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Die Analyse von Blutgruppen-Polymorphismen des menschlichen Blutes
wurde durch den Ausbau verschiedener Elektrophoresetechniken ermog-

licht. Dabei wurden verschiedene Entstehungsmoglichkeiten fur Enzym-
Heterogenitaten erkannt und genauer definiert. Zum einen konnen
separate Gene zu genetisch unabhangigen Isoenzymen fuhren, wie
dies bei der mitochondrialen und cytoplasmatischen Form der Malat-
Dehydrogenase der Fall ist. Polymere Isoenzyme, deren Unterein-
heiten von zwei Genorten gesteuert werden, konnen zur Ausbildung
hohergradiger Heteropolymere fuhren, wofur die Laktat~Dehydrogenase
(LDH) ein gutes Beispiel bietet. Alle Gene koOnnen zur Ausbildung
von Isoenzymen mit mono-, di~ oder tri~merer Molekulstruktur fthren,
wie dies bei der Phosphoglucomutase (PGM) oder der Esterase D (ESD)
der Fall ist. Sind unterschiedlich viele,gleichartige Einheiten vor-
handen, so konnen polymere Isoenzyme, wie bei der Glutamat~Dehydro-~
genase (GDH) resultieren. Fur die Interpretation von Isozymogrammen
ist die Kenntnis epigenetischer Modifikationen primarer Isoenzyme
bedeutsam, wobei durch Abspaltung von NeuraminsSaureresten, SH-Oxy-
dation, Acetylierung u.a. sekundare oder aus diesen tertiare Iso-
enzyme entstehen. Proteolytische Veranderungen der Polypeptidket-
ten eines Enzyms konnen dieses in die biologisch aktive Form tber-
fuhren, wofur die Umwandlung von Chymotrypsinogen in Chymotrypsin
ein Beispiel bietet. SchlieBlich sind allosterische Modifikationen
moglich, durch die eine Anderung der Quaternarstruktur des Isoen-
zyms infolge Anlagerung weiterer Substanzen ausgelost wird.

Fur forensisch-serologische Betrachtungen der genetischen Variabi-
litat von Blutgruppenmerkmalen laBt sich so eine vereinfachte Unter-
teilung in 4 verschiedene Formen von Blutgruppen-Polymorphismen
vollziehen. Zum einen ist dies ein'elektrophoretischer' Polymorphis-~-
mus mit Mobilitats-Unterschieden, jedoch gleicher Aktivitat der
haufigen Genprodukte, beispielsweise der Esterase D (ESD) oder
Glyoxalase 1 (GLO). "Struktur~Polymorphismen" mit Aktivitats-~ und
elektrophoretischen Mobilitats-Unterschieden der haufigen Genpro-
dukte sind offenbar wesentlich seltener, woftir die Allele der
Galactose-1~P-Uridyltransferase GALT*Duarte (Aktivitat 25 % der
Norm) und GALT*Los Angeles (140 % der Norm) zu nennen sind. '‘Akti-
vitats-Polymorphismen' charakterisieren Isoenzyme, bei denen sich
die Verteilungskurven homo-~ und heterozygoter Individuen von hypo-
synthetischen und Defekt-Varianten im optischen Test bzw. der
Densitometrie tiberschneiden (z.B.G-6-PDH). Absolut am haufigsten,
jedoch bislang am wenigsten erforscht ist die Gruppe der elektro-
phoretisch und kKinetisch ‘'stummen' Polymorphismen, bei denen
Punkt-Mutationen eine unterschiedliche Primarstruktur ohne Ladungs-~
oder Aktivitatsanderung erzeugen,z.B. durch Austausch neutraler
Aminosauren an einer biologisch und funktionell nicht relevanten
Stelle des Enzymmolekuls.
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Betrachtet man die historische Entwicklung der Elektrophorese-
Techniken in den vergangenen 50 Jahren, so zeigt sich eine Viel-
falt von Tragermaterialien und Kombinationen mit immunologischen
und histochemischen Nachweisverfahren (Tab. 1). Als besonders in-
formativ hat sich die Technik der isoelektrischen Fokussierung
(IEF) erwiesen; die bereits 1969 in Dichtegradienten-~Saulen von
Vesterberg und Svensson entwickelt wurde, aber erst in der Modi-
fikation der Flachbett-~Isofokussierung auf Polyacrylamidgelen
(PAGIF) seit dem Jahr 1975 einen entscheidenden Durchbruch er-
zielte. Die IEF eroberte sich rasch einen festen Platz in weite-
ren Angwendungsgebieten auBerhalb der Blutgruppengenetik (Serolo-
gie) und forensischen Medizin (Spurenkunde), wie z.B. in der
klinischen Chemie (Analysen von Hamoglobinen, Protease-Inhibitoren),
der Humangenetik (Gen-Kartierung, Populations-~Studien), der Immuno-
logie (HLA-Antigene, Immunglobuline), der Zoologie und Botanik
(Spezies-Differenzierung durch Analyse der Isoenzym-~ und Isoprotein~-
Muster) sowie schlieBlich der Lebensmittel-Analytik, wo die Quali-
tatskontrolle und Herkunft tierischer und pflanzlicher Produkte
eine wesentliche Rolle spielt.

