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The HL-A-System in Paternity Testing

Swummary. After a brief description of the standard method used to detect the antigens
of the HL-A system (NIH technique of the microlymphocytotoxic test), the genetics of this
system are described fully. Most of the HL-A factors are governed by 2 closely linked loci
with multiple allelism, located probably on chromosome 6. Within this chromosomal region
there exists a third locus also defining serologically detectable antigens.

The HL-A antigens show a simple inheritance, retain their character without change and
can be defined by a simple and highly reproducible method. Because of these reasons, the
HL-A system can be used in paternity testing. The 3 possible classes to exclude a falsely
accused man within this system, their chance of exclusion and the value of theses exclusions
are discussed in detail. The chance of paternity exclusion using all the possibilities within
the HL-A system is 919. Including the genetic markers of ABO, MNSs, Rb, K, P, Fy, Jk,
Lu, Xg, Se, acP, AK, PGM;, ADA, GPT, Hp, Ge, Gm, Inv and Pt this chance is raised to 99.69%,.
Considering only the constellation where the child possesses an HL-A antigen lacking in the
mother and the accused man corresponds to an exclusion chance of 829(. In combination with
the same class of exclusion within the other systems cited above, the total chance increases to
96.19%,. The various biostatistical methods used to calculate the chance of éxclusion and the
probability of paternity are mentioned. Finally, problems found in the HL-A serology (e.g.
synergism, gene-dose effects, . . .) are discussed.

Zusammenfassung. Nach einer einleitenden Beschreibung der Routinenachweismethode der
HL-A-Merkmale (NIH-Mikrotechnik des lymphocytotoxischen Tests) wird die Genetik des
HL-A-Systems eingehend besprochen. Der Gro8teil seiner Merkmale wird iiber 2 eng gekoppelte
Loci, an denen multiple Allelie vorliegt und die wahrscheinlich am Chromosom 6 situiert sind,
gesteuert. In dieser HL-A-Chromosomenregion liegt ferner noch ein dritter Locus, der eben-
falls serologisch nachweisbare Antigene definiert und der zur Zeit intensiv untersucht wird.

Nachdem die HL-A-Merkmale einen gesicherten Erbgang aufweisen, umweltstabil und
mittels einer einfachen und gut reproduzierbaren Methode bestimmbar sind, kénnen sie in der
Paternitétsserologie verwendet werden. Die 3 moglichen AusschluBkonstellationen des HL-A-
Systems, deren Brauchbarkeit und Beweiswert werden ausfiihrlich diskutiert. Die allgemeine
Vaterschaftsausschluchance (AVACH) des HL-A-Systems wurde bei Beriicksichtigung aller
AusschluBsituationen mit 919 errechnet, woraus unter Einbeziehung der Erbmerkmalsysteme
ABO, MNSs, Rh, K, P, Fy, Jk, Lu, Xg, Se, SEP, AK, PGM,, ADA, GPT, Hp, Gc, Gm, Inv
und Pt eine kombinierte AVACH von 99,69, resultiert. Die alleinige Verwendung der Aus-
schlufikonstellationen mit dem héchsten Beweiswert, bei denen das Kind ein Merkmal auf-
weist, welches der Mutter und dem Pridsumtivvater fehlt, ergibt im HL-A-System bereits
eine AVACH von 829%,. Die AVACH erreicht bei Untersuchung aller oben angefiihrten Systeme,
bei denen ebenfalls nur jene Ausschlulsituation beriicksichtigt wurde, in der das Kind ein
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Merkmal besitzt, das bei seiner Mutter und dem Prasumtivvater nicht nachweisbar ist, einen Ge-
samtwert von 96,19,. Die verschiedenen biostatistischen Methoden zur Berechnung der Vater-
schaftsausschluBchance und der Vaterschaftswahrscheinlichkeit im HL-A-System werden er-
wihnt und abschlieBend noch die Fehlermoglichkeiten, die beim Nachweis der HL-A-Merk-
male auftreten konnen, in extenso besprochen,

Key words: Blutgruppen, HL-A-System — HL-A-System — Vaterschaftsgutachten, HL-A-
System.

I. Einleitung

Die rasche Erforschung des menschlichen HL-A-Systems (Auman leucocyte
locus A) (Amos, 1968), das den GroBiteil der an Leukocyten nachweisbaren Anti-
gene umfaft, wurde hauptsichlich durch den Umstand geférdert, dall die Merk-
male dieses Systems, neben den klassischen Blutgruppen ABOQ, die einzigen be-
kannten Histokompatibilititsantigene des Menschen und daher fiir das Uberleben
von transplantierten Geweben von grofer Bedeutung sind (Lit. bei Mayr, 1974a).
Bedingt durch seinen enormen Polymorphismus, der einen groBen Schritt zum
Beweis der Richtigkeit der Landsteinerschen Hypothese (1931) von der Indi-
vidualitdt des menschlichen Blutes darstellt (Speiser, 1972a), konnte das HL-A-
System rasch fiir andere als klinische Fragestellungen, und zwar fiir anthropo-
logische und forensische Probleme, Verwendung finden. Fiir die forensische Me-
dizin wird es in Zukunft moéglicherweise noch eine grofie Bedeutung in der Identi-
fizierung von Blutspuren erlangen (Rittner u. Waiyawuth, 1974), im Augenblick
liegt das wichtigste Anwendungsgebiet aber in der Paternitétsserologie.

II. Nachweismethoden

Die Antigene des HL-A-Systems sind an allen Zellen des Organismus nach-
weisbar, wobei allerdings ihre Quantitét stark variiert. Die geringste Menge liegt
an reifen Erythrocyten, im Fett- und Hirngewebe vor. Nachdem die roten Blut-
korperchen aus diesem Grund nicht fiir den Nachweis der HL-A-Merkmale (Ge-
webstypisierung) verwendbar sind, war man gezwungen, auf andere, leicht isolier-
bare Zellen mit groflen Antigenmengen auszuweichen, wie z. B. Leuko- und
Thrombocyten (Lit. bei Mayr, 1974a).

Als Routinetest zum Nachweis der HL-A-Antigene hat sich der mikrolympho-
cytotoxische Test durchgesetzt; die frither verwendete Granulocytenagglutination
wurde praktisch verlassen. Neben dem lymphocytotoxischen Test spielt auch noch
die Komplementbindungsreaktion an Thrombocyten eine gewisse Rolle; sie bleibt
aber wegen der Seltenheit von brauchbaren Testsera noch auf wenige Anwen-
dungsgebiete beschrinkt.

Aus diesem Grund soll hier nur der mikrolymphocytotoxische Test beschrieben
werden : Die Lymphocytenisolierung erfolgt aus defibriniertem (oder heparinisier-
tem) Blut, das iiber ein Medium mit einem spezifischen Gewicht von ca. 1,080 (als
Flotationsmittel 53 Teile Urografin® 309, und 47 Teile dest. Wasser) geschichtet
und anschlieBend fiir 20-—30 min bei 1500 g zentrifugiert wird (W. Schneider, pers.
Mittlg.). Die Lymphocyten mit einem spezifischen Gewicht von 1,060 bleiben in
der Zwischenschicht zwischen Serum und Medium, wihrend die anderen Blut-
bestandteile mit einem spezifischen Gewicht um 1,090 (Granulocyten und Erythro-
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cyten) auf den Boden des Rohrechens zu liegen kommen. Die Lymphocyten werden
aufgenommen und 3mal in gepufferter Hanks Solution (Hanks Solution und Tris-
puffer pH 7,45 aa) gewaschen (je 3—5 min bei 1500 g). Wird die Isolierung aus
Heparinblut durchgefiihrt, miissen die Thrombocyten, die sich zusammen mit den
Lymphocyten an der Trennschicht zwischen Plasma und Medium ansammeln,
durch langsame Zentrifugation wibrend des Waschens entfernt werden (je 10 min
bei 400 g), da sie ebenfalls HI-A-Antigene besitzen und dadurch wéhrend des
Ablaufs des lymphocytotoxischen Tests HL-A-Antikérper absorbieren kénnen,
wodurch u. U. ein falsch-negatives Resultat zustande kommt.

Vom lymphocytotoxischen Test sind mehrere Variationen bekannt; es solite
aber die empfindliche NTH-Standardtechnik (Brand ef al., 1970) angewendet wer-
den, fiir die es relativ leicht ist, brauchbare Antisera zu finden. HL-A-Antikérper
findet man nur als Immunantikérper bei Personen, die mit fremden HL-A-Anti-
genen in Kontakt kamen, wobei die Ursache der Immunisierung in Schwanger-
schaften (feto-maternelle Immunisierung), Bluttransfusionen und Organtransplan-
tationen liegt.

