
ALPHA-2-HS GLYCOPROTEIN POLYMORPHISMUS

Tarja Tarkkala Mendner und Peter Kuhnl

Institut fulr Immunhamatologie, Universitat Frankfurt,

SandhofstraBe 1, D-6000 Frankfurt am Main 71

Seit der Einfuhrung der Technik der isoelektrischen Fokus-

Ssierung (IEF) auf Polyacrylamidgelen in die forensische Blut-

gruppenkunde im Jahre 1976 wurde eine erhebliche Zahl infor-

mativer, genetischer Marker entdeckt und bereits bei Routine-

fragestellungen analysSiert. Die IEF erwies sich dabei beztg-

lich der Trennscharfe und der Moglichkeit einer Kombination

mit immunologischen Verfahren den bis dahin eingesetzten

Standard-Elektrophores#techniken auf verschiedenen Trager-

materialien wie Starke, Agarose, Celluloseacetatfolie oder

Polyacrylamidgel als uberlegen.

Untersuchungen von HEREMANS im Jahre 1960 bzw. der Arbeits-

gruppe von SCHMID und SCHULTZE in den darauffolgenden Jahren

fuhrten zur Isolierung und Reinigung des A2HS-Glycoproteins

(A2HS-GP). Der Syntheseort ist die Leber, die durchschnitt-

liche Plasmakonzentration des Proteins liegt zwischen 40 und

80 mg/dl. Das Molekulargewicht liegt bei~49 KD, der pI-Wert

zwischen 4.5 und 4.9. Uber die biologische Funktion ist wenig

bekannt, doch diskutiert man eine Opsonierung der weifen Blut-

kOrperchen. Eine Chromosomenzuordnung des A2HS-Genortes ge-

lang bisher nicht. 1977 wiesen ANDERSON und ANDERSON durch

eine Kombination von Polyacrylamidgel-Isofokussierung (PAGIF)

und einer 2-dimensionalen Polyacrylamidgel-Elektrophorese

(2D-PAGE) erstmals einen genetischen Polymorphismus des A2HS

nach. Hinzuweisen ist auf die Synonyma AHS, HSGA oder Alpha-

2-HS, die von anderen Arbeitsgruppen verwendet wurden und von

der auf der Human Gene Mapping Conference 7 (Los Angeles, 1983)

empfohlenen Abkurzung A2HS abweichen.

Untersuchungen von COX und ANDREWS aus dem Jahre 1983, die

mit einer ein-dimensionalen IEF-Technik und anschliefBender

Silberfarbung arbeiteten, bestatigten die Existenz zweier
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haufiger Allele in der weiBen Bevolkerung, die die Bezeichnung

A2HS*1 und *2 erhielten. Daneben konnte die Arbeitsgruppe

Hinweise auf die Existenz eines dritten, die Kriterien eines

Polymorphismus (70.01) knapp tberschreitenden Allels (A2HS*3)

gewinnen. Von WEIDINGER et al. (1984), UMETSU et al. (1984)a

und YUASA et al. (1985) in Japan stammen Hinweise auf zwei

weitere Allele, A2HS*4 und *5.

Abb.1. Die drei haufigen

A2HS-Phanotypen 1,2-1 und 2 nach Immunoprint-—PAGIF.

l benA?2HS Die Anodenseite ist obe

Die Abb. 1 zeigt die drei haufigen Phanotypen A2HS 1, 2-1 und 2

nach Auftrennung in einem Polyacrylamidgel des pH-Bereichs 4 bis

5. Dabei laBt der Phanotyp 2-1 ein aus den korrespondierenden

Banden der entsprechenden Homozygoten zusammengesetztes Muster

erkennen. Ein Dosiseffekt ist dabei eindeutig vorhanden. Beim

homozygoten Phanotyp A2HS 2 ist die kraftige, kathodennahe

Bande gut zu erkennen. Sie fehlt beim Phanotyp A2HS 1 vollstan-

dig. Als kritische Ablesezone wird dabei die mit Pfeil mar-

kierte Region angesehen. Oberhalb dieser eigentlichen Ablese-

zone findet sich eine Reihe weiterer Banden in unbehandelten

(d.h. ohne Neuraminidase-Vorbehandlung eingesetzten) Serum-

Proben. Ihre Position und Intensitat ist bei der Typendifferen-

zierung gleichfalls von Bedeutung.
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Wir verwendeten zur Darstellung des A2HS-Polymorphismus

die pH-Bereiche 4 bis 5, wobei wir handelstibliche Gele vom

Typ PAGplate benutzten Sowie eigene Gele vom pH-Bereich 4.2

bis 4.9. Hervorzuheben ist noch eine Gesamtdauer von 5

Stunden Trennzeit und die kurzen Immunoprint-—-Zeiten, die sich

bei Verwendung einer A2HS-Antikorper-getrankten CAF ergeben.

