erythrocyten kommen normalerweise 5 Isoenzyme vor, die jeweils tetramere Struktur
besitzen. Die Synthese zwei verschiedener Polypeptide wird von zwei Loci kontrolliert. Bei
Mutationen — durch die komplexe Struktur des Isoenzyms — entstehen Muster mit bis zu
20 Isoenzymen.

Die Hiufigkeiten der einzelnen mutierten Gene sind geringer als 0,003, Ubersicht s.
[, 2.

6.2. Malatdehydrogenase

Es existieren zwei biochemisch unterschiedliche Enzyme:

1. Cytoplasmatische Malatdehydrogenase. Dimere Struktur. Unter 2800 Individuen wurde
eine Variante gefunden.

2. Mitochondriale MDH. Bis zu fiinf Isoenzyme. Wahrscheinlich strukturelle Isomere
(s. SEP). Unter 523 Individuen 5mal ein atypisches Muster.

6.3. Phosphohexoseisomerase

Normalerweise 2 Isoenzyme. Bei 20 von 3400 untersuchten Individuen wurden 9 Varianten
gefunden, die PHI 1, PHI2-1 ete. bis PHI9-1 bezeichnet wurden. Héchste Variantenfrequenz
bei Indern fiir den Typ 3-1 (ca. 1%).

6.4. Carboanhydrasen (CA)

Zwei Dbiochemisch unterschiedliche Enzyme im Normfall: CA 1 und CA 2. Bisher
wurden drei elektrophoretische Varianten gefunden, die erste nach Untersuchung von
iber 2600 Personen. Sehr selten auch quantitative Varianten.

6.5. Esterasen

Nach ihrer Substrataffinitdt unterscheidet man im wesentlichen zwei Esterasen im
Himolysat (A- und B-Esterasen).
A-Esterasen als multiple Banden. Unter 4100 Individuen drei Varianten des A-Musters.

6.6. Peptidasen

Je nach Substrataffinitit (Dipeptide und Tripeptide unterschiedlicher Aminoséduren-
zusammensetzung) unterscheidet man A-, B-, C-, D- und E-Peptidasen.

Die A-Peptidasen bestehen normalerweise aus drei Isoenzymen: Es existieren zahlreiche
Varianten, die atypische Muster zeigen und Pep A 1, Pep A 2-1 etc. bis Pep A 6-1 genannt
werden. Unter 2283 Europidern 4mal 1 Variante, unter 549 Negern 81 Varianten! Ent-
sprechende Varianten von Pep B 1 bis 7-1, jedoch nur bei Européern: z. B. 9 Varianten unter
2197 Personen.
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Unter den D-Peptidasen existieren 4 Phianotypen: Pep D 1, 2-1, 2!, 3-1. Der Typ Pep D 2-1
ist der hiufigste: bei Negern ca. 5%, bei Weillen 2,2% Haufigkeit.

6.7. Glutathion — Reductasen

Normalerweise eine elektrophoretische Zone. Unter 196 Negern fanden sich 6 mit einer
anderen anodischen Zone und 40 mit einer diffusen Farbung zwischen beiden Orten. Die 40
sind wahrscheinlich Heterozygote, das seltenere Allel hat eine Haufigkeit von 0,13 bei Negern.

6.8. NADH und NADPH — Diaphorase

Das Enzym katalysiert die Reduktion von Methimoglobin. Neben quantitativen Defekt-
varianten [1], existiert fiir die NADH-Diaphorase ein elektrophoretischer Polymorphismus
[203]: Der Typ Dia 1 besitzt eine Bande. Weiterhin zahlreiche Varianten- Dia 2-1 bis Dia 6-1
und Dia 2.

Unter 1975 Europédern insgesamt 20 Individuen mit Varianten.

6.9. Nucleosid — Phosphorylase

Wahrscheinlich trimere Struktur. Normtyp: NP 1. Unter 2174 Personen 4mal Varianten
gefunden: NP 2-1, 3-1, 4-1 [204].

6.10. Glucose-6- Phosphat-Dehydrogenase

Uber dieses Enzym existiert umfangreiche, Monographien fiillende Literatur. Fiir sero-
genetische Abstammungsbegutachtung nicht geeignet (geringe Variantenzahl bei Europiern,
x-chromosomale Koppelung ete.). Quantitative und qualitative Varianten. Ubersicht s.
[1—3].

6.11. Galactose-1- Phosphat-Uridyl-Transferase

Drei Allele: Gt*+ (Normgen), gt (stummes Gen) und Gt (D fiir Duarte, Haufigkeit von
0,06).
Nachweis quantitativ und elektrophoretisch.

6.12. Indophenol-Oxydase

Entspricht den ungefirbten spots in mit Tetrazolium gefdrbten Gelen. 1 Variante unter
Tausenden von Personen gefunden.

Addendum. Inzwischen wurde ein weiterer, vielversprechender Enzympolymorphismus
beschrieben: Es handelt sich um die 19sliche Glutamat-Pyruvat-Transaminase (GPT). Drei
Phinotypen: GPT 1, GPT 2 und GPT 2—1. Genirequenzen (bei Europdern): Gpt!= 0,496,
Gpt2=0,504. Einzelheiten s. Originalarbeit [205].
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