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On the Occurrence of the  Silent Allele p0 in 10 German Famil ies  

Summary. 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 50~o 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--13%, thus allowing the reliable detection of enzyme 
deficiency in the excluded individuals, leading to the presumed existence of the silent allele 
p0. 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 p0 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--6~o. 

Zusammen[assung. Bei serologischen Abstammungsbegutachtungen wurden 9 Familien 
gefunden, in denen isolierte, entgegengesetzte Ph~notypen zwischen einem Elter und dem Kinde 
im System der sauren Erythrocytenphosphatase bestand. In einer weiteren l%milie bestand 
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keine kontr~re Sit, nation. Nach qt~an~i~at, iver Elektrophorese im Polyacrylamidgel waren die 
elektrophore~ischen ~¢Iuster gegen~ber rei~erbigen I~ontrollmus~ern deutlich abgeschwEcht. 
Die Enzymaktivit~t war bei den kritischen Probanden etwa auf die I-I~ilfte reduziert, im Ver- 
gleich zu den Werten yen zwei Kon~rollgruppen. Die Streuung der Einzelwerte in den I(ontroll- 
gruppen war relativ gering (Standarddeviation 10 his 13%). I-Iierdurch konnte die Diagnose 
eines Enzymdefekts bei den entsprechenden Individuen mit forensischer Sicherheit gesf~ellt 
werden - -  vermutet wird die Existenz des stummen Allels p0. Chromosomenanalysen sowie 
hEmatologische Untersuchungen zeig~en keine wesentlichen VerEnderungen mit Ausnahme 
einer fraglichen ,,mi]den" AnEmie bei einigen der Probanden. Die H/~ufigkeit yon po wird auf 
ca. l ~ m a l  unter 2000 Individuen geschEtzt, es wird jedoch vermute~, dab in entsprechende~ 
forensischen Fallen die H/iufigkeit wesent.lich h6her is~ - -  z; B. ca. 2 6%. 

Key words: BIu~gruppen, po __ Saure Ery~hrocytenphosphatase, stummes Allel - -  SEP, 
po. 

I n  vorhe rgehcnden  Arbe i t en  beschr ieben Herb ich  st al. (1970) sowie Herb i ch  
u. Meinh~rt  (1972) zwei Fami l i en  mi t  a~ypischer Segregat ion  der  e lekt rophorc-  
t i schen P h g n o t y p e n  der  s~uren E r y t h r o c y t e n p h o s p h a t a s e  (SEP), kombin i e r t  m i t  
dcut l ichen  Verlus~en der  Enzym~k t iv i t~ t .  Sie pos tu l ie r ten  die Exis tenz  eines 
s t u m m e n  Allels p0 sis  Ursuche dieses Ph~nomens .  

I n  der  vor l iegenden Unte r suchung  soil das  vermu~ete  Vorkommen  dieses Allels 
in 10 wei teren F~mi l ien  beschr ieben werden.  Neben  biochemisch-genet ischen und  
kl in ischen sollen vo r  gIlem die  forensischen Aspek te  e rSr te r t  werden.  

Materialien und Methoden 

Frisch en~nommene Blutproben der Probanden sowie simultari en*nommene Kont.roll- 
proben wurden ele]ItrophoreLisch im Polyacrylamidgel (Holape et al., 1972) ~uf dei~ Ph~no~yp 
der sauren Erythroeytenphosphu~ase (SEP) untersuch~. Bei fraglichem Vorhandensein einer 
Defektvariante wurden die Proben in der doppel*en Konzentration nochmals verimpft. Zu- 
s~tzlich wurden l~ngere Gele und lgngere Trennzeiten angewandt als iiblich, um atypische 
Genprodukte erkennen zu kSnnen. Die Enzymaktivit~t wurde besLimmt nach I-Iopkinson 
et al. (1964), modifiziert nach Brinkmann u. Reich (1967). Bei einigen Probanden konnten 
Untersuchungen des Karyotyps sowie hi~matologische Un~ersuchungen durchgefiihrt werden. 
Eine grSBere Kontrollgruppe yon gesunden Blutspendern wurde auf den elektrophore*ischen 
Ph~notyp und auf Enzym~ktivit~i~ untersuch~. 

