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On the Occurrence of the Silent Allele P? in 10 German Families

Swmmary. Serological paternity tests covering 15—20 different markers of the blood,
revealed singular exclusions of the mother or of the disputed father in 9 families, exclusively
due to apparently opposite homozygosity in the red cell acid phosphatase types. Another
family showed identical phenotypes of the disputed father and the child. The electrophoretic
patterns obtained by quantitative electrophoresis in polyacrylamide showed remarkably
weaker isozyme intensities than simultaneous controls. The enzymatic activity was reduced
to 509 of the normal values, when the “critical” individuals were compared with appropriate
controls. The variation of the enzyme activities of the control groups was rather low, the
standard deviation ranging from 10—139, thus allowing the reliable detection of enzyme
deficiency in the excluded individuals, leading to the presumed existence of the silent allele
P?. Chromosome analysis and some haematological investigations performed in only some of
the individuals showed no particular irregularities except for tentative suspicion of very mild
anaemia in some of the propositi. The incidence of P? is roughly estimated to range from
1—2 in 2000 individuals, but it is suspected to be much higher in relevant forensic cases,
e.g. 2—69,.

Zusammenfassung. Bei serologischen Abstammungsbegutachtungen wurden 9 Familien
gefunden, in denen isolierte, entgegengesetzte Phanotypen zwischen einem Elter und dem Kinde
im System der sauren Erythrocytenphosphatase bestand. In einer weiteren Familie bestand
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keine kontrire Situation. Nach quantitativer Elektrophorese im Polyacrylamidgel waren die
elektrophoretischen Muster gegeniiber reinerbigen Konftrollmustern deutlich abgeschwicht.
Die Enzymaktivitit war bei den kritischen Probanden etwa auf die Hilfte reduziert, im Ver-
gleich zu den Werten von zwei Kontrollgruppen. Die Streuung der Einzelwerte in den Kontroll-
gruppen war relativ gering (Standarddeviation 10 bis 139%). Hierdurch konnte die Diagnose
eines Enzymdefekts bei den entsprechenden Individuen mit forensischer Sicherheit gestellt
werden — vermutet wird die Existenz des stummen Allels P0. Chromosomenanalysen sowie
hiamatologische Untersuchungen zeigten keine wesentlichen Verénderungen mit Ausnahme
einer fraglichen ,,milden‘* Andimie bei einigen der Probanden. Die Haufigkeit von P? wird auf
ca. 1—2mal unter 2000 Individuen geschétzt, es wird jedoch vermutet, daBl in entsprechenden
forensischen Féllen die Hiufigkeit wesentlich hoher ist — z: B, ca. 2—69,.

Key words: Blutgruppen, P* — Saure Erythrocytenphosphatase, stummes Alle] — SEP,
po.

In vorhergehenden Arbeiten beschrieben Herbich ef al. (1970) sowie Herbich
u. Meinhart (1972) zwei Familien mit atypischer Segregation der elektrophore-
tischen Phénotypen der sauren Erythrocytenphosphatase (SEP), kombiniert mit
deutlichen Verlusten der Enzymaktivitit. Sie postulierten die Existenz eines
stummen Allels P? als Ursache dieses Phanomens.

In der vorliegenden Untersuchung soll das vermutete Vorkommen dieses Allels
in 10 weiteren Familien beschrieben werden. Neben biochemisch-genetischen und
klinischen sollen vor allem die forensischen Aspekte erortert werden.

Materialien und Methoden

Frisch entnommene Blutproben der Probanden sowie simultan entnommene Kontroll-
proben wurden elektrophoretisch im Polyaerylamidgel (Hoppe ef al., 1972) auf den Phénotyp
der sauren Erythroeytenphosphatase (SEP) untersucht. Bei fraglichem Vorhandensein einer
Defektvariante wurden die Proben in der doppelten Konzentration nochmals verimpft. Zu-
sitzlich wurden lingere Gele und lingere Trennzeiten angewandt als blich, um atypische
Genprodukte erkennen zu konnen. Die Enzymaktivitit wurde bestimmt nach Hopkinson
et al. (1964), modifiziert nach Brinkmann u. Reich (19867). Bei einigen Probanden konnten
Untersuchungen des Karyotyps sowie hdmatologische Untersuchungen durchgefithrt werden.
Eine groBere Kontrollgruppe von gesunden Blutspendern wurde auf den elektrophoretischen
Phinotyp und auf Enzymaktivitit untersucht.