Fiir den mikrolymphocytotoxischen Test werden die Lymphocyten in einer
Konzentration von 2000 Zellen/ul in gepufferter Hanks Solution resuspendiert und
1 pl dieser Aufschwemmung mit 1 pl Antiserum zusammengebracht. Die Reaktio-
nen werden in sepziellen Plastikkammern unter Paraffinum liquidum angesetzt,
um ein Austrocknen der geringen Volumina zu vermeiden, wobei die Mikroliter-
mengen mittels Spezialspritzen mit Dosiervorrichtung auf den durchsichtigen
Boden der Testkammern eingebracht werden. Nach einer Inkubation von 30 min
bei Zimmertemperatur werden dem Reaktionsgemisch als Komplementquelle 5 1.1
Kaninchenserum (lyophilisiert oder bei einer Maximaltemperatur von —80°C ge-
lagert) zugesetzt. Nach einer weiteren Inkubation von 60 min bei Zimmertempe-
ratur werden 3 ul 5%, Eosin (in dest. Wasser) und nach weiteren 5 min 10 pl 379%,
sdurefreies Formalin zur Fixierung der Reaktionen zugefiigt. Besitzen die Liympho-
cyten das Antigen, gegen welches das Testserum gerichtet ist, wird durch die
Antigen-Antik6rper-Komplexe an der Zelloberfliche das Komplement aktiviert,
wodurch es zu einer Schiadigung der Membran kommt und die Lymphocyten das
zugesetzte Kosin aufnehmen. Besitzen die Zellen das Antigen nicht, werden sie
durch das beigegebene Kosin nicht gefirbt. Die Ablesung erfolgt in einem umge-
kehrten biologischen Phasenkontrastmikroskop mit einer 150fachen VergréBe-
rung, wobei die lebenden ungefirbten Zellen klein und leuchtend erscheinen, wih-
rend die toten gréBer und dunkel gefirbt imponieren.

Der Nachteil des lymphoeytotoxischen Tests ist, dal die Lymphocyten relativ
rasch verwendet werden miissen (innerhalb von ca. 36 Std nach der Blutentnahme),
da sonst der Prozentsatz der abgestorbenen Zellen (und damit im Test auch
unspezifisch angefirbten Zellen) zu hoch wird, um eine sichere Aussage iiber die
Positivitdt oder Negativitat der Reaktionen zu machen. Die Methoden zur Vital-
erhaltung der Lymphocyten benétigen einen groBen Aufwand: entweder Ein-
frierung unter Beibehaltung eines Temperaturgradienten von —1°C/min im Be-
reich von 4-4°C bis —30°C und Lagerung bei —196°C in fliissigem Stickstoff
oder kurzfristige Aufbewahrung (bis zu 1 Woche) in speziellen Kulturmedien,
wobei aber absolut steril gearbeitet werden mu8; sie sind daher als Routinemetho-
den fur Vaterschaftsfille ungeeignet (s. Mayr, 1974 a).

6%
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Fir die Bestimmung der HIL-A-Merkmale ist es optimal, sowohl die Blut-
entnahme und die Isolation der Zellen als auch den Test im gleichen Laboratorium
durchzufiihren. Nach unserer Erfahrung ist allerdings der Transport einer Liym-
phocytensuspension in autologem Serum oder evtl. sogar von defibriniertem oder
heparinisiertem Blut per ExpreBpost oder Luftfracht moglich, wenn die Lympho-
cyten innerhalb von 36 Std nach der Entnahme getestet werden koénnen.

Die fiir den lymphocytotoxischen Test notwendige Zellzahl kann aus einer ge-
ringen Blutmenge erhalten werden (aus 2 m! Blut werden durchschnittlich mehr
als 1,5 x 108 Lymphocyten gewonnen, die fiir mindestens 700 Reaktionsanséitze
reichen), so daB in dieser Beziehung keine Probleme bei der Bestimmung der
HL-A-Merkmale bei Kleinkindern auftreten, zumal die nach der Zentrifugation
iiber dem Medium erhaltenen Blutbestandteile (Serum bzw. Plasma iiber dem
Flotationsmittel und Erythrocyten unterhalb) fiir die Bestimmung aller Erythro-
cyten- und Serummerkmale verwendbar sind.

III. Genetik des HL-A-Systems

Auf Grund groBangelegter Populations- und Familienuntersuchungen wurde
das derzeit allgemein anerkannte genetische Konzept erstellt, daBl der Grofiteil
der serologisch definierbaren Merkmale des HL-A-Systems iiber 2 eng gekoppelte
autosomale Loci vererbt wird (ausf. Lit. bei Mayr, 1974a), die wahrscheinlich
am Chromosom 6 liegen (Jongsma et al., 1973; Lamm ef al., 1974). Diese Loci
werden jetzt als SD-Loci (SD = serologisch definierbar) bezeichnet, um sie von
anderen Loci desselben Chromosomenabschnitts zu unterscheiden, deren Gen-
produkte nicht serologisch, sondern durch die Liymphocytenaktivierung in der
Mischkultur (MLC) nachweisbar sind und die LD-Loci (LD = durch Lympho-
cytenaktivierung definierbar) genannt werden (Bach ef al., 1972).

Die Antigene dieser 2 Loci werden nach der Nomenklatur des 5th International
Histocompatibility Workshop (Joint Report 1972) folgendermafien bezeichnet:

SD-1(bisher LA)-Locus: HL-A1, HL-A2, HL-A3, HL-A9, HL-A10, HL-A11,
W28, W29, W30, W31, W32 und W19.6,

SD-2(bisher 4)-Locus: HL-A5, HL-A7, HL-A8, HL.-A12, HI.-A13, W5, W10,
Wi4, W15, W16, W17, W18, W21, W22 und W27.

Die einzelnen Merkmale jedes der beiden Loci weisen einen kodominanten Erb-
gang auf und werden durch multiple Allele gesteuert.

Die HL-A-Genfrequenzen in der siidwestdeutschen Bevolkerung sind in Ta-
belle 1 angegeben. Diese Werte zeigen beim Vergleich mit den in Osterreich ge-
fundenen (Mayr, 1971) keinen signifikanten Unterschied. Wie ersichtlich, ist die
Summe der Genfrequenzen innerhalb jedes Locus noch nicht 1,00, woraus ge-
schlossen wird, daB sowohl im SD-1- als auch im SD-2-Locus noch nicht alle Gen-
produkte serologisch nachweisbar sind. Diese Annahme wird auch durch die
Analysen der Familiendaten gestiitzt. Die noch unbekannten korrespondierenden
Gene werden als X, und X, (bisher Xr4 bzw. X,) bezeichnet und weisen Fre-
quenzen von 0,0103 bzw. 0,0497 auf. Wegen der Seltenheit der durch X, und X,
gesteuerten Merkmale diirfte das Auffinden von Antikérpern, die gegen diese Anti-
gene gerichtet sind, sehr schwer sein. Nach neuesten Untersuchungen ist X,
heterogen, da erst kiirzlich 2 niederfrequente Merkmale mit der Bezeichnung TY
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Tabelle 1. HL-A-Genfrequenzen und deren Standardabweichungen (o) in Stidwestdeutschland

Genfrequenz o n

SD-1-Locus HL-A1 0,1554 0,0122 478
HI.-A2 0,2484 0,0151 478
HL-A3 0,1729 0,0128 478
HL-A9 0,1358 0,0115 478
HL-A10 0,0671 0,0082 478
HL-A11 0,0406 0,0065 478
W28 0,0439 0,0067 478
W29 0,0297 0,0055 478
W30 0,0310 0,0062 393
w31 0,0103 0,0036 393
W32 0,0340 0,0059 478
W19.6 0,0206 0,0051 393
= 0,9897
X, 0,0103
= 1,0000

8D-2-Locus HL-A5 0,0582 0,0077 478
HL-A7 0,1566 0,0123 478
HIL-A8 0,1002 0,0100 478
HIL-A12 0,1274 0,0112 478
HIL.-A13 0,0297 0,0055 478
W5 0,0932 0,0096 478
W10 0,0604 0,0078 478
wi4 0,0297 0,0055 478
Wis 0,0864 0,0093 478
W16 0,0238 0,0118 85
W17 0,0526 0,0073 478
W18 0,0330 0,0058 478
w21 0,0222 0,0048 478
w22 0,0330 0,0058 478
W27 0,0439 0,0067 478
= 0,9503
X, 0,0497
= 1,0000

(Gelsthorpe u. Doughty, 1973) und Hon (Mayr, unverdffentlicht) im SD-2-Locus
gefunden wurden. Die Summe der Frequenzen dieser 2 Gene betragt ca. 3%, so dal
in diesem Locus 2% der Gene noch unbekannt sind. Die Moglichkeit, daB es sich
bei diesen X,-Genen und bei X, um stille Allele, analog dem d des Rhesussystems,
handelt, ist nicht auszuschlieBen, aber unwahrscheinlich.

Die Moglichkeit des Vorliegens von X-Genen bringt dann Schwierigkeiten mit
sich, wenn bei einer Person in einem oder in beiden Loci nur ein Merkmal sero-
logisch nachweisbar ist, da nicht entschieden werden kann, ob dieses eine Gen in
reinerbiger Form oder mischerbig mit dem X-Gen vorliegt. Falls keine Unter-
suchung der Blutsverwandten des Probanden in Aszendenz oder Deszendenz
moglich ist, kénnen Anhaltspunkte tiber die Zygotie durch mathematische
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Berechnungen der Wahrscheinlichkeit einer Homo- bzw. Heterozygotie unter
Beriicksichtigung der HL-A-Genfrequenzen (Speiser u. Pausch, 1969) oder durch
eine quantitative Methode der Komplementbindungsreaktion an Thrombocyten
(Svejgaard, 1969) gewonnen werden.