Ergebnisse 

1. Enzymal~tivitiit bei einer Stichprobe von Blutspendern (s. Abb.  1) 

Als mitt ' lere Enzymak~ivi t£ t '  des Typs  S E P  A ~und sich bei n - -  29 B lu t spendern  
ein W e f t  yon  117 ~zMol p -Ni t ropheno l  (Freise tzung) /g  Hb/37°C/30 rain (117 E)  
mi t  einer  S tundurddev ia t ion  yon  12~5 E (10,7°/o) des Mit te lwertes) .  Beim T y p  
S E P  B ( n - - 5 ¢ )  be t rug  der  Mittelwer~ 175 E, die S t~ndurddeviu t ion  23,5 E 

(13,4%). 

2. Familienuntersuchungen (s. Tubelle 1) 

a) 2'amilien 1--5.  I n  5 Fami l i en  best, and  eine isol ierte  kon t r~re  Ph~not 'ypie  
zwischen Mut.ter nnd  Kind ,  welche die Typen  S E P  A u n d  S E P  B bet raf .  Nach  
, ,quan t i tu t ive r  E lek t rophorese"  - -  Verimpfur~g yon  je  20 ~1 a~ff 20 g %  H b  ein- 
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Abb. 1. Enzymakt iv i t~ t  der sauren Erythroeytenphosphatase  bei zwei ausgew~hlten Stich- 
proben von Blutspendern der Ph~notypen SEP A und SEP B sowie bei den sog. kri~ischen 

Probanden aus den dargestell~en Familien 

A O  BA 
Abb. 2. Zymogramme bei Individue~ mit  verrau~etem s tummen Allet (B0 und :~0) sowie bei 

s imultanen Kontrollen 
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gestellter Hgmolysat.e - -  war eine erhebliche Abschwgchung der entsprechenden 
Isoenzymuktivit,gten gegentiber reinerbigen Kontrollmustem erkennbar (s. Abb. 2) 
und densitometrisch megbar. Dent.lich war dieser ,,Dosiseffekt" nut im Poly- 
acrylamidgel ausgeprggt, nicht so sehr im Stitrkegel. Zusgtzliche (schwache) Iso- 
enzyme konnten aueh nach modifizierter Elektrophorese nicht nachgewiesen wer- 
d~n. 

Zusg~zliche Familienun~ersuchungen konnten nut in zwei Fami]ien durch- 
gefiihrt werden: In tPami]ie 2 hatte der Va.t, er der Kindesmutter den Phitnotyp 
8EP C (die Isoenz:ymae waren deuttich abgeschwgcht,, Aktivi~gtsunt.ersnchnng 
nicht, durchgefiihrt) ; in Famitie 5 haste die 8chwester des Kindes den Typ SEP B 
mit, normaler Enzymaktivitgt, (157 E). 

b) In den Famitien 6--9 bestand isolierte kontr~.re Phgnotypie zwischen Mann 
and Kind. Die elektrophoretischen Befunde waren wie unter a) beschrieben. We- 
gen teilxveise rel~iv hoher EM-Wer~e (s. Tabelle 1), teilweise auch deutlicher Er- 
zeugerhinweise im erbbiologisch-anthropologischen Gut.achten. (Familien 8 u, 9) 
erfo]gte die Enzymaktivitgtsuntersuchung, In Familie 6 (Kr./Wo.) konnte,~ wei- 
tere FamilienangehSrige untersucht werden: Die Mutter des Putativvaters war 
SEP B - -  Enzymaktivitgt 73 E; die Schwes~er des Pu~ativvaters war SEP A - -  
EnzymM<tivitgt 52 E. 

c) In einer Familie (Familie 10) waren die Phgnot~q~en nicht kontrg.r, bei der 
bier iiblichen ,,semiquantit, ativen Elekt, rophorese" fiel jedoch ein starker Dosis- 
verlust im Pherogr~mm des Putativvaters sowie des Kindes auf. 

3. Enzymal~tivitiit 

Bei den .kritischen Probande~ der Familien 1--10 war die Enzym~ktivit~t 
gegeniiber simultanen Kontrollen und LuborvergMchskontrollen deutlich er- 
niedrigt. Die mittlere Enzymaktivit~t betrug beim Typ SEP A 60,6 E (n ~ 11 
Probanden) mit einer Maximals~reuung vo~ etwa ~ 27% und entsprach 51,8% 
des Mittelwertes der Kontrollgruppe. 

Bei den 9 .kritischen" Probanden des Typs SEP B betrug der Mi~telwert 
88,2 E (50,4% des Kontrollmittelwerts), die Maximalstreuung betrug etw~ ~j~ 20%. 

~. Chromosomenuntersuchungen 

konnten nur bei einigen Probanden durchgefiihrt werden: Bei den ,,kritischen" 
Probanden der Familien l, 2 und 3 waren die Karyotypen unauffgllig, chromo- 
somme AnolnMien waren nicht feststellbar. 

