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Population Genetic Examination of the Esterase D (EsD) Erythrozyte Isoenzyme
System in the Inhabitants of Szeged and Its Environment (South Hungary)

Summary. The authors have examined 1,480 random and unrelated persons
who belonged to South Hungarian (Szeged and its environment) population
and 159 mother—child pairs by starch-gel electrophoresis to determine the
distribution of EsD enzyme polymorphism. The distribution of phenotype was
as follows: EsD 1-1 = 80.74%, EsD2-1 = 11.97%, EsD2-2 = 1.28%. The
gene-frequency values were: EsD'=0.8973 and EsD”=0.1027. The observed
values do not differ significantly from the mean values of the Central European
populations. The results of the examinations on mother~child pairs confirmed
the established formal genetic theory of the inheritance of EsD enzyme
polymorphism.
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Zusammenfassung. Dic Verfasser haben in den Blutproben von 1480 aus der
Population von Szeged und Umgebung (Siid-Ungarn) stammenden unausge-
wahlten und miteinander nicht verwandten Personen und anhand von 159
Mutter-Kind-Blutproben mittels horizontaler Stiarkegel-Elektrophorese die
Genhiufigkeit des EsD-Enzympolymorphismus und die Verteilung der Phiano-
typen untersucht. Die EsD-Genfrequenz erwies sich als EsD'=0,8973 und
EsD’=0,1027, und die Phinotypenverteilung betrug: EsD 1-1: 80,74%;
EsD2-1: 11,97%, EsD 2: 1,28%. Die erhaltenen Genfrequenzen entsprechen
den bei den kaukasoiden Volkern gefundenen Genfrequenzwerten. Eine
Abweichung von dem beim EsD-Enzymsystem festgestellten Erbgang haben
sie in threm Untersuchungsmaterial nicht beobachtet.
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Hopkinson et al. haben 1973 die Existenz eines Polymorphismus des genetisch
gesteuerten Esterase D (EsD)-Isoenzyms und seines Erbganges mittels Starkegel-
Elektrophorese erwiesen. Ihren Untersuchungen nach ist von cinem aus drei
Phénotypen (EsD 1, EsD 2-1 und EsD 2) bestehenden System die Rede, das von
zwei an einem autosomalen Genlocus liegenden kodominanten Genen (EsD’ und
EsD’) bestimmt wird.

Bender und Frank beobachteten 1974 einen neuen EsD-Phinotyp, den sie als
EsD 3-1 bezeichneten. In dem Untersuchungsmaterial von Ritter und Miiller
(1975) kam das Allel EsD® wiederholt vor, und damit ist die Existenz des
Phénotypus EsD 3-1 auch von anderen bekriftigt worden.

Berg et al. fanden 1976 in einer Familie ein weiteres Allel (EsD?), und zwar in
Form eines EsD 4-1- und eines EsD 4-2-Phinotypus.

Hitzeroth et al. fanden 1976 bei der Bevolkerung von Mamelod (Siid-Afrika)
noch ein weiteres — bis dahin nicht beobachtetes — Allel (EsD™#), welches neben
dem EsD' als Phianotyp EsD Ma-1 vorkam.

Marks et al. konnten 1977 anldBlich ihrer populationsgenetischen Untersu-
chung bel der sidafrikanischen Ambo-Bevolkerung — aufgrund der geringeren
Intensitdt der Fluoreszenz der Enzymflecke — die Existenz eines im EsD-Enzym-
system vorkommenden stummen Gens (EsD’) wahrscheinlich machen.

Suzuki et al. beobachteten 1978 das Gen EsD’ in Gestalt eines EsD 3-2-
Phénotyps.

Griiner und Simeoni nahmen 1978 in einer anderen Familie das Vorkommen
des Allels EsD* ebenfalls wahr: beim Vater kam es als EsD 4-1- und bei seinem
Sohn als EsD 4-2-Phanotyp vor.

Ungeachtet dessen, dal seit der Entdeckung des EsD-Systems auch andere,
selten vorkommende Gene gefunden wurden, kommt in den Untersuchungen zur
Feststellung der Herkunft auch weiterhin den hiufiger vorkommenden Genen eine
Rolle zu, obzwar das bei dem belangten Vater und dem Kind vorkommende seltene
Gen das Faktum der Abstammung fast zur GewiBlheit machen kann.

Zum Nachweis der erwidhnten Isoenzyme ist in letzter Zeit nicht nur die
Stirkegel-, sondern auch die Agarosegel- (Kiithnl et al. 1974) und die auf
Zelluloseazetatfolie (Martin und Ott 1975) vorgenommene Elektrophorese heran-
gezogen worden.

