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Application and Proof of the Polymorphism of Phosphoglycolate Phosphatase
in Forensic Medicine

Summary. The paper deals with a description of a modified technique of the
electrophoretic demonstration of the phenotypes of phosphoglycolate phos-
phatase (PGP). The technique yields reproducible results. A total of 369 non-
related blood donors as well as 138 mother/child pairs were investigated. The
blood donors were predominantly of the population of east Westphalia (Miin-
sterland). The following gene-frequencies were calculated: PGP 0.867, PGP?
0.106, PGP? 0.027. The figures are in good agreement with other German
samples. In the mother/child pairs investigated so far there was no irregular
segregation. The hypothesis of three alleles on an autosomal locus is thus
further confirmed.

On the basis of all available family and mother/child data, it is suggested
that in the “classical” exclusion method, use of the maximal value is possible.
In blood stains that were artificially produced PGP phenotypes were demon-
strable up to 6 to 7 weeks.
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Zusammenfassung. Die Darstellung der Phinotypen der Phosphoglycolat-
Phosphatase (PGP) mittels Stirkegelelektrophorese wird beschrieben. Die
dargestellte Methodik fiihrt zu reproduzierbaren Ergebnissen. 369 nicht mit-
einander verwandte Spender sowie 138 Mutter/Kind-Paare wurden unter-
sucht. Die Spender entstammen der Bevolkerung Ostwestfalens (Miinster-
land). Aus der PGP-Phénotypen-Verteilung wurden die Genfrequenzen mit
PGP': 0,867, PGP 0,106 und PGP*: 0,027 berechnet. Die Ubereinstimmung
mit anderen deutschen Stichproben ist gut. Die durchgefiihrten Mutter/
Kind-Untersuchungen weisen keinen Fall irregulérer Zygotie auf; das ange-
nommene Genmodell ,drei kodominante Allele an einem autosomalen
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Locus” erfahrt weitere Bestitigung. Unter Beriicksichtigung sdmtlicher vor-
liegender Familien- und Mutter/Kind-Untersuchungen wird beim klassi-
schen Ausschlul3 die Anwendung des maximalen Beweiswertes fiir moglich
gehalten. Die Untersuchung auf PGP-Isoenzyme im Erginzungsgutachten
wird empfohlen. Aus kiinstlich angelegten Blutspuren sind PGP-Phénoty-
pen, abhingig von der Lagerungsbedingung, maximal 6-7 Wochen lang
nachweisbar.

Schliisselwirter: PGP-Isoenzyme, Genfrequenzen - Phosphoglycolat-Phos-
phatase, Beweiswert - Blutspuren, PGP

Der Polymorphismus der Phosphoglycolat-Phosphatase (PGP) wurde 1978 von
Barker und Hopkinson erstmalig beschrieben [2]. Nachfolgende Autoren modifi-
zierten die urspriinglich angegebene stirkegelelektrophoretische Methode und
erzielten zum Teil verbesserte Auftrennungen der Isoenzyme. So fiihrte auch
die Darstellung im Agarosegel zu vergleichbaren Resultaten, wihrend die iso-
elektrische Fokussierung keine befriedigenden Ergebnisse zeigte [12].

Die forensisch-serologischen Laboratorien stehen einer breiten Anwendung des
PGP-Systems wegen mangeilnder Trennqualitit bei den heterozygoten Typen
noch zuriickhaltend gegeniiber, obwohl Martin et al. bereits 1981 eine Methodik
publizierten, die eine sichere Differenzierung auch der heterozygoten Typen
ermdglicht [8]. '

PGP katalysiert folgende Reaktion: 2-Phosphoglycolat + H,0 = Glycolat +
Orthophosphat. Die physiologische Funktion dieses Enzyms ist noch weitge-
hend unerforscht. Es ist bekannt, da 2,3-Diphosphoglycerat (DPG) sich an
Hiamoglobin bindet und dessen Sauerstoffaffinitit vermindert. Phosphoglycolat
stimuliert die 2,3-DPG-Phosphatase mehr als 1000fach [10]. So diirfte PGP einen
indirekten EinfluB auf den Sauerstoffiransport haben, indem es Phosphoglycolat
umsetzt und der Spiegel an 2,3-DPG ansteigen kann [11].