Der Vergleich der beobachteten Phénotypen mit den auf Grund der Gen-
frequenzen errechneten Erwartungswerten zeigt in beiden Loci eine gute Uberein-
stimmung, als Zeichen dafiir, daB sich die beiden Loci im Hardy-Weinberg-Gleich-
gewicht befinden (SD-1-Locus: y% = 25,9; 28 FG; 0,6>p>0,5; SD-2-Locus:
2% = 317; 48 FG; 0,97 > p> 0,95).

Die in der siidwestdeutschen Population nach Mattiuz ef al. (1970) berechnete
Frequenz der Haplotypen, das sind die Kombinationen von je einem Gen des
SD-1- mit einem des SD-2-Locus, welche in der Regel en bloc weitergegeben wer-
den, finden sich in Tabelle 2. Dabei wurden die Haplotypen mit dem Gen W16
wegen der noch zu geringen Anzahl der mit Anti-W16 ausgewerteten Individuen
nicht beriicksichtigt; sie sind in den X,-tragenden Haplotypen enthalten.

Der statistische Vergleich der beobachteten Haplotypenfrequenzen mit den
Werten, die durch das Produkt der Genfrequenzen der entsprechenden Gene er-
rechenbar sind, ergibt summarisch einen hochsignifikanten Unterschied (3% =
587,12; 99 FG; p < 0,0005). Die groBiten Abweichungen liegen bei folgenden
Haplotypen vor:

positive Assoziation (die Gene sind hiufiger an einem Haplotyp als erwartet): HL-A41,
HL-A8; HL-A3,HL-A7; W29,HL-A12; HL-A11,W5; W30,HL-A13; W19.6,Wi14; HL-A2,
HL-AI12,

negative Assoziation (die Gene liegen seltener an einem Haplotyp als erwartet): HL-A2,
HL-A8; HL-A1,HL-A12; HL-A3,HL-A8; HL-A9,H1-A8; HL-A1,W5.

Die positiven Assoziationen von HL-41,HL-A8 und HL-A3,HL-A7 sind offen-
bar fiir die weiBe Rasse typisch und wurden von mehreren Autoren beobachtet
(s. Mayr, 1974a). Auf Grund des hochsignifikanten Unterschiedes zwischen den
beobachteten und den errechneten Haplotypenfrequenzen ist im HL-A-System
auf ein Koppelungsungleichgewicht zu schlielen, wie es auch vom Rhesus- und
MNSs-System bekannt ist, bei denen beispielsweise die Gene € und D, ¢ und d,
M und S sowie N und s hiufiger gekoppelt sind, als dies den unter Verwendung
der einzelnen Genfrequenzen errechneten Werten entspricht.

Als Beispiel der gekoppelten Vererbung der Gene des SD-1- und des SD-2-Locus
seien die Befunde der Familie Me 045 aufgezeigt (Tabelle 3). Wie aus den Phéno-
typen der Familienmitglieder ersichtlich ist, miissen die Kinder 1 und 4 die Gene
HIL-A1 und HL-A8 von ihrem Vater ererbt haben, da diese der Mutter fehlen.
Deshalb kann der Genotyp des Vaters mit HL-AI HL-A8/HL-A3,HL-A7 fixiert
werden. Andererseits miissen diese beiden Kinder die 2 iibrigen Gene (HL-42 und
HL-A13) vonihrer Mutter erhalten haben, deren Genotyp folglich HL-A2,HL-A13]
HL-A11,HL-A5 sein muB. Diese SchluBifolgerungen lassen sich an Hand der
Phinotypen der anderen 3 Kinder bestétigen.

In einem geringen Prozentsatz der Fille treten Abweichungen von dieser ge-
koppelten Vererbung auf, die durch ein Crossing-over zwischen den 2 Loci bedingt
sind, wie dies an Hand der Familie 188b demonstriert werden soll (Tabelle 4).
Basierend auf der Tatsache, daB der Vater am SD-2-Locus nur ein nachweisbares
Genprodukt (W21) besitzt, aber 3 seiner Kinder (Nr. 2, 3 und 4) W21-negativ
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Tabelle 3. Gewebstypen der Familie Me 045
Phénotypen Genotypen
SD-1-Locus SD-2-Locus
Vater HL-A1,HL-A3  HL-A7,HL-A8 HL-A1HL-A8/HL-A3,HL-A7
Mutter HL-A2,HL-A11  HL-A5HL-A13 HL-A2,HL-A13/HL-A11,HL-A5
Kinder 1 u. 4 HL-A{,HL-A2  HL-A8HL-A13 . HIL-A1,HL-A8/HL-A2 HL-A13
Kind 2 HL-A1,HL-A11 HL-A5HL-A8 HIL-A1,HL-A8/HL-A11,HL-A5
Kind 3 HL-A3,HL-A11 HL-A5HL-A7 HL-A3,HL-A7/HL-A11,HL-A5
Kind 5 HIL-A2,HL-A3  HL-A7HL-A13 HL-A3,HL-A7/HL-A2,HL-A13
Tabelle 4. Gewebstypen der Familie 188b
Phinotypen Genotypen
SD-1-Locus SD-2-Locus
Vater HL-A1,HL-A3 w2t HL-A1,X,/HL-A3,W21
Mutter HL-A2,HL-A11 W10,W15 HL-A2,W10/HL-A11,W15
Kind 1 HL-A3,HL-A11 Wi5,W21 HI-A3,W21/HL-A11,W15
Kind 2 HL-A1LHL-Al1 w10 HL-AL,X,/HL-A11,W10
Kind 3 HL-A1,HL-A2 W10 HL-A1,X,/HL-A2,W10
Kind 4 HL-A1,HL-A11 Wi5 HL-A1,X,/HL-A11,W15
Vater der Mutter HL-A11,W28 W14,W15 HL-A11,W15/W28,W14
Mutter der Mutter HIL-A2,W28 Wi10,W14 HL-A2,W10/W28,W14
Bruder der Mutter W28 Wi4 W28,W14/W28,W14

sind, kann fixiert werden, da} er nicht W21-homozygot, sondern W21,X,-hetero-
zygot ist. Nach analogen Uberlegungen wie bei Familie Me 045 1aBt sich sein
Genotyp mit HL-A1,X,/HL-A3,W21 bestimmen. Der an Hand der Phinotypen
der Kinder 1, 3 und 4 abgeleitete Genotyp der Mutter, welcher auch durch die
Gewebstypisierung ihrer Eltern und ihres Bruders bestétigt wurde, ist HL-A2,
WI10/HL-A11,W15. Das Kind 2 hat aber von seiner Mutter weder HL-A2,W10
noch HL-A11,W15, sondern den Haplotyp HL-A11,W10 ererbt, der durch ein
Crossing-over zwischen den Genen des SD-1- und des SD-2-Locus zustande ge-
kommen sein mufl. Beziiglich dieser Familie ist noch erwahnenswert, dafi der
Bruder der Mutter sowohl von seinem Vater als auch von seiner Mutter den Haplo-
typ W28,W14 ererbte und daher W28- und WI14-homozygot ist.

Die Héufigkeit des Vorkommens von Rekombinationen betrigt in unserem
Material 0,619, (9 Crossing-over bei 1470 informativen Meiosen). Dieser Wert
stimmt gut mit den in der Literatur angegebenen tiberein (Svejgaard et al., 1971).
Die Distanz zwischen den beiden Loci am Chromosom betrigt daher ca. 0,6 cM
(Centimorgan).

Bedingt durch die groBe Anzahl der serologisch nachweisbaren Merkmale in den
beiden Loci des HL-A-Systems weist dieses einen Polymorphismus auf, der bisher
von keinem anderen menschlichen Erbmerkmalsystem erreicht wurde. Unter der
Annahme von 12 bzw. 15 Allelen und je einem X-Allel im SD-1- und SD-2-Locus
sind pro Locus 79 bzw. 121 Phénotypen zu erwarten (Zahl der Phénotypen pro
Locus = n(n-+-1)/2 + 1, wobei n die Zahl der Gene mit nachweisbarem Merkmal
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darstellt). Daraus ergibt sich eine Gesamtzahl von 9559 Phinotypen (79 X 121
= 9559). Diese Angabe stellt allerdings nur einen minimalen Wert dar, da, wie
schon erwihnt, im SD-2-Locus bereits 2 weitere Merkmale bekannt sind und auBer-
dem eine Reihe von Merkmalen (wie z. B. HL-A9, HL.-A10, W21) in engere Spezi-
fitdten aufgespalten werden konnen, eine Situation, wie sie der Unterteilung der
Blutgruppe A in die Untergruppen A; und A, vergleichbar ist. Ferner steigt der
HL-A-Polymorphismus durch die Entdeckung eines weiteren, dritten Locus (SD-3),
der in jiingster Zeit beschrieben wurde (Mayr et al., 1973; Svejgaard et al., 1973)
und der ebenfalls serologisch definierbare Merkmale steuert, weiter an. Die bisher
bekannten Merkmale des SD-3-Locus zeigen ein wesentlich starkeres Koppelungs-
ungleichgewicht zu den Merkmalen des SD-2-Locus als zu jenen des SD-1-Locus.
Aus diesem Grund und aus der Tatsache, daB trotz des Vorkommens von Re-
kombinationen zwischen SD-1 und SD-3 bisher noch kein Crossing-over zwischen
SD-2 und SD-3 beobachtet wurde, ist der SD-3-Locus knapp neben dem SD-2-
Locus anzunehmen (Abstand < 0,36 cM). Es kann aber noch nicht entschieden
werden, ob er zwischen SD-1 und SD-2 am Chromosom 6 oder ob er auBerhalb
der Distanz SD-1/8SD-2 liegt (Mayr, 1974b). Zur Zeit sind 6 SD-3-Antigene sero-
logisch nachweisbar, wobei die Summe ihrer Genfrequenzen 0,4 betrigt. Die Fre-
quenz des X ,, welches die serologisch noch nicht definierbaren Antigene weiter-
gibt, ist daher 0,6.