Beziiglich des Vorkommens des EsD-Systems stehen heutzutage fiir fast alle
Bevdlkerungen umfangreiche populationsgenetische Daten zur Verfiigung. Die
Daten betreffs der in der ungarischen Population vorkommenden Genfrequenz
und der Verteilung des Phanotyps geben als erste wir bekannt'.

Untersuchungsmaterial und Methoden

Die Untersuchungen erfolgten mit 1480 von der Blutspender-Station erhaltenen Blutproben
unausgewdhliter, nichtverwandter erwachsener Personen und aufgrund von 159 Mutter-Kind-

1 Im Institut fiir Rechtsmedizin der Universitit Szeged haben wir mit den serologischen Unter-
suchungen zur Feststellung der Abstammung aufgrund der Verordnung 7/1978 des Justiz-
Ministeriums im Jahre 1979 begonnen, und — auBler den iibrigen Enzymsystemen — nehmen
wir auch die Untersuchung des EsD-Systems vor
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Paar-Blutproben, die uns von der Universitidts-Frauen- und -Geburtsklinik zur Verfiigung
gestellt wurden®.

Die Untersuchung des EsD-Enzymsystems wurde auferdem in 128 Fillen von Vaterschafts-
ermittlungen (neben der Priifung der folgenden Komponenten: ABO, MN, Ss, Rhesus, Kell-
Cellano, Duffy, Gm (a, x, b, f), InV/1, G¢, Hp, VSP, PGM, GPT, ADA, AK und GLO-Systeme
routinemaBig durchgefiihrt.

Die Bestimmung geschah mittels horizontaler Starkegel-Elektrophorese bei Anwendung
dreier Methoden:

a) Nach Welch: Als Briickenpuffer diente Zitrat-Phosphat-Puffer (150 mM Zitrat —
NaH,PO4, pH 5.9) und als Gel-Puffer eine hundertfache Verdiinnung davon.

Das Himolysat aus den Erythrozyten wurde wie iblich bereitet. Die Elektrophorese wurde
im Kithlschrank bei + 4°C und 12 V/cm Spannung4 h hindurch vorgenommen. Die Entwicklung
der Enzymflecke geschah nach der Methode von Hopkinson et al. (1973); als Substrat diente 4-
Methyl-umbelliferryl-azetat.

b) Methode von Welch (1975) zur gemeinsamen Bestimmung von ADA, AK und EsD: Als
Briickenpuffer fand Zitrat-Phosphat-Puffer (pH 5,9) Verwendung (38,2 g NaH,PO,4 - 2H,O +
32,1 g NasCsHsO7 - 2H,0 in 11 Wasser). Das (ca. 12%ige) Stirkegel wurde mit 1: 100 verdiinntem
Briickenpuffer hergestellt.

Das Hiamolysat wurde mit Whatman 17-Filtrierpapier in das Gel geimpft.

Elektrophorese: bei 12V/cm Spannung und +4°C im Kiithlschrank, 3,5h lang.

Der obere Teil des horizontal halbierten Gels wurde auf AK (der der Kathode zugekehrte
Teil) und auf ADA (der zur Anode blickende) bzw. der untere Teil auf EsD gefirbt.

c) Gemeinsame Untersuchung des EsD-Systems mit dem GLO-System. Briickenpuffer: TRIS-
Malein (pH: 7,5):24,22 ¢ TRIS; 23,2 g Maleinsdure; 4,68 g EDTA; 1,62 g MgCly; 10,6 g NaOH ad
2000 ml dest. Wasser. Unter Polaustausch 5—6mal brauchbar.

Gelpuffer: 1:10 verdiinnter Briickenpuffer. Das Himolysat wurde auf die iibliche Weise nach
dreimaligem Waschen des Blutes mittels Tiefgefrieren (—20°C) bereitet. Beimpfung: mit
3 x5 mm groBen Whatman 17-Filterpapier 3,5 cm von der Kathode auf 6 mm hohes, ca. 10%iges
Starkegel (27,5 g hydrolisierte Kartoffelstiarke + 25 ml Gelpuffer + 225 ml dest. Wasser).

Elektrophorese: im Kiihlschrank bei +4°C und 4,0V/cm Spannung (ca. 120—130V,
30—40mA) 17 h lang.

Die Flecke des GLO-Systems — das Gel wird bei Raumtemperatur gehalten — erschienen
8—9cm von der Einimpfung in Richtung der Anode innerhalb von 5min, wihrend die EsD-
Isoenzyme 5 cm von der Beimpfungsstelle, ebenfalls in Richtung der Anode aufschienen. Nach
horizontaler Halbierung des Gels wurde der obere Teil auf EsD und der untere auf GLO gefarbt.