Auf die Moglichkeit, nach Immun-Abklatsch das Gel konventio-

nell zu fixieren und die GC-Isoproteine, sowie nach an-

schlieBender Farbung mit CBB R 250 (0.1%) auch die PI-Banden

abzulesen, wird spater eingegangen.

Die folgende Tabelle zeigt die Verteilung der A2HS-Phano-

typen in einer Stichprobe von 197 hessischen Blutspendern.

Neben den drei haufigen Phanotypen 1, 2-1 und 2 beobachteten

wir in zwei Fallen abweichende Bandenmuster, die jeweils

neben dem A2HS*1-Genprodukt auftraten. Ein Vergleich von Be-

obachtungs- und Erwartungswerten l1aBt eine recht gute Uber-

einstimmung erkennen. Die Summe der %/-werte liegt bei 0.361;

unter Zugrundelegung eines Freiheitsgrades ergibt sich somit

ein p-Wert von 0.5 bis 0.7. Dies bedeutet, daB die Unter-

schiede zwischen Beobachtungs- und Erwartungswerten nicht

Signifikant differieren.

Tab.1. A2HS-Phanotypen und -Allelfregquenzen in Hessen
 

  

 

Phanotypen n(beob. ) n(erw.) Allelfrequenzen

54 84,47 A2HS*1 = 0,655
2-1 88 87,74 A2HS*2 = 0,340

2 23 22,79 A2HS*V = 0,005
1-Var 2 1,32

197 196, 32 1,000
 

ay = 0,361 ; 0,5 <€p<¢0,7 ; FG = 1
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Familienuntersuchungen umfassen 26 Familien mit 29 Kindern.

Dabei ergab die Aufspaltung der Kinderphanotypen Keine Abwei-

chung von dem angenommenen Modell zweier autosomal-kodominanter

Allele. Vier der sechs in einem 2-Allelensystem moglichen

Eltern-Phanotypen-Konstellationen wurden bisher beobachtet.

Zusatzlich zu den kompletten Familien werteten wir Daten von

37 Mutter/Kind~Kombinationen aus. Auch hier ergab sich keine

mit den Erbregeln unvereinbare Mutter/Kind-Kombination der

A2HS-Phanotypen.

Die nach dem Gen-Abzahlverfahren errechneten Allelfre-

quenzen im A2HS-System ergaben fur A2HS*1 einen Wert von

0.655, A2HS*2 einen Wert von 0.340 und fulirr die beiden beob-

achteten "Varianten" einen Wert von 0.005. Eine Identiteat

des unter "Varianten" zusammengefaBten Allels mit A2HS*3 er-

scheint dabei moglich.

Bei Europiden wurden bislang nur sparliche populations-

genetische Daten erhoben. Neben der eingangs bereits er-

wahnten Studie von COX und ANDREWS (Kanada, 1983), die sich

auf die Analyse von 68 Individuen stttzt, berichteten OLAISEN

et al. (1983) Uber eine gleichfalls kleine Stichprobe aus

Norwegen. Von WEIDINGER et al. (1984) stammen Daten von 166

Blutspendern aus Suddeutschland. Die in der vorliegenden

Arbeit ermittelten Allelfregquenzen differieren dabei nur un-

betrachtlich von denen der suddeutschen Stichprobe. Gra-

vierende technische Probleme bei der Phanotypendifferenzierung

traten bei uns nicht auf. Wir beobachteten jedoch regelmaBig

in gealterten Proben eine Verschiebung des A2HS-Bandenmusters

in Richtung Anode; dies konnte bei langer gelagerten 2-Typen

zur Vortauschung eines Phanotyps 2-1 ftihren, womit dann nicht

immer zweifelsfrei die Abgrenzung zum heterozygoten Typ

A2ZHS 2-1 moglich war.

Ein geschlossenes Bild vermitteln auch die von UMETSU et al.

(1984) und YUASA et al. (1985) bei Japanern erhobenen Daten,

die insgesamt bereits uber 3000 Personen umfassen. Die auf

den japanischen Hauptinseln ermittelten Frequenzen bewegen

Sich dabei zwischen 0.24 und 0.27, lediglich die Population

aus Okinawa unterschreitet diesen Wert mit 0.2065 flir A2HS*2

Signifikant.
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Da die Position der A2HS-Glycoprotein-Banden nach IEF

eine partielle Uberschneidung mit dem polymorphen Alpha-1-

Antitrypsin erkennen laBt, bot sich eine Simultantypisierung

auf Fertiggelen des pH-Bereichs 4 bis 5 an, wobei sich die

fur die Ablesung entscheidenden Zonen 4, 6 und 8 zwischen pI

4.4 und 4.7 befinden. Kathodenwarts der Auftragsstelle liegt

die GC-Ablesezone.