Die Zahl der Phénotypen im SD-3-Locus 1d8t sich derzeit mit 22 berechnen,
so daB die minimale Zahl der HL-A-Phénotypen unter der Verwendung der oben
errechneten 9559 Phinotypen (in den SD-1- und SD-2-Loci) nunmehr 210298 be-
tragt (9559 x 22 = 210298). Nachdem die Antisera zur Bestimmung der SD-3-
Merkmale vorerst nur in wenigen Laboratorien zur Verfilgung stehen, soll hier
auf eine weitere Besprechung dieses Locus verzichtet werden.

Der chemische Aufbau der HL-A-Antigene konnte bisher soweit aufgeschliisselt
werden, daf} es sich dabei um Polypeptide mit einem Molekulargewicht von ca.
31000 handelt (Reisfeld u. Kahan, 1972), wobei die einzelnen antigenen Determi-
nanten aus Aminosduren bestehen. Nachdem als Gro8e fiir eine solche Polypeptid-
Determinante bereits 5—7 Aminosiuren ausreichend sind (Kabat, 1968), kann
angenommen werden, dafl pro HL-A-Genprodukt mehrere Determinanten vor-
liegen, d. h., daB} jedes HL-A-Gen mehrere Determinanten steuert. Diese Hypo-
these wurde durch experimentelle Untersuchungen bereits untermauert (Absorp-
tions-Inhibitions-Test (Legrand u. Dausset, 1973) und Blockierung der Determi-
nanten durch F(ab’),-Fragmente von HL-A-Antikérpern (Richiardi et al., 1973))
und erklirt teilweise das haufige Vorkommen von sog. , kreuzreagierenden® Anti-
koérpern. Unter diesem Begriff versteht man Antikorper, die mit Genprodukten
von mehreren Allelen reagieren, sich aber durch Absorptionen nicht trennen lassen.
Innerhalb dieser kreuzreagierenden Antikorper sind 2 Gruppen zu differenzieren:

a) Antikérper, die mit Determinanten reagieren, die an Genprodukten von 2 oder mehreren
verschiedenen HL-A-Allelen liegen. Als Beispiel sei hier der bekannteste kreuzreagierende
Antikérper erwihnt, der mit HL-A2 und W28 reagiert. Dieser Antikdrper bindet sich aber
weder an die Determinante HL-A2 noch an die Determinante W28, sondern an eine, die sowohl
an dem durch HL-42 als auch an dem durch W28 gesteuerten Molekil liegt. Als Bezeichnung
dafiir wurde von Legrand u. Dausset (1973) die Nomenklatur F (HL-A2,W 28) vorgeschlagen,

da der Antikérper mit einem Faktor reagiert, der an dem HL-A2- und W28-Genprodukt vor-
liegt. Hierbei handelt es sich im Prinzip nicht um echte Kreuzreaktionen, da der Antikdrper
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sich ja nicht an 2 verschiedene Determinanten bindet, sondern an eine Determinante, die ein
enorm hohes Koppelungsungleichgewicht mit anderen (HL-A2 und W28) aufweist.

b) Antikérper, die mit 2 Determinanten reagieren, welche eine groBe Ahnlichkeit in ihrer
Oberflichenstruktur haben (Kreuzreaktionen im engeren Sinn), wie es z. B. bei kreuzreagieren-
den Antikérpern gegen HL-A5 und W21 vorkommt.

Aus diesen Beobachtungen 148t sich der komplexe Aufbau von Antigenen und
Antikérpern des HL-A-Systems ableiten. In Anlehnung an die Uberlegungen von
Hirschfeld (1965) iiber die Interpretation von serologischen Reaktionen kann man
auch hier von einem ,,complex-complex system sprechen, wie er es im Zusammen-
hang mit dem Rhesussystem ausfiihrlich diskutierte (1973). Aus diesem Grund ist
es verstdndlich, daf die serologischen Reaktionen von komplexen Sera des 6fteren
nur schwer zu deuten sind und daB oft nur komplizierte Methoden, wie z. B. die
Blockierung von Determinanten durch F(ab'),, zur Aufklarung der Antikorper-
spezifitidten zielfithrend sind.

Die bereits erwahnte Unterteilung einiger ,,supertypischen’ HL-A-Antigene
(supertypisch = durch Antikorper mit breitem Wirkungsspektrum definiert) in
engere, ,,subtypische’ Spezifititen (subtypisch = durch Antikérper mit engem
Spektrum bestimmt) (Mi u. Morton, 1966) konnte aber auch durch das Vorkommen
von mehreren Determinanten an einem HL-A-Molekiil erklirt werden. Als Bei-
spiel dafiir sei HL-A9 angefiihrt, das in W23 und W24 aufgespalten werden kann
{(Joint Report 1972): hier liegen am Genprodukt von HL-A9 mindestens 2 De-
terminanten vor: eine Determinante HL-A9 und eine weitere, die entweder W23
oder W24 entspricht (Legrand u. Dausset, 1973). Formalgenetisch kann daher
das Gen HL-A9 innerhalb der multiplen Allele des SD-1-Locus durch 2 weitere
Allele (W23 und W24) ersetzt werden. Eine dhnliche Situation liegt bei HL-A10
und W21 vor, die in W25 und W26 bzw. SL-ET und ET* zu unterteilen sind,
wobei die Faktoren W25 und W26 an einem Molekiil mit der Hauptdeterminante
HL-A10 und SL-ET und ET* an einem Molekiil mit W21 liegen. Eine weitere,
noch komplexere Gruppe liegt in Gestalt des Merkmals W19 vor: dieses Merkmal
wird in W29, W19.2, W32 und W19.6 unterteilt, wobei W19.2 selbst noch in W30
und W31 zu zergliedern ist. Die Faktoren W29, W30, W31, W32 und W19.6sind auch
hier wiederum durch multiple Allele des SD-1-Locus gesteuert (Joint Report 1972).

Die Unterteilung einiger HL-A-Merkmale bewirkt eine bessere Differenzierung
der einzelnen Individuen, wie dies fiir Abstammungsfragen von grofitem Vorteil
ist; ihre praktische Anwendung bleibt aber derzeit noch beschréinkt, da vorerst
nur wenige Testsera zur Definition der subtypischen Faktoren zur Verfiigung
stehen.

Trotz der hier geschilderten Probleme beziiglich des komplexen Aufbaus der
Antigene wird aber die Anwendbarkeit des HL-A.Systems fiir die Paternitits-
serologie nicht gemindert. Sind keine Antisera zur Definition der subtypischen
Spezifititen vorhanden, ist es ohne weiteres moglich, Antikdérper gegen die super-
typischen Faktoren zu verwenden, wobei allerdings die aus den Resultaten ge-
wonnenen Informationen etwas eingeschrénkt sind.

Auch wenn ein Gutachter noch nicht in der Lage ist, alle Antigene der 2 Loci
zu definieren, ist es fiir ihn moglich, strittige Abstammungsfragen zu beurteilen ;
er hat dabei aber zu beriicksichtigen, daf} in einem solchen ¥all die X-Allele auch
alle jene Gene umfassen, deren Genprodukte er nicht bestimmen kann.
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IV. Anwendung des HLL-A-Systems in der Paternitiitsserologie

1. Grundlagen der Anwendbarkest

Um ein Erbmerkmalsystem in der Paternitéitsserologie anwenden zu kénnen,
miissen eine Reihe von Kriterien erfiillt werden (s. Prokop u. Uhlenbruck, 1966;
Race u. Sanger, 1968):

a) gesicherter Erbgang,
b) Umweltstabilitit der Merkmale,
¢) Zuverlissigkeit und Einfachheit der Bestimmungsmethode.

Das HL-A-System geniigt allen diesen Forderungen:

ad a) Wie im Abschnitt 11T gezeigt, wird der GroBteil der bisher bekannten HI.-A-Merkmale
itber 2 eng gekoppelte Loci mit multipler Allelie weitergegeben, wobei die einzelnen Merkmale
einen dominanten Erbgang aufweisen.

ad b) Die HL-A-Merkmale sind bereits mittels der Mischzellagglutination bei 6 Wochen
alten Embryonen (Seigler u. Metzgar, 1970) und bei 10 Wochen alten Feten (Ceppellini ef al.,
1971) im Iymphocytotoxischen Test nachweisbar. Sie sind bei der Geburt voll ausgeprigt und
weisen bei gesunden Individuen keine Verinderungen auf. Im Gegensatz zu den Erbmerkmalen
der Erythrocyten und vor allem des Serums, bei denen monatelang nach einer Bluttransfusion
oder Gammaglobulinapplikation Spenderantigene im Empfinger nachweisbar sein konnen,
spielen transfundierte Lymphocyten fir die Bestimmung der HL-A-Merkmale mit Hilfe des
lymphocytotoxischen Tests keine Rolle. Selbst nach der Transfusion von 6 | Frischblut waren
nur bei 3 von 25 Fillen kurzzeitig Anderungen der Reaktionen im lymphocytotoxischen Test
zu beobachten, die innerhalb einiger Stunden wiederum verschwanden (Ting et al., 1969).