Zur Entwicklung der EsD-Flecke wurden 5—6 mg 4-Methyl-umbelliferryl-azetat in 1,5 ml
Azeton und 3,5ml Azetatpuffer gelost, dann Filtrierpapier auf das Gel gelegt und die
Firbelosung (Substrat) darauf geschiittet. Die Ablesung erfolgte nach 5min Inkubation im
Thermostat (bei 37°C) im UV-Licht bei 360 my.

Ergebnisse

Die aufgrund der von 1480 Personen aus Szeged und Umgebung entnommenen
Blutproben erhaltene Genfrequenz und Phinotypverteilung veranschaulicht Ta-
belle 1.

Seltene Varianten (wie EsD 3-1, EsD 3-2, EsD 4-1 und EsD 4-2 sowie defekte
Typen) haben wir in unserem Material nicht gefunden.

Die erhaltene und berechnete Phianotypenhiufigkeit zeigte beim Vergleich
mit der y>-Probe keinen signifikanten Unterschied (P> 0,01), was bedeutet, daB
2 Frau Dr. Gabriclla Kaiser sprechen wir fiir die uns von der Blutspender-Station Szeged und

Frau Dr. Ilona Veres fiir die uns von der Frauen- und Geburtsklinik der Universitit Szeged
tiberlassenen Blutproben auch an dieser Stelle unseren Dank aus
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Tabelle 1. Hiufigkeit der EsD-Phinotypen und Genfrequenz in der Bevélkerung von Szeged und
Umgebung (Siid-Ungarn)

Phanotyp Gefunden Erwartet

n % n %
1-1 1195 80,74 1191,63 80,51 EsD' 0,8973
2-1 266 17,97 272,76 18,43 EsD’ 0,1027
2-2 19 1,28 15,61 1,05
Insgesamt 1480 99,99 1479,90 99,99 1,0000

Iy =0,501; (df=2); P>0,01

Tabelle 2. Verteilung der EsD-

Mutter Kind Phinotypen aufgrund der
Untersuchung von 159 Mutter-
72—
! ! 2 i Kind-Paaren

1 98 16 — 114
2-1 26 18 — 44

2 — 1 — 1
Insgesamt 124 35 — 159

mit 99%iger Wahrscheinlichkeit die Hypothese der Unabhingigkeit zu verwerfen
ist. Die erhaltenen EsD-Genfrequenzen unterscheiden sich nicht wesentlich von
den Genfrequenzwerten der mitteleuropiischen Volker (ausgenommen die Ita-
liener).

Bei der Untersuchung von 159 Mutter-Kind-Blutproben nahmen wir keinerlei
Kombination wahr, die auf die Anwesenheit eines stummen Gens hindeuten wiirde
und von der Mendelschen Vererbung abwiche (Tabelle 2).

In 125 Fillen von gerichtlicher Vaterschaftsermittlung konnte in 3 Fillen die
Vaterschaft der belangten Ménner aufgrund des EsD-Systems ausgeschlossen
werden.

Diskussion

Die EsD-Genfrequenz weicht in den verschiedenen Vélkergruppen erheblich
voneinander ab; nach Weismann et al. (1979) variiert die EsD'-Frequenz in der
europdischen Bevolkerung zwischen 0,950 (italienische Alpen) und 0,840 (Rom).
In der deutschen Bevolkerung bewegt sich die EsD'-Héufigkeit zwischen 0,9025
und 0,8737 und die EsD*-Frequenz zwischen 0,1261 und 0,0974. In Nord-Europa
liegt allgemeinhin die EsD'-Frequenz héher und in Siid-Europa niedriger; eine
Ausnahme hiervon bilden die Bewohner der italienischen Alpen. So ergeben sich
die folgenden EsD'-Genfrequenzen:

Finnland: 0,923
Schweden: 0,920
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Rom: 0,840
Mailand: 0,865
Venedig:  0,8566 und
Toscana: 0,856

In Asien ist die EsD'-Frequenz noch niedriger als bei den europiischen

Vilkern. Es gibt Volksgruppen, wo das Gen EsD? nicht vorkommt, so ergab sich
bei den Indianern von Paraguay (Moro) und den siidafrikanischen Swasi eine
Ele-Frequenz von 1,000; in anderen afrikanischen Lindern, z. B. Uganda, betrug
sie 0,890 und bei den Bantu-Negern 0,9722.

Die von uns erhaltenen Genfrequenzen entsprechen und fiigen sich gut der

Genverteilung der kaukasoiden Volker ein.
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