Im folgenden soll iiber Genfrequenzen der PGP in der Bevolkerung Ostwest-
falens berichtet werden; auBBerdem werden weitere Mutter/Kind-Untersuchun-
gen vorgestelit. In Verbindung mit der Literatur soll dem derzeitigen Beweiswert
und Anwendungsbereich nachgegangen werden.

Material und Methoden

Als Probenmaterial dienen Himolysate, die aus vendsem Blut durch Zentrifugieren und
anschlieBendes Einfrieren bei -20° C gewonnen werden. Die Blute stammen von 369 nicht
miteinander verwandten Personen beiderlei Geschlechts und von 138 Mutter/Kind-Paaren
aus dem Untersuchungsgut des Institutes. Einige Gastarbeiter sind eingeschlossen.

Zugrunde liegt die Nachweismethode von Martin et al. [8], die geringfiigig modifiziert
wurde:

Als Briickenpuffer wird ein 0,2-molarer TEMM-Puffer verwendet, der mit 40%iger NaOH
auf pH 7,2 eingestellt ist. Zur Herstellung des Gelpuffers wird der Elektrodenpuffer 1:15 ver-
dinnt. Es wird ein 12%iges Stirkegel verwendet (Ldnge 21,5 cm, Breite 14,5 cm, Dicke 0,6 cm);
nach dem Kochen wird dem Gel 2-Mercaptoethanol in einer Endkonzentration von
10 mmol/1 hinzugefiigt.
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Abb. 1. Pherogramm verschiedener PGP-Phénotypen
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Abb. 2. Diagramm der sechs
verschiedenen PGP-Phinotypen
(nach Barker und Hopkinson [2])

1 2-1 2 3-2 3 3-1 @

Die Himolysate werden in doppelt gelegten Filterpapieren (Schleicher und Schiill,
Nr. 2316) verimpft, pro Probe ca. 30 ul. Die angelegte Spannung betrdgt 200 Volt (9 Volt/cm
Spannungsabfall), wobei fir die ersten 30-60 min zunichst nur 100 Volt angelegt werden.

Die Laufzeit betrdgt 20-22 h. Die Kiihltemperatur liegt bei + 4° C (KiihIschrank). Elektro-
denpuffer und auch das noch nicht beimpfte Gel werden auf diese Temperatur vorgekiihit.
Zur Féarbung wird das Gel horizontal halbiert; der zwischen den Impfschlitzen und der
Kathode liegende Teil des Gels wird verworfen. Die Anfiarbung lduft in zwei Schritten ab:
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zunéichst in einer Enzym-Substrat-Reaktion, dann in einer Firbereaktion, mit der das freige-
setzte Phosphat optisch dargestellt wird.

Schritt 1. Substratgemisch (25 ml). 25 mg 2-Phosphoglycolat und 5 mg MgSO, werden in 5 ml
0,1-molarem Tris-HCl-Puffer, pH 7,5, gel6st, mit auf 55° C abgekiihiter Agarldsung (250 mg
Agar in 20ml 0,1-molarem Tris-HCl-Puffer, pH 7,5) gemischt und auf das Gel gegossen. Es
wird 2 h bei 37° C inkubiert, dann schlieBt sich nach Entfernen des Overlays die Farbreaktion
an.

Schritt 2. Firbepuffer-Overlay (12,5ml). In 6,25 ml 2,5% Ammoniumheptamolybdat in 4-N-
H,50, 0,3125g Ascorbinséure 16sen, mit 6,25 ml auf 55°C abgekiihlter Agarldsung (125 mg
Agar in 6,25 ml Aqua bidest.) mischen und auf das Gel gieBen. Die PGP-Isoenzymbanden zei-
gen sich schwach bereits nach 5 min, nach rund 30 min ist die Ablesung gut méglich. Die
blauen Spots auf hellem Grund erscheinen in einem Bereich etwa 5-9 cm anodenwiirts von
den Auftragsschlitzen (sieche Abb.1 und 2).