Bei einigen Krankheitsformen wurden Alterationen des HL-A-Typs gefunden, so z. B. bei
einem Fall von Morbus Hodgkin, bei dem nach intensiver Bestrahlung mit 8Co ungefihr
10 Wochen lang keine HL-A-Antigene nachweisbar waren (Bertrams ef al., 1971). Weiter konn-
ten bei einigen Fillen von akuter myeloischer Leukdmie (Evans u. Pegrum, 1973), schwerer
kombinierter Immundefizienz (Sanderson et al., 1972; Terasaki et al., 1972) und bei einigen
Patienten, die mit Tetracyclin (Ben-David et al., 1973) behandelt wurden, Anderungen im
HL-A-Typ registriert werden. Solche #uflerst seltenen Beobachtungen, die auBerdem noch
der Bestéitigung bediirfen, beeintrichtigen die Anwendbarkeit des HL-A-Systems kaum, wenn
der Gutachter dies anammnestisch beriicksichtigt. Bei einigen Leuk#dmieféallen sind ebenfalls
Anderungen in der Ausprigung der Isoagglutinogene der klassischen Blutgruppen bekannt
(s. Prokop u. Uhlenbruck, 1966; Race u. Sanger, 1968), ohne da8 dadurch die Verwendbarkeit
des ABO-Systems eingeschrankt wird.

Eine Schwierigkeit, die bei der Gewebstypisierung von Neugeborenen auftreten kann, ist,
daB in seltenen Fillen die Mutter ,,blockierende Antikérper gegen kindliche, vom Vater
stammende Merkmale bildet (Tiilikainen et al., 1974). Diese sind nicht in der Lage, die kind-
lichen Lymphocyten bei Komplementzusatz zu téten, verhindern aber die Anlagerung von
Testsera an die viterlichen Antigene, so daBl bei dem Neugeborenen nur die von der Mutter
stammenden HL-A-Merkmale nachweisbar sind. Dieses Phiinomen ist aber nur kurze Zeit nach
der Geburt auffindbar, da der Metabolismus der HL-A-Antigene an der Lymphocytenober-
fliche rasch die Antigen-Antikérper-Komplexe mit den blockierenden Antikérpern abbaut.
Diese Schwierigkeiten kénnen umgangen werden, indem man die kindlichen Lymphocyten
ca. 12 Std bei +-37°C in einem Zellkulturmedium inkubiert, wobei die Antigen-Antikérper-
Komplexe von der Zelloberfliche abgestoBen werden und im nachfolgenden Test die Anti-
kérperanlagerung an neugebildete Antigene und die Komplementeinwirkung nicht mehr hem-
men kénnen (Bernoco et al., 1971). Diese Erscheinung, die fiir die Paternititsserologie kanm
von Wichtigkeit ist, da in der Regel keine neugeborenen Kinder untersucht werden, sei nar
der Vollsténdigkeit halber angefiihrt.

ad ¢) Die Reproduzierbarkeit der Testresultate mit den einzelnen Sera im mikrolympho-
cytotoxischen Test ist hoher als 999, (Mittal et al., 1968). Nachdem die Gewebstypisierung
auflerdem nie mit einem einzigen Serum pro Spezifitdt (s. IV. 5.) durchgefithrt wird, liegt die
Reproduzierbarkeit der HL-A-Befunde praktisch bei 100%,. Die Einfachheit des lymphocyto-
toxischen Testes konnte bei den 5 Gewebstypisierungskursen, welche am Institut fir Blut-
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gruppenserologie der Universitdt Wien bisher abgehalten wurden, demonstriert werden, da
alle Teilnehmer innerhalb kurzer Zeit in der Lage waren, selbsténdig den Test durchzufiihren.

Wie grollangelegte Vergleichsuntersuchungen zeigten, welche in letzter Zeit unter anderem
vom Europarat oder im Rahmen einer Arbeitstagung an der Blutbank in Olomouc, CSSR
(Bartova u. Mayr, 1974), durchgefithrt wurden und an denen insgesamt tiber 15 Laboratorien
teilnahmen, ist die Standardisierung der Definition der einzelnen Merkmale sehr weit gediehen
(gewisse Schwierigkeiten liegen nur in der Bestimmung der subtypischen Faktoren von HL-A9,
HL-A10 und W19.2 vor). Diese Vereinheitlichung wird in naher Zukunft durch die Erstellung
eines Satzes von Referenztestsera unter den Auspizien des Europarates noch weiter ausgebaut.

Zusammenfassend kann festgestellt werden, daf3 das HL-A-System alle Kri-
terien, die fiir die Anwendbarkeit eines Systems in der Paternititsserologie ge-
fordert werden, erfiillt. Die groBiten, in der Praxis auftretenden Probleme, und
zwar beziiglich der Testsera, werden in Abschnitt IV.5. in extenso besprochen.

2. Ausschlufkonstellationen, Ausschlufchance und Beweiswert

Basierend auf der im Abschnitt 3 eingehend beschriebenen Formalgenetik des
HL-A-Systems kénnen drei verschiedene Ausschluffkonstellationen unterschieden
werden (Mayr, 1971):

a) Das Kind besitzt ein HL-A-Merkmal, das weder seine Mutter noch der
Prasumtivvater aufweist. Diese AusschluBkonstellation beruht auf dem kodomi-
nanten Erbgang der einzelnen HL-A-Merkmale. Beispiel: Mutter: HL.-A1, HL-A3,
HL-A7, HL-A8; Kind : HI.-A1, HL-A2, HI.-A8, HL-A12; Prasumtivvater: HL-A1,
HL-A9, HL-A12, HL-A13. Die allgemeine Vaterschaftsausschlufichance (AVACH),
welche mit Hilfe der Haplotypenfrequenzen in der siidwestdeutschen Bevolkerung
unter Beriicksichtigung des Koppelungsungleichgewichtes zwischen den beiden
Loci berechnet wurde (Mayr, 1971), betragt 82%, d. h., daBl 82 von 100 Nicht-
vétern bereits auf Grund einer derartigen Konstellation im HL-A-System von der
Vaterschaft auszuschlieflien sind (AVACH im SD-1-Locus 55%, im SD-2-Locus
67%). Da die Zahl der kritischen Fille (Zahl der nichtmerkmaltragenden Kinder
von Eltern, die das Antigen ebenfalls nicht besitzen) fur den Erbgang jedes der
Merkmale des SD-1- und des 8D-2-Locus bereits zwischen 622 und 3107 liegt, ist
die maximale Irrtumswahrscheinlichkeit bei der Formulierung eines solchen Aus-
schlusses kleiner als 19, wodurch einem derart gelagerten Fall der Terminus
,, Vaterschaft sehr unwahrscheinlich® zuzuordnen ist (Mayr u. Hiller, 1974). Diese
erwihnte Irrtumswahrscheinlichkeit ist aber kein reeller Wert, sondern eine rein
rechnerisch ermittelte Grofle, die, basierend auf der Zahl der derzeit publizierten
Familienuntersuchungen, den Maximalwert von eventuell auftretenden Abwei-
chungen angibt.

Ausschliisse, die in beiden Loci vorliegen, potenzieren sich allerdings, da die
Genprodukte der beiden Loci voneinander unabhéngig an der Zelloberfliche liegen
und durch vollig verschiedene Testsera definiert werden. Finden sich sowohl im
SD-1- als auch im 8D-2-Locus Konstellationen, bei denen das Kind ein Antigen
besitzt, welches der Kindesmutter und dem Prisumtivvater fehlt, so ist die ge-
samte Irrtumsquote kleiner als 0,19/, (0,01 % 0,01 = 0,0001). Daher kann in einem
solchen AusschluBifalle der Terminus ,,Vaterschaft offenbar unmoglich angewandt
werden (Speiser, 1973).

b) Das Kind bzw. der Prasumtivvater besitzen in einem Locus 2 nachweisbare
Merkmale, die dem anderen Individuum fehlen, wobei keine unter Punkt a) ange-



Das HL-A-System in der Paternititsserologie 93

fithrte Situation vorliegt. Dieser Ausschlufl beruht auf der Allelie der Gene inner-
halb der 2 Loci, und seine AVACH betrigt sowohl im SD-1- als auch im SD-2-
Locus 149,. Beispiele: Mutter: HL-A1, H1L-A3, HL-A7, HL-A8; Kind: HL-A1,
HIL-A3, HL-A8, W5; Prasumtivvater: HL.-A2, HL-A9, HL.-A12, W5 oder HL.-A2,
HL-A12, W5 oder HL.-A12, W5, Mutter: HL-A1, HL-A3, HL-A7, HL-AS8; Kind:
HL-A1, HL-AB, W17; Prasumtivvater: HL-A2, HL-A9, HL-A12, W17.