Ergebnisse

1. Enzymaktivitdl bei einer Stichprobe von Blutspendern (s. Abb. 1)

Als mittlere Enzymaktivitit des Typs SEP A fand sich bei n = 29 Blutspendern
ein Wert von 117 uMol p-Nitrophenol (Freisetzung)/g Hb/37°C/30 min (117 E)
mit einer Standarddeviation von 12,56 E (10,79%,) des Mittelwertes). Beim Typ
SEP B (n = 54) betrug der Mittelwert 175 E, die Standarddeviation 23,5 E
(13,4%,).

2. Familienuntersuchungen (s. Tabelle 1}

a) Familien 1—5. Tn 5 Familien bestand eine isolierte kontrire Phénotypie
zwischen Mutter und Kind, welche die Typen SEP A und SEP B betraf. Nach
»quantitativer Elektrophorese — Verimpfung von je 20 pl auf 20 g% Hb ein-
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Abb. 1. Enzymaktivitdt der sauren Erythrocytenphosphatase bei zwei ausgewihlten Stich-

proben von Blutspendern der Phénotypen SEP A und SEP B sowie bei den sog. kritischen
Probanden aus den dargestellten Familien

Abb. 2. Zymogramme bei Individuen mit vermutetem stummen Allel (BO und A0) sowie bei
simultanen Kontrollen
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gestellter Hamolysate — war eine erhebliche Abschwichung der entsprechenden
Isoenzymaktivititen gegeniiber reinerbigen Kontrollmustern erkennbar (s. Abb.2)
und densitometrisch meBbar. Deutlich war dieser ,,Dosiseffekt” nur im Poly-
acrylamidgel ausgeprigt, nicht so sehr im Stirkegel. Zusétzliche (schwache) Iso-
enzyme konnten auch nach modifizierter Elektrophorese nicht nachgewiesen wer-
den.

Zugdtzliche Familienuntersuchungen konnten nur in zwei Familien durch-
gefithrt werden: In Familie 2 hatte der Vater der Kindesmutter den Phanotyp
SEP C (die Isoenzyme waren deutlich abgeschwicht, Aktivitdtsuntersuchung
nicht durchgeftibrt); in Familie 5 hatte die Schwester des Kindes den Typ SEP B
mit normaler Enzymaktivitat (157 E).

b} In den Familien 6—9 bestand isolierte kontrare Phinotypie zwischen Mann
und Kind. Die elektrophoretischen Befunde waren wie unter a) beschrieben. We-
gen teilweise relativ hoher EM-Werte (s, Tabelle 1), teilweise auch deutlicher Er-
zeugerhinweise im erbbiologisch-anthropologischen Gutachten (Familien 8 u. 9)
erfolgte die Enzymaktivititsuntersuchung. In Familie 6 (Kr./Wo.) konnten wei-
tere Familienangehorige untersucht werden: Die Mutter des Putativvaters war
SEP B — Enzymaktivitit 73 E; die Schwester des Putativvaters war SEP A —
Enzymaktivitit 52 E.

¢} In einer Familie (Familie 10) waren die Phinotypen nicht kontrir, bei der
hier iblichen ,semiquantitativen Elektrophorese fiel jedoch ein starker Dosis-
verlust im Pherogramm des Putativvaters sowie des Kindes auf.

3. Enzymaktivitil

Bei den , kritischen Probanden der Familien 1—10 war die Enzymaktivitét
gegeniiber simultanen Kontrollen und Laborvergleichskontrollen deutlich er-
niedrigt. Die mittlere Enzymaktivitdt betrug beim Typ SEP A 60,6 E (n = 11
Probanden) mit einer Maximalstreuung von etwa -+ 279% und entsprach 51,89,
des Mittelwertes der Kontrollgruppe.

Bei den 9 ,kritischen” Probanden des Typs SEP B betrug der Mittelwert
88,2 E (50,49, des Kontrollmittelwerts), die Maximalstreuung betrug etwa - 209.

4. Chromosomenuntersuchungen

konnten nur bei einigen Probanden durchgefithrt werden: Bei den , kritischen®
Probanden der Familien 1, 2 und 3 waren die Karyotypen unauffillig, chromo-
somale Anomalien waren nicht feststellbar.