Spurenuntersuchung. Von zwei Probanden mit den bekannten PGP-Phinotypen 1 und 2-1
wurde vendses Blut entnommen und sofort auf Spurentriiger verimpft. Tropfen von jeweils
50 ul Vollblut wurden auf Glas und weiBes Leinentuch appliziert. Gelagert wurden diese
kiinstlichen Blutspuren unter verschiedenen Bedingungen: im Brutschrank bei +37°C, bei
Raumtemperatur (+ 20° C), in einem Haushaltskiihischrank (+ 4° C) und in einem Tiefgefrier-
schrank bei —20°C. Vor der Elektrophorese wurden die Blutspuren mit Zusatz von 60 mM
Mercaptoethanol, nach Ablauf von 3 Wochen ausschlieBlich in 60 mM Mercaptoethanol,
redissolviert. Glasspuren wurden abgekratzt und in Filterpapier verimpft, Stoffspuren wur-
den nach Redissolvieren direkt im Leinentuch verimpft.

Ergebnisse und Diskussion

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen sind in den Tabellen 1 und 2 zusam-
mengestellt. Die Identifikation der PGP-Isoenzyme bereitet, wie die Abb.1
zeigt, keine Schwierigkeiten. Die dargestellte Methodik ermdglicht daher eine
sichere Reproduzierbarkeit der Ergebnisse.

PGP 2-1 und 3-1 sind gelegentlich recht schwach ausgebildet, die iibrigen
Isoenzyme stets kriftig. Beim Phénotyp 3-1 entspricht die erzielte Darstellung
nicht der in Abb. 2 vorgestellten theoretisch angenommenen Darstellung dieses
Isoenzyms. Drei Banden sind nicht klar voneinander abgrenzbar. Die typische

Tabelle 1. PGP-Phénotyp- und Genfrequenzen einer ostwestfdlischen Stichprobe

Phénotyp Beobachtet Erwartet Genfrequenzen
n % n %

1 276 74,80 277,52 75,21 PGP!: 0,867

2-1 69 18,70 67,67 18,34 PGP% 0,105

2 4 1,08 4,09 1,11

3-1 19 5,15 17,38 4,71 PGP3: 0,027

3- - — 0,27 0,074

32 1 0,29 2,12 0,575

Summe 369 100 369,05 100,01
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Tabelle 2. PGP-Mutter/Kind-Paare (in Klammern die erwarteten Ergebnisse, die unter Pan-
mixie-Voraussetzungen errechnet wurden, wobei die in Tabelle 1 aufgefiihrten Genfrequen-
zen flir die hypothetischen Viter zugrunde gelegt wurden)

Mutter Kind
1 2-1 2 3-1 3 3-2 n
1 88 7 + 2 + + 97
(84,12) (10,25) (2,63)
2-1 16 13 2 1 + — 32
(13,87) (15,56) (1,69) (0,43) 0,43)
2 + — 1 + + — 1
(0,86) (0,10) (0,02)
3-1 5 1 + 1 1 — 8
(3,46) (0,42) (3,56) 0,1) (0,42)
Summe 109 21 3 4 1 - 138
Erwartet 101,45 27,09 1,79 6,62 0,1 0,87 137,92

Tabelle 3. Zusammenstellung der aus verschiedenen europiischen Stichproben bestimmten
Genfrequenzen

Quelle Christi- Martin  Eig. Brink Scherz  Barker/ I+II+ I-VI

ansen/ et al, Unter- et al. et al. Hopkin- III+1V
Sachs (unver-  su- 1981 1981 son
1981 1)  offent- chung (IV) V) 1978
licht 1983 (VD)
1982) (11
(I
Popu- Schles- Berlin Ost- Bonn Schweiz Europa Deutsch- Eu-
lation wig- west- land ropa
Holstein falen

PGP! 0,84115 08613 0,867 0,8233  0,8889 0,826 0,8515  0,8557
PGP? 0,11770  0,1011 0,106  0,1228  0,0889 0,129 0,1098  0,1081
PGP} 0,04115  0,0376 0,027 0,0539  0,0222 0,045 0,0385  0,0359

n 960 930 369 167 900 656 2426 3982

Lage zwischen der Bande 1 und Bande 3 aufgrund der relativ weiten Auftren-
nung laft aber eine sichere Bestimmung auch dieses Phinotyps zu.

Die aus den Untersuchungsergebnissen errechneten Genfrequenzen betra-
gen PGP': 0,867, PGP?: 0,106 und PGP*: 0,027. Die mit diesen Genfrequenzen
ermittelten Erwartungswerte korrelieren gut mit den beobachteten Werten.