Der Beweiswert dieser Ausschliisse ist allerdings wegen mehrerer Ursachen ein-
geschrinkt. Die Zahl der kritischen Fille ist durch den enormen Polymorphismus
des HL-A-Systems gering, wobei als kritisch fiir diese AusschluBsituation nur
Familien des Typs daBb X aabb gelten, d. h., dal bei einem Elternteil die Allele
A und B in heterozygoter Form vorkommen, wihrend sie beim anderen fehlen.
Innerhalb der Kinder solcher Familien miissen bei Allelie von 4 und B alle Kinder
entweder A+4-B— oder A—B-+ sein. Aus Mutter-Kind-Paaren ist beziiglich der
Allelie von 2 Genen 4 und B auch eine, allerdings geringere Information zu ge-
winnen, da eine A-+B---Mutter keine A—B—-Kinder haben kann und vice versa.

Eine andere mogliche Einschrinkung des Beweiswertes 148t sich aus dem Auf-
bau der HL-A-Molekiile ableiten, der im Abschnitt IIT bereits diskutiert wurde.
Nachdem am HL-A-Molekiil mehrere Determinanten vorliegen, ist es vorstellbar,
dafBl die Allele jedes der 2 SD-Loci zwar von einem Gen gesteuert werden, nicht
aber unbedingt durch homologe Stellen dieser Gene. Es kdnnte hier eine Situation
vorliegen, wie sie vom Gm-System bekannt ist. Bei diesem Erbmerkmalsystem
der schweren Ketten der IgG diirften die Determinanten Gm? und Gm?, obwohl
gie in der weiflen Rasse praktisch durch Allele definiert werden, nicht an homologen
Stellen der Gammaglobulinmolekiile liegen, wie es durch eingehende biochemische
Untersuchungen bewiesen werden konnte (s. Natvig u. Kunkel, 1973). Weiter darf
bei dieser Ausschluikonstellation die Moglichkeit einer Deletion nicht aufler acht
gelassen werden, wenngleich das Auftreten eines derartigen Ereignisses eine duler-
ste Seltenheit darstellen diirfte und bisher im HL-A-System noch nicht nach-
gewiesen wurde.

Trotz der guten Ubereinstimmung der Phénotypenfrequenzen in den beiden
Loci mit dem Hardy-Weinberg-Gleichgewicht und des Fehlens einer Beobachtung,
welche eine Abweichung von der postulierten Allelie zeigen wiirde, sollten der-
artige Ausschliisse vorsichtig und héchstens mit dem Terminus ,,Vaterschaft un-
wahrscheinlich* (maximale Irrtumswahrscheinlichkeit 49,) formuliert werden. Be-
ziiglich des Beweiswertes gelten fiir die hier angefithrten Ausschliisse analoge Uber-
legungen, wie sie unter Punkt a) erwéhnt wurden, d. h., daf} solche Ausschliisse
im SD-1. und SD-2-Locus mit einer maximalen Irrtumsquote von 0,169, (0,04
X 0,04 = 0,0016) belastet gind. Wenn in einem Locus ein AusschluB vorkommt,
bei dem das Kind ein HL-A-Merkmal aufweist, welches der Mutter und dem
Prasumtivvater fehlt, und im anderen Locus einer nach Punkt b), so wire die
maximale Irrtumsquote 0,4/, (0,01 x 0,04 = 0,0004) (Speiser, 1973).

¢) Das Kind besitzt einen Haplotyp, der dem Prasumtivvater fehlt, wobei kein
unter Punkt a) oder b) angefiithrter AusschluB3 vorliegt. Diese Situation beruht
auf der gekoppelten Vererbung der Gene des SD-1-Locus mit jenen des SD-2-
Locus. Grundvoraussetzung hierbei ist allerdings, daf die Genotypen der 3 Be-
teiligten eindeutig bestimmbar sind (die des Prasumtivvaters mit Hilfe der Unter-
suchung seiner Blutsverwandten). Beispiel : Mutter: HL-A1,HL-A8|HL-A3 HL-A7;
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Kind: HL-A2 HL-AI2[HL-A3 HL-A7; Prasumtivvater: HL-A2,HL-A5/{HL-A9,
HL-412. Bei dieser AusschluBlkonstellation (geringe AVACH) mu8 aber stets mit
dem Vorkommen einer Rekombination gerechnet werden, die in ca. 0,619, der
Meiosen auftritt. Die obere Schranke dieses Wertes (statistische Sicherheit 99,8%,),
welche mittels der Poisson-Verteilung berechnet wurde, betragt 1,549, das be-
deutet, daB bei dieser Ausschlufkombination Abweichungen auftreten, und zwar
mit einer maximalen Frequenz von 1,54%. Aus diesem Grund sind derartige
Situationen mit Vorsicht zu verwerten. Sie konnen aber wohl zur Erhdrtung von
Ausschliissen in anderen Systemen dienen.

Die gesamte AVACH im HL-A-System betrdgt 919,. Die Untersuchungen der
anderen, an Erythrocyten, im Serum und im Speichel nachweisbaren Erbmerkmal-
systeme: ABO mit Untergruppen, MNSs, P, Kk, Fy(a,b), Rh(C,c,C¥%,D,E,e),
Jk(a,b), Lu(a,b), Xg(a), Se, SEP, PGM,;, AK, ADA, GPT, Gm(a,x,f}, Inv(l), Hp,
Gce und Pt bringen eine AVACH von 95,4%, (Speiser, 1972b; Mayr, unverdffent-
licht). Bei Einbeziehung des HL-A-Systems steigt dieser Wert auf 99,6%,, so daB
die serologischen und biochemischen Untersuchungen der angefithrten Erb-
merkmalsysteme die Erkennung von nahezu allen Nichtvitern erméglichen. Bei
der Berechnung dieser gesamten AVACH sind allerdings in jedem System auch
jene AusschluBkonstellationen inbegriffen, die durch die Annahme einer Homo-
zygotie beim Prasumtivvater und/oder Kind bedingt sind und die grundsétzlich
eine geringere Beweiskraft haben, besonders dann, wenn diese Ausschliisse isoliert
vorliegen. Aus diesem Grund wurde in analoger Weise zu Speiser (1972h) die
AVACH der Ausschliisse, bei denen das Kind ein Merkmal aufweist, welches der
Kindesmutter und dem Prasumtivvater fehlt und denen ein sehr hoher Beweis-
wert zukommt, fiir alle Systeme (Genfrequenzen aus Mayr et al. (1970) und Speiser
(19721)) berechnet und deren kombinierte AVACH nach der Formel

1—(1—a) (1—b) (1—c) . . . (1—n)

zusammengestellt. Der Vergleich dieser 2 AusschluBmoglichkeiten ist in Tabelle 5
und in Abb. 1 angegeben, woraus zu ersehen ist, daB bei Miteinbeziehung des
HL-A-Systems die AVACH aller Situationen, bei denen das Kind ein Merkmal
aufweist, das seiner Mutter und dem Praésumtivvater fehlt, 96,19, erreicht (im
Vergleich zu den 99,6%, der alles umfassenden Ausschlullkonstellationen). Bei
Beriicksichtigung des HL-A-Systems wird man daher in den meisten Fallen auf
diejenigen Ausschliisse verzichten konnen, die durch Riickschliisse auf die Homo-
zygotie erwachsen.

Hier soll aber nochmals darauf hingewiesen werden, daB zwei oder mehrere
Ausschliisse in verschiedenen Loci, die auf der Deduktion der Homozygotie be-
ruhen, die Irrtumswahrscheinlichkeit verringern, da nicht anzunehmen ist, dafl
bei allen diesen Loci eine Variante, ein stilles Allel oder eine Deletion vorliegt.
Dadurch steigt der Beweiswert solcher Ausschlukombinationen stark an (Speiser,
1973).