5. Hiimatologische Untersuchungen 

wurden ebenfalls nut bei einigen Probanden durchgefiihrt: 

Familie 1. Kindeslnutter: Hapt.oglobine im Normbereich, t~eticulocyten 15o/00, 
Lymphoeyten 44% ("geizformen"), Granuloeyten (Normalverteilung) 56%; 
Kind: Haptoglobine normal, Reticuloeyten 250/00, Lymphoeyten 48%, Granulo- 
cyten (Normalverteilung) 52%. 

Famitie 2. Kindesmutter: Ahaptoglobin£mie, Reticulocy~en 20°/0o, Lympho- 
cyten 42%, Granulocyten (Normalverteilung) 58%; Kind: Reticulocyten 300/00, 
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Lympho%~/cen 50~o, Granulocyten (Normalverteilung) 50%, Haptoglobine nor- 
real. 

~amil ie  3. Kindesmutter und Kind: Haptoglobine, Hb, getieuloeygen, Dif- 
ferentialblu~bild normal. 

Famil ie  10. Haptoglobine, Hb, Reticulocy~en im Normbereieh bei ${ann und 
Kind. 

Diskussion 

1. Es stellt sich die Frage nach dem Sicherheitsgrad, mit dem die quantitativen 
Untersuchungsergebnisse interpretiert werden kSnnen. In  ~bereinstimmung mit 
friiheren Untersuchungen (t~opkinson et al., 196¢; Goedde et al., 1966; Brink- 
mann u. I~eieh, 1967) war die Streubreite der Normalstiehproben bemerkenswert 
gering (Standarddeviation 10,7 bzw. 13,4~). 

Auf Grund der unimodalen Verteilung fiir jeden Ph/tnotyp sind somit bei An- 
nahme einer 2a-Grenze nut  2,5% aller Werte einer ,,zuf/~lligen" Stichprobe ge- 
ringer als 92 E (SEP A) bzw. 128 E (SEP B). Die unteren 3cr-Grenzei1 liegen bei 
79,5 E (SEP A) bzw. 104t E (SEP B). Eine fdberpriifung der quantitativen Werte 
der ,,kritischen" Probanden (Tabelle 1) zeigt, dab diese aul3erhalb der 3~r-Grenzen 
der NormMstiehprobe Iiegen. Sic sind somit, aueh under h6chsten forensisehen 
Sicherheitsanspriichen, als signifikant abweiehend zu bezeiehnen. Hinzu komm~, 
dat3 die gleiehe Abweiehung nicht nur bei einer, sondern bei zwei enger als zufgllig 
verbundenen Personen beobachl~et wurde und dab diese Abweichung verbunden 
war mit einer isolierten, ph/tnotypisch inkompatiblen Situation. AIs einzige Er- 
kl/~rung kann u. E. nut  die Annahme dienen, dab bei den entspreehenden Proban- 
den lediglieh ein Gen fiir die Synthese yon enzymatiseh aktivem Protein verant- 
wortlich is~. Das andere Allel ist - -  gemessen a~ der Unm6gliehkeit zur elektro- 
phoretisch-histoehemisehen bzw. quantitativen De~ektion seines Produkts - -  
stumm. 

2. Die Bezeichnung ,,s~mmn" bezieht sieh nieht nut  auf die Definition des 
stummen AlMs i. e. S., sic ist vielmehr zu verstehen als ein Sammelbegriff fiir ver- 
schiedene genetisehe St6rungen, die zu dem gleichen, beschriebene~l AusfM1 ffih- 
ren und - -  bei entsprechender Feststellung - -  zu den gleiehell forensisch-sero- 
logischen Konsequenzen fiihren. I-I/tufigste Ursache diirfte das stumme Allel i. e. S. 
sein, welches auf Grund einer sog. ,,Punktmut)ation" ein an wesentlicher Stelle 
substituiertes und damit enzymatisch unwirksames Polypeptid synt~hetisiert 
(Bresch u. tIansmann, 1970; Harris, 1971; Watson, 1970). Eine andere m6gliehe 
Ursaehe w/~re die Annahme einer echten Gendeletion oder einer pargiellen chromo- 
somalen Deletion (z. B. dutch nngleiehes Cross-over). Da derartige St6rungen 
praktiseh immer im submikroskopischen Bereich liegen, w/~re eine Abgrenzung 
zum ,,silent allele" i. e. S. nur dutch immunologische Untersuehungen m6glieh 
(z. B. Goedde u. Altland, 1968). Sehliel31ieh w/£re noeh die Existenz eines mutierten 
Operator-Gens denkbar (Jacob u. Monod, 1961), dutch welche eine isolierte Be- 
eintrS~chtigung des eng chromosomal gekoppelten Strukturgens m6glich ist. In der 
Humangene t i k  ist die Existenz dieser MSglichkeit bisher nieht bewiesen (Harris, 
1971). Die Annahme eines mutier~en Repressorgens scheidet dagegen aus, da eine 
S3~l~heseunterbrechung bzw. -st6rung ~n beiden Loci die Folge sein miil3te. 
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3. Aus den wenigen bisher durchgefiihrten Chromosomenanalysen ergab sich 
kein Anhaltspnnkt fiir das Vorliegen mikroskopiseh erkennbarer Strukturver/~n- 
derungen. 