Stellt man die Ergebnisse der bis jetzt vorliegenden europiischen Untersu-
chungen zusammen (Tabelle 3), so sicht man geringgradige Abweichungen. Am
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Tabelle 4. Zusammenfassende Darstellung von Mutter/Kind-Untersuchungen (Amorin et al.,
Brink et al.; Martin et al.; eigene Ergebnisse s. Tabelie 2). Die Erwartungswerte stehen in
Klammern

Mutter Kind n-kritische
1 21 2 31 32 3 n Mutter
Kind-Paare
1 375 43 + 11 + + 429 429
(365,98)  (46,30) (16,08)
2-1 44 46 6 3 2 + 101 —
(43,08) (48,59) (5,51) (1,89) (1,89
2 + 5 2 + - + 7 7
5,97y  (0,76) (0,26)
3-1 13 2 + 11 - 2 28 -
(11,94) (1,52) (12,46) (1,52) (0,52)
3-2 + 3 - 1 — — 4 -

(1, (0,21) (1,7 (0,285 (0,075)

Summe 432 99 8 26 2 2 569 436

Erwartet  (421) (104,58) (6,48) (32,13) (3,95 (L,1D)

auffdlligsten weichen die Ergebnisse von Brink et al. ab [3]. Bei dieser Bonner
Stichprobe kOnnten umfangsabhingige, zufillige Verschiebungen wirksam
geworden sein.

Ein gewisses Nord-Siid-Gefille der Genfrequenzen fillt auf, wie schon von
Brink et al. mitgeteilt wurde [3]. Die Hiufigkeit des Allels PGP! scheint von Nord
nach Siid hin etwas zuzunehmen, die des Allels PGP? abzunehmen. Zur Unter-
mauerung dieser Vorstellung wiren Untersuchungen weiterer Populationen
sinnvoll.

Die PGP-Frequenzen in Israel zeigen, daf dort die PGP!-Allelenfrequenz
wesentlich hoher als in Europa liegt, wihrend die PGP%-Allelenfrequenz sich
gegenldufig verhilt [6]. Insgesamt wurden bisher in Europa 4120 Individuen auf
ihr PGP-Isoenzymmuster untersucht, davon allein 2564 Individuen in der Bun-
desrepublik Deutschland.

Tabelle 4 zeigt alle bisher publizierten Daten {iber Mutter/Kind-Paare. Die
angegebenen Erwartungswerte wurden unter Panmixie-Voraussetzung berech-
net. Bei den angegebenen 569 Mutter/Kind-Paaren findet sich eine recht gute
Ubereinstimmung zwischen gefundenen und erwarteten Werten. Aus der
Tabelle 4 sind 436 kritische Muiter/Kind-Paare erkenntlich.

Aus Familienuntersuchungen [2-4, 13] gehen weitere 475 kritische Mutter/
Kind-Paare hervor. In den publizierten Familienuntersuchungen sind die Merk-
malsverteilungen unter den Kindern der Erwartung entsprechend. Es finden
sich keine nach der Hypothese unmdglichen Muster bei Kindern. Bisher besteht
daher kein Anhalt fiir das Vorhandensein eines stummen Allels im PGP-System,
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obwohl dieses Phdnomen, bei Unterstellung exakter Untersuchungsmethoden,
in jedem Protein- und Enzymsystem zu erwarten ist. Der angenommene Erb-
gang, wonach das PGP-System durch drei kodominant-autosomal vererbte
Allele kontrolliert wird, hat somit eine weitere Bestitigung erfahren. Varianten
wurden nicht beobachtet.

Um bei einem Merkmalsystem zu einem angemessenen Beweiswert in der
serologischen Abstammungsbegutachtung zu kommen, wird man versuchen,
eine moglichst hohe Sicherheit bei der Untersuchung und Interpretation der
Ergebnisse zu erreichen. Seit Jahren hat sich eine Mindestsicherheitsgrenze von
99.8% eingebiirgert. Nach Hoppe miiiten wenigstens 2200 kritische Mutter/
Kind-Paare in jedem neuen Merkmalsystem mit einer einheitlichen Technik
untersucht werden, um diesen Sicherheitsgrad abschitzen zu konnen (Nuller-
gebnisrechnung) [7]. Im PGP-System stehen bisher zwar erst 911 kritische Mut-
ter/Kind-Paare zur Verfiigung. Da aber bislang keine Unregelmifigkeiten im
Erbgang beobachtet wurden und bei Familienuntersuchungen der nach Mendel
erwartete Segregationsindex in guter Ndherung gefunden wurde, wiirden wir
bereits jetzt einen Ausschlul im PGP-System mit dem maximalen Beweiswert
bewerten. Allerdings sollte doppelt begutachtet werden; isolierte Homozygotie-
Ausschliisse sollten grundsitzlich gesondert bewertet werden. Die Anwendung
des PGP-Systems fiir populationsgenetische und himogenetische Untersuchun-
gen wurde schon 1981 von Christiansen und Sachs empfohlen [4].

