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Activity of red cell phosphoglucomutase

Summary. The enzyme activity of phosphoglucomutase (PGM) has been in-
vestigated in red cell haecmolysates from 142 individuals and compared to the
sub-type as determined by isoelectric focusing. The 10 phenotypes showed
significant differences in PGM-activity which indicates that there is a correla-
tion between the level of activity and the isolelectric point of homozygotes.
No indication of silent alleles or alleles with reduced activity was found in this
collective.
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Zusammenfassung. Die Enzymaktivitit der erythrozytiren Phosphogluco-
mutase wurde in 142 Hamolysaten bestimmt. Die PGM-Phinotypen wurden
mittels Isoelektrofokussierung auf Polyacrylamid-Gel ermittelt. Dabei konn-
ten 10 verschiedene Phénotypen dargestellt werden. Die mittiere Enzymakti-
vitdt dieser 10 Phénotypen weist signifikante Unterschiede auf. Ein stummes
Allel bzw. ein Allel mit reduzierter PGM-Aktivitdt wurde nicht festgestellt.
Es zeigte sich eine Korrelataion zwischen Enzymaktivitéit und isoelektrischem
Punkt der vier Homozygoten.

Schlitsselworter: PGM-Phianotypen — Enzym-Aktivitit — Null-Allel

Einleitung

Die Phosphoglucomutase besitzt sowohl im Rahmen der Vaterschaftsbegutach-
tung wie auch der spurenkundlichen Untersuchung in der forensischen Praxis ei-
nen festen Platz. Aufgrund der giinstigen Verteilung der beiden Hauptallele auf
dem Locus I betrigt die VaterschaftsausschluBchance (VACH) unter Anwen-
dung der von Spencer, Hopkins und Harris (1964) beschriebenen Methode der
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Agargel-Elektrophorese 14,6% . Nach Einftthrung der Isoelektrofokussierung in
die PGM-Typisierung (Bark et al. 1976; Kiihnl und Spielmann 1978) konnten
die beiden haufigen Allele 1 und 2 in je eine schnell und eine langsam wandernde
Komponente getrennt werden. Das fiihrte zur Erweiterung des Genmodells und
nahezu zur Verdopplung der VACH.

Bereits 1968 berichteten Fiedler und Pettenkofer von einem Fall ohne nach-
weisbare Enzymaktivitit. Familienuntersuchungen sprache fiir das Vorliegen ei-
nes PGM;*/PGM;,° Genotyps. In der Folgezeit beschrieben weitere Autoren das
Auftreten von stummen Allelen der PGM; (Brinkmann et al. 1975; Herzog und
Libich 1982; Spielmann und Kiihnl 1982). Bereits 1969 versuchten wiederum
Fiedler und Pettenkofer diese stummen Allele durch Messung der Enzymaktivi-
tit niher zu charakterisieren. Sie beschrieben eine deutliche Verminderung der
in vitro gemessenen Enzymaktivitdt und vermuteten, daf die Restaktivitit in
den Erythrozyten in diesen Fillen allein auf Genprodukte, gesteuert vom PGM,-
Genort zuriickzufiihren sei. Der Anteil der PGM,-Aktivitét an der Phosphoglu-
comutase-Gesamtaktivitit wurde auf ca. 30% geschiitzt.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, festzustellen, ob zwischen in vitro-Akti-
vitdt der Phosphoglucomutase und durch Isoelektrofokussierung bestimmten
Phinotypen Korrelationen bestehen. Dabei erfolgte die Bestimmung der in vi-
tro-Aktivitit nicht wie von Scacchi et al. (1983) oder Modiano et al. (1970) ange-
geben als Endpunktbestimmung, sondern nach Brinkmann et al. (1972) und
Quick et al. (1974) unter Zugabe von 6-Phosphoglycolatdehydrogenase, die den
weiteren Umsatz des 6-Phosphogluconats in p-Ribulose-5-Phosphat steuert.

Material und Methode

Untersucht wurden 142 Himolysate nicht-verwandter Personen aus dem Untersuchungsgut
des Instituts fiir Rechtsmedizin der Westfilischen Wilhelms-Universitidt Miinster. Die PGM,-
Phénotypen wurden in tiblicher Weise mittels Isoelektrofokussierung auf Polyacrylamid-Gelen
bestimmt. Daneben erfolgte die Bestimmung der Enzymaktivitit im fotometrischen Test nach
Brinkmann et al. (1972). Dabei wurde die pro Zeiteinheit durch Umsetzung des Glucose 1-
Phosphats in Glucose 6-Phosphat gebildete NADPH+-Konzentration auf der Basis der resul-
tierenden Extinktionsinderung mittels Filterfotometer PL4 (Zeiss) bzw. Ultrospec IT (LKB
Biochrom) bei einer Wellenlinge von 366nm gemessen. Die Proben wurden wihrend des
MeBvorgangs iiber einen temperierbaren Kiivettenhalter auf einer Temperatur von 30°C ge-
halten. Als Bezugswert fiir die PGM-Konzentration im Hémolysat wurde der Himoglobin-Ge-
halt bestimmt.

Auf der Basis des Lambert-Beer’schen Gesetzes und unter Beriicksichtigung des Hamo-
globin-Gehalts gilt fiir die katalytische Aktivitdt der Phosphoglucomutase Zpgy:

E 1 U
Zeowm = 57683 T -~ G-

Dabei ist 1 U definitionsgemiB jene Enzymaktivitdt, die erforderlich ist, um pro Minute die
Umwandlung von 1 Mikromol Substrat zu katalysieren.