Fur die Blutgruppenserologie werden bestimmte Voraussetzungen fur
die Einftuhhrung eines Isoenzyms in die Routinediagnostik gefordert.
Hierzu zahlen der Nachweis spezifischer Aktivitat, die Untersuchung
gereinigten Proteins, der Vergleich der Zymogramme in verschiedenen
Techniken, die Uberpriuifung der Bedingungen des Hardy-Weinberg-
Gleichgewichts und Familienuntersuchungen. Individuelle Reproduzier-
barkeit, Nachweisbarkeit des Polymorphismus bei Kleinkindern, Unter-
suchungen zur Lagerungsstabilitat und der Existenz modifizierender
Gene sowie stummer Allele und quantitativer Varianten kommen hinzu.
SchlieBlich verdienen die Gesichtspunkte der Praktikabilitat und
eines hohen Informationswertes (allgemeine VaterschaftsausschluB-
chance = AVACH) bei gesicherter Formalgenetik Beachtung.

Als Grenzen der Anwendung eines ftir die Routine~Blutgruppenanalytik

potentiell geeigneten Isoenzym-Systems sind folgende Faktoren anzu-
sehen: Ungeklarte Formalgenetik bzw. noch unzureichender Umfang von
Bevolkerungsstichproben und Familiendaten, insbesondere der Frequenz
stummer Gene; 'schiefe' Allelenverteilung oder zu geringer Infor-
Mationswert bei einer Frequenz des/der seltenen Allele um 0,01; bei
IEF-Systemen fehlende Information im Vergleich zu Standard-Elektro-
phorese-Techniken; Isoenzym-Nachweis nur an Organ-Extrakten post

Mortem moglich (Leber, Hirn, Gonaden oder an Plazenten, nicht je-
doch an Blutzellen).

Unter Berticksichtigung all dieser Gesichtspunkte ergibt sich heute
ein groBes Spektrum von Isoenzym-Systemen, die in Blutgruppengut-
achten untersucht werden konnen (Tab. 2). Als Untersuchungsmateri-
al dienen Blutzelien oder Plasma, ausnahmsweise auch Speichel und
~ zumindest theoretisch - auch Urinproben. Bei Normgutachten be-
schrankt man sich dabei zunachst auf 8 erythrozytare, d.h. ub-
licherweise an Hamolysaten feststellbare Isoenzym-Systeme. Bei er-
weiterten Gutachten, d.h. fehlenden Ausschlussen oder unzureichen-
den W-Werten, kommten 5 weitere erythrozytare Marker, sowie die in
Tab. 2 gezeigten sonstigen Substrate in Betracht. Nur in Problem-
fallen oder bei Einbeziehung von fremdrassischen Personen ist die
Einbeziehung der in Rubrik 3 aufgefuhrten Systeme indiziert. Bei
ihnen sind populationsgenetische Daten und Familienuntersuchungen
noch relativ gering, da insbesondere bei Untersuchung von Klein-



kindern keine ausreichenden Blutmengen fur die Praparation von
Leukozytenlysaten (neben HLA~Typisierungen) verftigbar sind. Die
aus Literaturangaben erkennbaren Unterschiede der Allelfrequenzen
verschiedener Autorengruppen weisen auf technische Probleme bei
Trennung und Farbung dieser Isoenzyme hin. Ausschlusse bedurfen
hier im besonderen Mae einer Bestatigung durch andere Labors, um
den Beweiswert von Ausschlussen oder Hinweisen abzusichern.