§. Hamatologische Untersuchungen

wurden ebenfalls nur bei einigen Probanden durchgefiihrt:

Familie 1. Kindesmutter : Haptoglobine im Normbereich, Reticulocyten 159/,
Lymphocyten 44%, (“Reizformen®), Granulocyten (Normalverteilang) 569 ;
Kind: Haptoglobine normal, Reticulocyten 25%,,, Lymphocyten 489%,, Granulo-
cyten (Normalverteilung) 529,.

Famalie 2. Kindesmutter: Ahaptoglobinémie, Reticulocyten 209/,,, Lympho-
cyten 429%,, Granulocyten (Normalverteilung) 58%,; Kind: Reticulocyten 309/,
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Lymphocyten 509, Granulocyten (Normalverteilung) 50%,, Haptoglobine nor-
mal.

Familie 3. Kindesmutter und Kind: Haptoglobine, Hb, Reticulocyten, Dif-
ferentialblutbild normal.

Familie 10. Haptoglobine, Hb, Reticulocyten im Normbereich bei Mann und
Kind.

Diskussion

1. Es stellt sich die Frage nach dem Sicherheitsgrad, mit dem die quantitativen
Untersuchungsergebnisse interpretiert werden kénnen. In Ubereinstimmung mit
fritheren Untersuchungen (Hopkinson ef al., 1964; Goedde et al., 1966; Brink-
mann u. Reich, 1967) war die Streubreite der Normalstichproben bemerkenswert
gering (Standarddeviation 10,7 bzw. 13,49,). ‘

Auf Grund der unimodalen Verteilung fiir jeden Phénotyp sind somit bei An-
nahme einer 2¢-Grenze nur 2,5%, aller Werte einer ,,zufélligen” Stichprobe ge-
ringer als 92 E (SEP A) bzw. 128 E (SEP B). Die unteren 3¢-Grenzen liegen bei
79,5 E (SEP A) bzw. 104 E (SEP B). Eine Uberpriifung der quantitativen Werte
der , kritischen* Probanden (Tabelle 1) zeigt, daf diese auBerhalb der 3¢-Grenzen
der Normalstichprobe liegen. Sie sind somit, auch unfer hochsten forensischen
Sicherheitsanspriichen, alg signifikant abweichend zu bezeichnen. Hinzu kommt,
daB die gleiche Abweichung nicht nur bei einer, sondern bei zwei enger als zufallig
verbundenen Personen beobachtet wurde und dafl diese Abweichung verbunden
war mit einer isolierten, phinotypisch inkompatiblen Situation. Als einzige Er-
klarung kann u. E. nur die Annahme dienen, dafi bei den entsprechenden Proban-
den lediglich ein Gen fiir die Synthese von enzymatisch aktivem Protein verant-
wortlich ist. Das andere Allel ist — gemessen an der Unmoglichkeit zur elektro-
phoretisch-histochemischen bzw. quantitativen Detektion seines Produkts —
stumm.

2. Die Bezeichnung ,stumm® bezieht sich nicht nur auf die Definition des
stummen Allels i. e. 8., sie ist vielmehr zu verstehen als ein Sammelbegriff fiir ver-
schiedene genetische Stdrungen, die zu dem gleichen, beschriebenen Ausfall fiih-
ren und — bei entsprechender Feststeliung — zu den gleichen forensisch-sero-
logischen Konsequenzen fithren. Hiufigste Ursache diirfte das stumme Alleli. e. S.
sein, welches auf Grund einer sog. ,,Punktmutation ein an wesentlicher Stelle
substituiertes und damit enzymatisch unwirksames Polypeptid synthetisiert
{Bresch u. Hausmann, 1970; Harris, 1971; Watson, 1970). Eine andere mogliche
Ursache wire die Annahme einer echten Gendeletion oder einer partiellen chromo-
somalen Deletion (z. B. durch ungleiches Cross-over). Da derartige Stérungen
praktisch immer im submikroskopischen Bereich liegen, wére eine Abgrenzung
zum ,,silent allele® i.e. 8. nur durch immunologische Untersuchungen méglich
(z. B. Goedde u. Altland, 1968). Schliefilich wire noch die Existenz eines mutierten
Operator-Gens denkbar (Jacob u. Monod, 1961), durch welche eine isolierte Be-
eintrichtigung des eng chromosomal gekoppelten Strukturgens mdglich ist. In der
Humangenetik ist die Existenz dieser Moglichkeit bisher nicht bewiesen (Harris,
1971). Die Annahme eines mutierten Repressorgens scheidet dagegen aus, da eine
Syntheseunterbrechung bzw. -stérung an beiden Loci die Folge sein miillte.
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3. Aus den wenigen bisher durchgefithrten Chromosomenanalysen ergab sich
kein Anhaltspunkt fiir das Vorliegen mikroskopisch erkennbarer Strukturverdn-
derungen.