Die leider nut  bei einigen t~amilien durehgeffihrten hS~matologischen Unter- 
suehungen ergaben Anhaltspunkte fiir ein evtl. Vorliegen einer ,,milden" h/tmo- 
lytisehen Anemic, kombiniert mit einer gleiehf6rmigen St6rung im weigen Blut- 
bild. Vor einer endgtiltigen Stellungnahme zu dieser M6glichkeit sind jedoeh um- 
fangreiehere and gezieltere Untersuehungen erforderlich. Der Naehweis bzw. Aus- 
sehluf~ einer hgmolytisehen AnSomie ist in entsprechenden Fallen nieht nut  yon 
wissensehaftliehem Interesse, er ist aueh forensiseh wichtig - -  denn bei einer naeh- 
gewiesenen jungen bzw. normal alten ErythroeyCenpopulation lassen sieh die 
quantitativen Werte der Enzymaktivit~tsbestimmung eindeutiger interpretieren. 

4. Wie bereits an anderer Stelle ausgefiihrt (Heide et al., 1974), 1/*gt sieh im 
System der sauren Erythroeytenphosphatase die Existenz oder das l~ehlen des 
,,stnmmen': AIMs po sieher naehweisen. Wenn aueh die Untersuehung gr6gerer 
Stammbi~ume kaum einen weiteren Aufsehlug fiber die zugrundeliegende St6rung 
geben wird, so erlaubt sic dennoeh eine zus/~tzliehe Absieherung der Diagnose und 
ist daher generell zu fordern. 

5. Unter Zugrundelegung der durehsehnittliehen Gutachten-Zahlen in der BI~D 
im Beobachtungszeitraum und unter der Annahme, dag zumindest jede zweite 
ph/tnotypisch inkompatible Mutter-Kind-Konstellation hierher iibersandt wurde, 
versuehten wir eine approximative Seh/~tzung der Hitufigkeit yon p0. Hierbei wur- 
den die Hgnfigkeiten der kritischen - -  und damit aussiehtstr/~ehtigen - -  Mutter- 
Kind-Paarungen berfieksiehtigt, t t iernach w/~re die Hi~ufigkeit von p0 mit ca. 
l- his 2mal unter 2000 Individuen anzugeben. Keinesfalls darf hieraus der Sehlug 
gezogen werden, ,,po- sei forensiseh irrelevant, da es seltener sei, als maximale 
Sieherheitsgrenzen zu berficksiehtigen vorsehreiben. Denn das Material der ,,iso- 
lierten Erzeugerausschlul3-Konstellationeu" auf Grund entgegengesetzter Ph/~no- 
typic ist sieher nicht mit einer zuf/~lligen Stichprobe vergleichbar. Eine Kumulation 
der Hg~ufigkeit yon p0 in diesem Material ist wahrseheinlieh. Auf Grund der syste- 
matisehen Bearbeitung dieser Gruppe yon Konstellationen im eigenen Material 
und fiber einen l~ngeren Beobaehtungszeitrauln durch zwei yon uns ist zu vermu- 
ten, dal3 p0 in derartigen l~'/~llen eine Hgufigkeit yon 2 bis 6% hat. 

6. Aus dem Dargestellten ergeben sich folgende Forderungen an den forensisch 
tg~tigen Serologen : 

a) Jede isolierte Aussehlul3konstellation auf Grund entgegengesetzter Phgno- 
typic im SEP-System ist dutch quantitative biochemische Untersuchungen ab- 
zusichern. 

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

c) Zusgtzlieh zu den , ,Probandenproben" mfissen simultan entnommene Kon- 
trollproben untersucht werden. 

d) Bei Verdaeht auf das Vorliegen einer stummen Variante sollten zusgtzliche 
Familienuntersuchungen durchgeffihrt werden. 

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