Untersucht wurde weiterhin die Enzymstabilitidt unter verschiedenen Lagerungsbedingun-
gen der Hamolysate. Im Konkreten erfolgte die Lagerung {iber bis zu 26 Wochen bei —80°C
sowie {iber 24—48 Stunden bei +4°C.

Ergebnisse und Diskussion

Die mittels Isoelektrofokussierung bestimmten PGM;-Phinotypen sowie die zu-
gehorige mittlere Enzymaktivitit U/Gyy, sind in Tabelle 1 zusammengefafit. Da-
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Tabelle 1. Verteilung der Aktivitat der PGM,*Phanotypen

Phiinotyp Anzahl Mittel- Standard-  Variations-
der wert der abwei- koeffizient
Proben Enzym- chung (%)
n aktivitét (s)

Ulgnp

a; 41 0,9417 0,0745 1,24

ay-a, 21 1,2087 0,0781 1,41

az-a; 21 0,8911 0,1153 2,82

as-ay 14 1,1736 0,0896 2,04

a 9 1,5785 0,1259 2,66

az-a 9 1,3544 0,1064 2,62

agay 10 1,5652 0,1369 2,76

a3 12 0,9088 0,1208 3,84

as-as 4 0,9952 0,1149 5,77

ay 1 0,917 - -

bei ist zu bemerken, dal} im Interesse der Aktivititsmessungen bewul3t vermehrt
seltene Phénotypen in das Untersuchungsmaterial einbezogen wurden. Das hat
zur Folge, daf die resultierenden Genfrequenzen von den Erwartungswerten ei-
ner Durchschnittspopulation abweichen.

Nach statistischer Priifung ergaben sich, wie auch bei Scacchi et al. (1983) si-
gnifikante Unterschiede in der Enzymaktivitit der einzelnen Phinotypen. Fiir
den homozygoten a,-Phénotyp wurde ein Aktivititswert gemessen, der dem von
a; in etwa entspricht. Jedoch miiite der zu erwartende Aktivititswert des homo-
zygoten as-Typs groBer als der des Typs as—a4 sein, da der homozygote Typ a3
den niedrigsten Aktivititswert iiberhaupt besitzt. Wird der Aktivititswert fiir a4
auf der Basis der Aktivitdten der anderen Phénotypen geschitzt, so ergibt sich
ein Wert von 1,12 U/Gyy, so daB a, dann zwischen a,—a; und as;—a, einzuordnen
wire. Eine mogliche Ursache fiir die niedrige Aktivitat des homozygoten Typs
a4 kann darin vermutet werden, daf lediglich ein homozygoter a,-Phinotyp un-
tersucht werden konnte, dessen Aktivitit moglicherweise primir vermindert
war. Somit kann die Aktivitit der Homozygoten in der Reihenfolge a3 < a; < a4
< a, angegeben werden. Unter Beriicksichtigung des ca. 42%igen PGM,-An-
teils an der Gesamt-PGM-Aktivitit (Terrenato et al. 1970) ergibt sich eine rela-
tive Aktivitat von PGM,;*: PGM,*' : PGM,*: PGM,? wie 1,0:1,25:1,66:2,72.
Die tatséchliche PGM;-Aktivitit der einzelnen Typen kann mit a3 = 0,22 U/Gyy,
a; = 0,27 U/Gyp, a4 = 0,36 U/Gyy, und a, = 0,59 U/Gyy, angegeben werden.

Interessanterweise 148t sich eine Korrelation zwischen Enzymaktivitit und
isoelektrischem Punkt der jeweiligen homozygoten Phinotypen vermuten. Der
Phénotyp a; mit der geringsten Enzymaktivitit wird nach Fokussierung am wei-
testen kathodenwirts gefunden, hat also vom Startpunkt aus die kiirzeste Strek-
ke zuriickgelegt. Es folgen entsprechend ihrer Aktivitidt die Phénotypen a;, a4
und schlieBlich a,, am weitesten zur Anode zu gelegen.

Spielmann und Kiihnl (1982) schitzten die Frequenz des PGM;0-Alleles in
europdischen Populationen auf 0,001 bis 0,01. Solche stummen Allele konnten
in der vorliegenden Arbeit nicht gefunden werden. Dies war jedoch auch allein
aufgrund der Untersuchungszahl nicht zu erwarten. Ebenso wurde in keinem
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der untersuchten Himolysate eine eindeutig vermindernde PGM;-Aktivitét
festgestellt. Nach Suzuki et al. (1988) zeigen solche in der Stirkegel-Elek-
trophorese stummen Allele nach Anwendung der Isoelektrofokussierung auf
Polyacrylamid-Gelen ein schwach anfiarbbares Band. Damit soll das stumme
Allel der Starkegel-Elektrophorese zu einem in seiner Aktivitit reduziertem
Allel der Isoelektrofokussierung werden.

Als limitierender Faktor fiir die Aktivitatsbestimmung erwies sich die En-
zymstabilitit. Nach Lagerung iiber mehr als zwei Wochen bei —80°C nimmt die
PGM-Aktivitit in den Hiémolysaten um ca. 10-20% ab. Auf diesem Niveau
bleibt sie dann nahezu 6 Monate anndhernd konstant, um danach erneut um
weitere 10-20% abzufallen. Eine Lagerung tiber 1-2 Tage bei + 4°C hatte je-
doch keinen erkennbaren EinfluB auf die Enzymaktivitit.
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