Zur IPAGIF verwendeten wir A2HS-Antiseren der Firma Behring-

werke sowie von Atlantic Antibodies. Mit dem Antikorper wurde

in einer 1:1 Verdtinnung eine Celluloseacetatfolie getrankt und

fur 5 Minuten luftblasenfrei auf die korrespondierende Gel-

oberflache aufgelegt. Nach Entfernen der Folie wurde diese

uber Nacht in 0.9 % NaCl-Losung ausgewaschen, das Trenngel

fixiert und zunachst beztiglich der kathodenwarts zur Start-

linie liegenden GC-Phanotypen ausgewertet.

Die Abb. 2 zeigt die GC-Phanotypen nach einfacher Fixation

des Trenngels. Hervorzuheben ist hier, daB unterhalb der Auf-

tragszone keine std6rende Uberlagerung des A2HS-Antikérpers ein-

tritt, die GC-Prazipitate also gut gegen einen dunklen Hinter-

grund abgelesen werden konnen.

Abb.2. GC-Phanotypen

auf einem pH 4-5 Gel nach vorheriger 5 min
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AnschlieBend wurde das Gel mit CBB R 250 gefarbt und entfarbt,

so daB eine Bestimmung der Alpha-1-Antitrypsin-Phanotypen in

den Ablesezonen 4,6 und 8 moglich war. Die Hintergrundsfar-

bung durch den verdunnten A2HS-AntikoOrper war minimal, so daB

auch die Identifizierung der Produkte der Defektgene PI*S und

PI*Z zweifelsfrei moglich war.

Dies gelang auch auf selbst hergestellten Gelen des pH-Be-

reichs 4.2 bis 4.9 (mit Zusatz von pH 4-6 Ampholyten). Unsere

Trenngele wurden in einer Standardgelkonzentration von T= 5 %

sowie einem Vernetzungsgrad C (cross-linkage) von 3 % herge-

stellt, wobei sich die Ampholytkonzentration zwischen 2.08

und 2.20 % bewegte. Bei Geldimensionen von 245x110x0.4 mm

ergab sich gegenuber den 1 mm dicken Fertiggelen fur die selbst

hergestellten Gele eine betrachtliche Materialeinsparung.

AnschlieBend sei auf den Informationswert des A2ZHS-Systems

im Zusammenhang mit den ubrigen, mittels IEF in der Abstammungs-

begutachtung untersuchten genetischen Marker hingewiesen.

 

 
 

 

 

h A

31.91 PGM1

29,74 GC

29.29 PI

26.90 GDH

22.58 PLG

22.29 F13B

19,43 TF

19.27 C8

18.77 C6

|AZHS 17.81 |
15.10 FUCA Tab.2. AVACH-Werte einiger

9.77 ESD ITsofokussierungssysteme.

8.55 GAA Das A2HS-System bietet eine
4,52 AMY2
83 C2 isolierte AusschlufBchance

von 17,81%
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Die Tab. 2 zeigt, daB A2HS mit einer AVACH von 17.81 einen

guten Mittelplatz einnimmt. Der hochste Informationswert

kommt dabei nach wie vor dem PGM1-Subtypen-System mit 31.91 %

zu, gefolgt vom GC- und PI-System mit 29.74 % bzw. 29.29 %.

Der Informationswert des A2HS liegt somit zwischen dem der 6.

Komplementkomponente (C6) und dem der Alpha-Fucosidase mit

15.10 %. Wie eingangs erwahnt, war bislang noch keine chro-

mosomale Zuordnung des A2HS-Genortes moglich, somit ergab

Sich keine Einschrankung des Informationswertes durch Kopp-

lung an andere genetische Marker wie dies z.B. beim C2-, BF-

und HLA-System der Fall ist.

Zusammenfassend laBt sich sagen, da& das A2HS-System ein

weiterer, informativer Marker in der forensischen Blutgruppen-

kunde ist. Durch die Moglichkeit einer Simultantypisierung

mit zwel weiteren IEF-Systemen, dem PI- und GC-System, durfte

eine baldige Einfuhrung des A2HS in die Routinediagnostik

der Paternitatsserologie sowie flr humangenetische Frage-

stellungen durch die hier vorgestellte Technik wesentlich

erleichtert werden.
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