In den vergangenen 3 Jahren wurden drei Isoenzym-Systeme beschrieben,
die allerdings nur eine vergleichsweise geringe AusschluBchance
bieten. Es sind dies die SAHH (EC~3.3.1.1; *2 = 0,023), FGH (EC-
3.1.2.12; *2 = 0,11) und ESB3 (EC~3.1.1.1; *2 = 0,035). Vereinfacht
wurde die Isoenzym—-Diagnostik in jungster Zeit durch die Entwick-
lung zeit- und kostensparender Simultan-Typisierungen auf einem
Gel. Dabei konnen folgende Marker-Systeme gleichzeitig abgelesen
werden: ADA, AK und PGD; ESD, GLO und CA2; ACP1, ADA und PGM1;

ACP1, ESD und GPT.

In Tab. 3 wird der Informationsgewinn bei einigen dieser speziel-
len Isoenzym-Systeme durch Anwendung der IEF bei Untersuchung von
Europiden verdeutlicht.In 8 verschiedenen Systemen wurden insgesamt
21 Subtypen (>0,01) sowie 50 neue Varianten (¢<0,01) identifiziert.
Stellt man den Isoenzymen die Isoproteine (Serumgruppen) gegentiber
(Tab. 4), so wird der absolut und relativ wesentlich groBere Anteil
neuer Subtypen (n = 52) bzw. neuer Varianten (n = 250) bis zum
Jahre 1986 evident.

Die hohe Leistungsfahigkeit von Blutgruppengutachten bei der Klarung
von Abstammungsfragen spiegelt sich u.a. darin wider, daB in prak-
tisch 100 % aller Falle Normgutachten angefordert werden, nur noch
in etwa 5 % aller Falle anthropologische Gutachten, bei 1 4 soge-
nannte Tragzeit-—Gutachten und <1 % andrologische (Fertilitats)-Gut-
achten. Die kombinierte VaterschaftsausschluBchance durch Unter-
suchung von Erythrozyten~-Antigenen, Plasmaproteinen, Isoenzymen

sowie des HLA-Systems geht aus Tab. 5 hervor; sie zeigt den be-
achtlich hohen Beitrag der Isoenzyme, deren Einbeziehung bei maxi-
malem Untersuchungsumfang einen kombinierten AVACH-Wert von 99,998 %
ermoglicht. Insgesamt tragt die Untersuchung von Isoenzymen aus
Blutzell-Lysaten sowie teilweise aus Serum oder Plasma wesentlich
zur Uuberwaltigenden Vielfalt aller moglichen Kombinationen von Blut-
gruppenmerkmalen bei (Tab. 6). Legt man eine Gesamtzahl von 85
Systemen mit ca. 1.100 Faktoren (>0,002) zugrunde, so ergibtsich
auch ohne das HLA-~System eine theoretische Zahl von >2 x 10 ~, die
die Weltbevolkerung um das Vierfache uberschreitet und so in ein-
Gdrucksvoller Weise die Moglichkeit der Feststellung der 'bio~
chemischen Individualitat' durch Blutgruppenanalysen belegt.
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Tab. 5

Blutgruppengutachten: Vaterschafts-AusschluB-Chance (%)

durch Untersuchung der Erythrozyten-Antigene, Plasma-

Proteine, Isoenzyme und HLA

 

Norm- Erweitertes Problemfalle/
Gutachten Gutachten Non-Europide
 

Erythrozyten- 0
Antigene 64,06 ho 72,04 fh 79,20 %2?

 

 

 

Boome 41,96 %  70,64%'? 92,72 %

I soenzyme 45,035 &% /1,/8 & 90,85 %

kombiniert 89,64 % 97,68 % 99,86 %

HLA - 91,00 % 98,30 %

kombiniert 89,64 % 99,80 % 99,998 %
 

“einschl. GC-Subtypen, Gm(f), C2

2) ohne Dombrock-System

und TF C-Subtypen



Tab. 6

 

 

Blutgruppensysteme

Untersuchungs-Material Systeme
n

Erythrozyten-Antigene 17

Serum-/Plasma-Gruppen 52

Blutzell-Lysate 34

Leukozyten-Antigene (HLA) 2
Granulozyten-Marker

 

 

Gesamtzanl der Systeme 85

Gesamtzanl der Faktoren ca.1.100
(>0,2 4%)

 

Gesamtzanl moglicher Kombi-

nationen von Blutgruppen-

Merkmalen

a) im HLA-System ~ 1,7 x 10°

b) Ubrige Systeme zusammen >2 xX jQ!0

 

Welt-Bevolkerung (1986) >5 x 10°
 