Im Rahmen eines Basisgutachtens erscheint uns die Untersuchung auf PGP-
Muster fiir nicht angezeigt, hingegen haben wir die PGP-Muster im Rahmen
erweiterter Gutachten bei Problemfillen in unserem Institut bereits des 6fteren
bestimmt.

Die isolierte allgemeine Vaterschaftsausschluf3chance (AVACH) liegt fiir das
PGP-System, nach Spielmann und Kiihnl [14], bei 0,132. Kombiniert mit allen
anderen Blutmerkmalsystemen wird eine AVACH von 0,99995 erreicht. Auf-
grund der Sicherheit (Reproduzierbarkeit) der Befunde und der niedrigen anfal-
lenden Kosten glauben wir, da3 das PGP-System im Rahmen von Erginzungs-
gutachten einen festen Platz einnehmen kénnte. Dic Frage, ob generell, oder in
welchen Fillen das Routinegutachten erweitert werden soll, wird derzeit kontro-
vers diskutiert; ebenso auch die Frage, welche weiteren Systeme und gegebenen-
falls in welcher Reihenfolge diese angewendet werden sollen.

Bei dieser Diskussion solite dem PGP-System die ihm gebiithrende Bedeu-
tung unter Beriicksichtigung der bisher publizierten Daten zugestanden werden.

Weitere populationsgenetische Untersuchungen wiirden jedoch den Beweis-
wert noch erhohen und zudem die Berechnung der Vaterschaftswahrscheinlich-
keit nach Essen-Mdller sicherer machen (sogenannter positiver Vaterschafts-
beweis) [5]. Moglicherweise wiirden bei breit angelegten Untersuchungen auch
Hinweise auf ein stummes Gen im PGP-System entdeckt. Eventuell kénnten
Aktivitdtsmessungen des Enzyms, die sich bei Turner und Hopkinson als proble-
matisch erwiesen, auf quantitativem Weg die stumme Allelie beweisen [15].

Blutspurenuntersuchung

Die Dauer der PGP-Nachweisbarkeit unter den verschiedenen Lagerungsbedin-
gungen stellt Tabelle 5 dar. Die angegebene Nachweisbarkeitsdauer in Tagen
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Tabelle 5. Dauer der Nachweisbarkeit von PGP in kiinstlich angelegten Blutspuren

Phénotyp Bedingungen
+37°C +20°C +4°C —20°C
Glas = Stoff Glas  Stoff Glas  Stoff Glas Stoff

PGP 1 74d 12d 20d  30d 35d  30d ~45d ~45d
PGP 2-1 4d 7d 74 19d 23d  19d 30d 23d

stellt die unter unseren Versuchsbedingungen maximal mdégliche Haltbarkeit
dar. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: Die Nachweisbarkeit
ist bis zu 7 Wochen lang moglich. Sie variiert erheblich unter verschiedenen
Lagerungsbedingungen. Phinotypisch in nur einer Bande erscheinende PGP-
Typen (wie PGP 1-1) lassen sich linger nachweisen als mehrbindig erschei-
nende heterozygote Phinotypen (wie PGP 2-1).

Bei warmgelagerten Spuren (+37° C, +20° C) ist PGP aus Stoffspuren linger
nachweisbar als aus Glasspuren; bei niedrigen Temperaturen (+4°C, —20°C)
verhilt es sich umgekehrt.

Die Feststellung der recht kurzen Haltbarkeit der PGP in Blutspuren, ver-
glichen mit anderen Eiweifisystemen, macht das Enzym in der forensischen
Spurenuntersuchung (Identitdtspriifung) nur fiir wenige Fille interessant.
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