Abb. 1. Kombinierte allgemeine Vaterschaftsausschlufichancen (AVACH). Kurve A und

schwarze Sdulen: Beriicksichtigung aller AusschluBkonstellationen. Kurve B und weille Séu-

len: Beriicksichtigung der Konstellationen, bei denen das Kind ein Merkmal besitzt, welches
der Mutter und dem Prisumtivvater fehlt



Tabelle 5. Allgemeine VaterschaftsausschluBchancen (einzeln und kombiniert) unter Beriick-
sichtigung aller AusschluBBkonstellationen sowie der Situationen, bei denen das Kind ein Merk-
mal besitzt, welches der Mutter und dem Prisumtivvater fehlt (—/4/—-Ausschliisse)

System Allgemeine VaterschaftsausschluBchance (AVACH)
alle Ausschliisse nur —/+ /——-Ausschliisse
AVACH (%) AVACH (%)
einzeln kombiniert einzeln  kombiniert
ABO 20 16
MNSs 32 45,6 13 26,9
Rh 29 61,4 16 38,6
K 4 62,9 4 41,1
P 3 64,0 3 42,9
Fy 18 70,5 6 46,3
Jk 19 76,1 6 49,5
Lu 3 76,8 3 51,0
Xg 5 78,0 1 51,5
Se 2 78,4 2 52,5
SEP 25 83,8 13 58,7
AK 3 84,3 3 59,9
PGM, 16 86,8 8 63,1
ADA 5 87,6 5 64,9
GPT 19 89,9 6 67,0
Hp 18 91,7 7 69,3
Ge 18 93,0 8 71,8
Gm 20 94,4 11 74,9
Inv 6 94,7 6 76,4
Pt 14 95,4 8 78,3
HL-A 91 99,6 82 96,1
¥ AYACH
100 99,6%
9,1%
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3. Biostatistische Berechnungen

Die Methode zur Berechnung der lg Y/X + 10-Werte der Vaterschaftswahr-
scheinlichkeit nach Essen-Moller wurde bereits publiziert (Mayr, 1972). Die damit
erhaltenen Werte konnen zu den Werten der anderen Erbmerkmalsysteme, welche
aus den von Hummel (1971) zusammengestellten Tabellen zu entnehmen sind,
addiert werden. Aus der Endsumme der Ig Y/X 4 10-Werte ergeben sich dann
Hinweise fiir oder gegen die Vaterschaft eines Prasumtivvaters. Nachdem die Zahl
der moglichen Mutter-Kind-Prasumtivvater-Kombinationen im HL-A-System
weit iiber 100000 betrigt und wegen des Fehlens einzelner Antisera bei verschie-
denen Gutachtern, wodurch die Frequenz der X-Allele variiert, wurden die lg Y/X
+ 10-Werte fiir das HL-A-System noch nicht in Tabellenform verdffentlicht. Es
liegen aber bereits Computerprogramme fiir ihre Berechnung vor (Hummel, 1973),
falls man sie nicht fiir jeden Fall einzeln errechnen moéchte, was aber keinen allzu
groBen Arbeitsaufwand darstellt. Desgleichen liegen auch Tabellen zur Berechnung
der Zufallswahrscheinlichkeit im HL-A-System vor (Spielmann u. Seidl, 1974), die
aber, wie bereits von Hummel (1969) ausfithrlich diskutiert, eine geringere In-
formation als die Vaterschaftswahrscheinlichkeit nach Essen-Moller besitzt.

Formeln zur Berechnung der VaterschaftsausschluBchance bei speziellen
Mutter-Kind-Kombinationen sind in Ausarbeitung und werden in Kiirze zur Ver-
fiigung stehen (Mayr u. Pausch, in Vorbereitung).

4. Praktische Anwendung des HL-A-Systems

Das HL-A-System wird bereits von mehreren Gutachtern in verschiedenen Léin-
dern (Bundesrepublik Deutschland, Dinemark, Frankreich, Italien, Osterreich,
Schweiz, Tschechoslowakei) fiir die Klarung strittiger Abstammungsfragen mit
erwartet guten Ergebnissen verwendet (Bartové, pers. Mittlg.; Curtoni, pers.
Mittlg. ; Giirtler, 1973 ; Hiller, pers. Mittlg. ; Jeannet et al., 1972; Mayerové et al.,
1972; Seidl u. Spielmann, 1973; Soulier ef al., 1972; Speiser, 1973). Dabei handelt
es sich im allgemeinen um problematische Fille, bei denen z. B. ein isolierter Aus-
schluB, welcher auf der entgegengesetzten Homozygotie beruht, bekriftigt werden
soll, oder um Mehrmannfille, bei denen mittels der iiblichen Methoden keiner der
beteiligten Manner von der Vaterschaft auszuschliefen war. Der Wert des HL-A-
Systems dokumentiert sich sowohl bei der Feststellung der Nichtvaterschaft als
auch bei der Ermittlung der biostatistischen Vaterschaftswahrscheinlichkeit. Wegen
seines grofen Polymorphismus eignet sich das HL-A-System besonders auch fiir
jene Paternititssachen, bei denen die Kindesmutter oder der Prasumtivvater ver-
storben oder nicht greifbar sind, aber deren Blutsverwandten zur Verfiigung stehen
(Bender u. Mayerova, 1973; Speiser et al., 1974). In solchen Fillen ist es oft mog-
tich, die 2 Haplotypen und damit den Genotyp der oder des Verstorbenen zu
rekonstruieren, woraus sich dann im allgemeinen eine Aussage iiber die Vaterschaft
ableiten 1458t.

Diese Sicherheit der Aussage des HL-A-Systems in der Paternitéitsserologie
konnte im Rahmen von eigenen Familienuntersuchungen untermauert werden.
Bei 36 Familien mit 127 Kindern, bei welchen neben HL-A auch die Erbmerkmal-
systeme ABO, MNSs, P, Kk, Fy(a,b), Rh(C,c,C%,D,E,e), Jk(a,b), Lu(a,b), Xg(a),
Le(a,b), SEP, PGM,, AK, ADA, GPT, Gm(a,x,f), Inv(l), Hp, Ge, Pt, ABH-Se



Das HL-A-System in der Paternititsserologie 97

und Le(a,b)-Se untersucht wurden, fanden sich 2 illegitime Kinder. Beide gesetz-
lichen Viéter waren im HL-A-System auszuschliefien, in einem Fall zusatzlich noch
im ABO-, MNSs- und Ge-System, im anderen im ABO-, MNSs-, Rh- und Lu-

System.
5. Fehlerquellen bei der Bestimmung der HL-A-Merkmale

unter besonderer Beriicksichtigung der Paternititsserologie

Das Hauptproblem in der serologischen Bestimmung der HL-A-Antigene liegt
derzeit in der Beschaffung von einwandfrei reagierenden Antisera. Wie bereits
angefiihrt, liegen an einem HL-A-Molekiil mehrere Determinanten vor, so dafb
in den verwendeten Testsera sehr haufig ein starker Antikérper gegen die Haupt-
determinante zu finden ist (z. B. Anti-HL-A2), daneben aber noch schwichere
Begleitantikorper gegen andere Determinanten desselben Molekiils (im erwédhnten
Fall Anti-F(HL-A2,W28)). Nachdem im lymphocytotoxischen Test der Gendosis-
Effekt (Antisera reagieren mit Lymphocyten homozygoter Gentrager stirker als
mit jenen heterozygoter) eine grofle Rolle spielt und auch héufig ein Synergismus
von Antikorpern nachweisbar ist (ein Antikérper der Spezifitdt Anti-HL-A2
+ Anti-HL-A5 reagiert mit HL-A2-positiven, HL-A5-positiven Lymphocyten
starker als mit HIL-A2-positiven, HL-A5-negativen oder HL-A2-negativen, HL-
A5-positiven) (Ahrons u. Thorsby, 1970), muB stets an das Vorhandensein solcher
Begleitantikorper gedacht werden.

Als Beispiel eines Fehlers auf Grund des Gendosis-Effektes sei folgender Fall angefahrt:
Vater: HL-A2,HL-A5/HL-A3,HL-A7; Mutter: HL-A2,HL-A12{HL-A9,W15; Kind: HL-A2,
HL-A5/HL-A2,HL-A12. Bei der Gewebstypisierung des Kindes zeigte sich, dafl ein in Aus-
wertung stehendes und sonst nur W28 anzeigendes Antiserum mit den kindlichen Zellen rea-
gierte. Weiterhin angestellte eingehende Analysen erbrachten, daB dieses Serum in Wirklich-
keit neben dem Hauptantikorper Anti-W28 eine schwache Begleitkomponente gegen F(HL-A2,
W28) aufwies, welche nur mit Lymphocyten von HL-A2-homozygoten Individuen reagierte.
Wire bei der Gewebstypisierung bei der eben angefithrten Familie nur dieses eine Anti-W28-
Serum angewendet worden, hdtte man das Kind als W28-positiv bestimmt und damit félschlich
einen Ausschlufl des Kindesvaters konstruiert.

Als Beispiel fiir den Synergismus von Antikérpern sei folgendes Antiserum er-
wabhnt: Im Serum einer Multipara (BS Sh) konnte ein Antikérper der Spezifitit
Anti-HIL-A7 gefunden werden, der an einem begrenzten Lymphocytenpanel von
30 ausgewéhlten Spendern streng spezifisch reagierte. Die weiteren Analysen dieses
Serums mittels einer duBlerst empfindlichen Methode, die ca. 100mal so sensibel
wie der lymphoeytotoxische Test in der NIH-Standardmethode ist, ergab aber,
daB folgende Antikorper in diesem Serum enthalten sind: Anti-HL-A7 -+ Anti-
FHL-A7,W10) + Anti-F(HL-A7,W22) + Anti-F(HL-A7,W27) 4 Anti-F(HL-A7,
W10,W22,W27) (Trinchieri et al., 1973). Diese Daten wurden auch dadurch ge-
stiitzt, dafl der Antikérper im Iymphocytotoxischen Test mit Lymphocyten, die
gleichzeitig zwei der Merkmale W10, W22 oder W27 besallen, positiv reagierte.
Demnach wéren bei der Konstellation Vater: HL-A2,W22[HL-A3,W15; Mutter:
HL-A1HL-ASJHL-A9,W27; Kind: HL- A2, W22/HL-A9, W27 die Zellen des Va-
ters und der Mutter mit dem erwihnten Anti-HL-A7(BS Sh)-Serum negativ, wih-
rend die des Kindes eine positive Reaktion zeigten. Wenn in einem derart gelager-
ten Fall einem Untersucher keines der eher selten vorkommenden reinen Anti-
W22-Sera zur Verfiigung stiinde, sondern nur Sera der Spezifitdt Anti-HI-A7
-+ W22 sowie das erwidhnte Serum BS Sh zur Definition von HL-A7, so wiirden