Die leider nur bei einigen Familien durchgefithrten hématologischen Unter-
suchungen ergaben Anhaltspunkte fiir ein evtl. Vorliegen einer ,,milden* hamo-
Iytischen Andmie, kombiniert mit einer gleichformigen Stérung im weillen Blut-
bild. Vor einer endgiiltigen Stellungnahme zu dieser Moglichkeit sind jedoch um-
fangreichere und gezieltere Untersuchungen erforderlich. Der Nachweis bzw. Aus-
schluB einer hidmolytischen Andmie ist in entsprechenden Féllen nicht nur von
wissenschaftlichem Interesse, er ist auch forensisch wichtig — denn bel einer nach-
gewiesenen jungen bzw. normal alten Erythrocytenpopulation lassen sich die
quantitativen Werte der Enzymaktivitdtsbestimmung eindeutiger interpretieren.

4. Wie bereits an anderer Stelle ausgefiihrt (Heide et al., 1974), 148t sich im
System der sauren Erythrocytenphosphatase die Existenz oder das Fehlen des
,stummen® Allels PO sicher nachweisen. Wenn auch die Untersuchung gréfierer
Stammbidume kaum einen weiteren Aufschluf itber die zugrundeliegende Storung
geben wird, so erlaubt sie dennoch eine zusétzliche Absicherung der Diagnose und
ist daher generell zu fordern.

5. Unter Zugrundelegung der durchschnittlichen Gutachten-Zahlen in der BRD
im Beobachtungszeitraum und unter der Annahme, daf8 zumindest jede zweite
phénotypisch inkompatible Mutter-Kind-Konstellation hierher iibersandt wurde,
versuchten wir eine approximative Schitzung der Haufigkeit von P°. Hierbei wur-
den die Hiufigkeiten der kritischen — und damit aussichtstrachtigen — Mutter-
Kind-Paarungen beriicksichtigt. Hiernach wére die Héufigkeit von P° mit ca.
1- bis 2mal unter 2000 Individuen anzugeben. Keinesfalls darf hieraus der Schlufl
gezogen werden, ,,P% sei forensisch irrelevant, da es seltener sei, als maximale
Sicherheitsgrenzen zu beriicksichtigen vorschreiben. Denn das Material der ,,iso-
lierten Erzeugerausschlull-Konstellationen® auf Grund entgegengesetzter Phéino-
typie ist sicher nicht mit einer zufilligen Stichprobe vergleichbar. Eine Kumulation
der Héufigkeit von P? in diesem Material ist wahrscheinlich. Auf Grund der syste-
matischen Bearbeitung dieser Gruppe von Konstellationen im eigenen Material
und iiber einen langeren Beobachtungszeitraum durch zwei von uns ist zu vermu-
ten, daBl P° in derartigen Fillen eine Haufigkeit von 2 bis 69, hat.

6. Aus dem Dargestellten ergeben sich folgende Forderungen an den forensisch
tatigen Serologen:

a) Jede isolierte AusschluBkonstellation auf Grund entgegengesetzter Phéino-
typie im SEP-System ist durch quantitative biochemische Untersuchungen ab-
zusichern.

b} Das untersuchende Laboratorium mul in einem eigenen Labor-Screening
an einer Stichprobe eigene Werte und Vertrauensbereiche erarbeiten.

¢) Zusétzlich zu den ,,Probandenproben‘ miissen simultan entnommene Kon-
trollproben untersucht werden.

d) Bei Verdacht auf das Vorliegen einer stummen Variante sollten zusatzliche
Familienuntersuchungen durchgefiihrt werden.

e) Hamatologische Untersuchungen sollten ebenfalls in die Untersuchungs-
routine einbezogen werden.
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