7 Z. Rechtsmedizin, Bd. 75
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HL-A1

HL-A11

W25
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W29

W19.6

Abb. 2. Kreuzreaktionen im HL-A-System: SD-1-Locus. Dicke Linien = h#ufig vorkommende
Kreuzreaktionen, diinne Linien == selten vorkommende Kreuzreaktionen

die Phanotypen der Eltern als HL-A2, HL-A3, W15, W22 bzw. HL-A1, HI.-A9,
HL-A8, W27 bestimmt werden, der des Kindes jedoch filschlicherweise als HL-A2,
HL-A9, HL-A7, W27. Durch die Wertung des Kindes als HL-A7-positiv zeigt
dieses ein Merkmal, das sowohl seiner Mutter als auch dem Vater fehlt, woraus
ein falscher Vaterausschlul} resultierte. Aus diesem Grund ist die Kenntnis der
Antigengruppen, gegen die héufig , kreuzreagierende Antikérper gebildet werden,
wobei aber hier nicht unterschieden werden soll, ob es sich um Kreuzreaktionen
im engeren Sinn oder um Kreuzreaktionen durch das gleichzeitige Vorliegen einer
Determinante am Genprodukt mehrerer Allele handelt, von groBer Bedeutung. Die
wichtigsten dieser kreuzreagierenden Gruppen sind in Abb. 2 und 3 verzeichnet
(Mayr, 1974 a).

Ferner ist noch hinzuzufiigen, dafl nicht alle lymphocytotoxischen Antikérper
gegen Merkmale des HL-A-Systems gerichtet sind. Wenn auch selten, so reagieren
manche mit dem Antigen Le(a), das an Lymphocyten aller Individuen vorhanden
ist, deren Erythrocyten Le(a)-positiv sind (Dorf ef al., 1972); andere wiederum
mit dem Antigen R.B. (Mayr u. Mayr, 1974), das mit wenigen Ausnahmen bei
allen Lymphocyten der Individuen vorkommt, welche die Gene 4, der klassischen
Blutgruppen und Se der ABH-Sekretion tragen. Das Vorkommen solcher Anti-
korper in HL-A-Testsera kann ebenfalls zu Problemen und falschen Beurteilungen
fithren, da die Antigene Le(a) und R.B. auf der Interaktion von je 2 unabhéngigen
Loci beruhen und daher keinem dominanten Erbgang folgen.

Basierend auf den oben angefiihrten moglichen Fehlerquellen ist es absolut
notwendig, da alle Sera, welche zur Definition von HL-A-Antigenen verwendet
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HL-A5

e 3
HL-A8

HL-A7

HL-A12
HL-A13

Abb. 3. Kreuzreaktionen im HL-A-System: SD-2-Locus. Dicke Linien = héufig vorkommende
Kreuzreaktionen, diinne Linien == selten vorkommende Kreuzreaktionen, punktierte Linien
= noch nicht gesicherte Kreuzreaktionen

werden sollen, von jedem einzelnen Untersucher in der ihm gewohnten Technik
gegen eine grofe Anzahl von Lymphocyten von Individuen mit bekanntem Anti-
genmuster ausgewertet werden miissen, bevor sie routineméBig Verwendung fin-
den. Zum Aufdecken von Begleitantikérpern ist die Beriicksichtigung der kreuz-
reagierenden Gruppen, der klassischen Blutgruppen, des Lewis-Systems sowie des
ABH-Ausscheidersystems der Lymphocytenspender notwendig. Die grofte In-
formation tiber die Qualitit von Antisera bringen aber immer Familienunter-
suchungen, bei denen UnregelméiBigkeiten in der Reaktibilitét am leichtesten er-
kannt werden kénnen. Aus diesen Schwierigkeiten ist die Forderung abzuleiten,
daf} in Paternitatsfillen mindestens 3 eingehend analysierte Antisera zur Definition
eines HL-A-Merkmals verwendet werden und dafl das Vorhandensein des korre-
spondierenden Antigens erst bei positiver Reaktion aller verwendeten Sera der-
selben Spezifitdt als gesichert gelten kann. Dieses rigorose Verlangen diirfte derzeit
aber nur von wenigen Untersuchern erfiillbar sein.

Eine andere Quelle von Schwierigkeiten bei der Verwendung des lymphocyto-
toxischen Tests stellt das Kaninchenserum dar, welches das fiir den Test not-
wendige Komplement liefert. Dabei kommt es aber nicht nur auf die Komplement-
quantitit, welche mittels des hdmolytischen Titers gegen sensibilisierte Hammel-
erythrocyten gemessen wird, an, sondern auf thermolabile sublytische Hetero-
antikérper gegen humane Antigene (Ferrone et al., 1974). Nachdem der genaue
Mechanismus der Wirkung des Kaninchenserums bisher nicht bekannt ist, konnte
noch keine Standardisierung erreicht werden. Fiir Laboratorien mit umfang-
reichem Arbeitsanfall an Gewebstypisierungen ist es der einfachste Weg, eine groBe

7*
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Menge von Kaninchensera zu gewinnen und zu mischen (100—200 Tiere), welche
in kleine Mengen portioniert bei —80°C oder in fliissigem Stickstoff (—196°C)
gelagert bzw. lyophilisiert wird und dann iiber eine lingere Zeitspanne verwendet
werden kann. Beim Wechsel von einer Komplementcharge zu einer anderen ist
es stets unerldBlich, die Aktivitdten der beiden Chargen miteinander zu verglei-
chen, um eine gleichbleibende Empfindlichkeit des Tests zu garantieren.

Der Vollstandigkeit halber sei noch eine eher selten anzutreffende Fehlerquelle
erwahnt, die in schwach ausgepragten HL-A-Merkmalen zu finden ist. Von diesem
Phinomen ist erst ein einziger Fall in der Literatur zu finden (Mayr u. Mayr,
1972). Dabei handelt es sich um einen Vater und dessen Tochter, die ein schwach
ausgepriagtes HL-A2 besitzen, wihrend die Mutter HL-A2-negativ ist. Die Re-
aktibilitdt der Lymphocyten der Tochter war aber mit einigen Anti-HL-A2-Sera
stérker als mit den Zellen des Vaters, so dafl auch in diesem Fall, bei Verwendung
von nur einem Anti-HL-A2-Testserum, moglicherweise ein falscher Ausschlufl des
Vaters hétte gefolgert werden kénnen.

AbschlieBend sei festgestellt, daBl das HL-A-System das menschliche Erb-
merkmalsystem mit der bisher hochsten Vaterschaftsausschluichance (919;) ist.
Der Erbgang der einzelnen Merkmale ist so gut erforscht, daB einem Ausschluf,
bei dem das Kind ein Antigen aufweist, welches seiner Mutter und dem Prasumtiv-
vater fehlt, eine maximale Irrtumswahrscheinlichkeit von derzeit nur 19, ent-
spricht, wobei die gesamte VaterschaftsausschluBchance allein dieser Konstellation
829, ausmacht. Was den technischen Arbeitsaufwand betrifft, ist das HIL-A-
System mit seiner allgemeinen Vaterschaftsausschlufichance von 919, auch dem
Gesamtaufwand aller anderen Systeme mit einer kombinierten allgemeinen Vater-
schaftsausschlufichance von 95,4%, weit diberlegen, da simtliche Befunde einer
Gewebstypisierung, inklusive Blutentnahme und Isolation der Lymphocyten,
innerhalb eines Arbeitstages vorliegen, wihrend die Auswertungen aller anderen
angefithrten Erbmerkmalsysteme ungefdhr 1 Woche dauern.

Das Hauptproblem, das die weite Ausbreitung dieses Systems in allernédchster
Zeit einschrinkt, ist die Schwierigkeit, entsprechende Antisera zu erhalten. Trotz
der groBen Anstrengungen der Industrie in dieser Beziehung ist die Qualitdt der
derzeit am Markt erhiltlichen HL-A-Testsera manchmal nicht optimal und auch
die Zahl der zur Verfiigung stehenden Spezifitdten begrenzt. Nachdem aber immer
mehr Firmen in der Lage sein werden, HL-A-Testsera anzubieten, bleibt zu hoffen,
daB in Zukunft die Durchfithrung von HL-A-Gutachten nicht nur auf einige wenige
Speziallaboratorien beschriankt bleibt. Es mufl aber nochmals darauf hingewiesen
werden, daB die Bestimmung der HL-A-Merkmale einige Probleme mit sich bringt,
die bei den Nachweistechniken der bisher iiblicherweise in der Paternitétsserologie
verwendeten Erbmerkmalsysteme nicht auftreten. Die Beriicksichtigung dieser in
Vorliegendem angefiihrten spezifischen Schwierigkeiten soll dazu dienen, Fehl-
beurteilungen zu vermeiden, welche das HL-A-System fiir die Anwendung bei
Fragen strittiger Abstammung diskriminieren kénnten.
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