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Problems in the Diagnosis of Metachromatic Leukodystrophy
by Arylsulfatase-A Assay in White Blood Cells

Genetic Study of Normal Enzyme Values in 64 Mother and Child Pairs

Summary. A determination of the normal genetic variation of arylsulfatase A
(ASA) activity is required if this enzyme is to be used in the diagnosis of
metachromatic leukodystrophy (MLD). In 64 normal mother and child pairs
ASA was determined in lysates of white blood cells to investigate whether
normal ASA activity is controlled by multiple alleles (ASA', ASA® .. ). A wide
normal range of ASA activity (coefficient of variance 31%) suggested ASA
activity polymorphism. The degree to which the experimental method contributes
to the variation of ASA activity was tentatively assessed by calculating the
correlation coefficient for the mother and child activities and comparing it with
the theoretical coefficient r=0.5. After eliminating 23 of the 64 mother and
child pairs, a value of r = 0.325 was found for the remaining 41 pairs. This value
was not significantly different from r=0.5. The elimination of the 23 pairs was
performed according to a mean reference enzyme activity determined for each
test subject irrespective of ASA activity. The reference parameter was
calculated from three lysosomal enzyme activities and showed a coefficient of
variance of only 19%. The parameter was found to be strongly correlated with
the ASA activity (r=0.6) but showed no correlation between mother and child
(r=10.09). For the 41 selected pairs, two classes of individual ASA activities as
well as two classes of mother and child differences of ASA activity were
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provisionally suggested by the experimental results. The finding was considered
as an indication of different phenotypes of ASA activity caused by two alleles,
ASA' and ASA’, and three genotypes ASA'/ASA', ASA/ASA’, and ASAY/
ASA’. Tt was assumed that ASA” controls twice the level of ASA activity as that
controlled by ASA'. Accordingly, the activity phenotypes of mothers and
children were tentatively identified. The results were compared with the
theoretical distribution of the phenotypes derived from the Hardy-Weinberg
law and applied to mother and child pairs. There was a reasonable congruence
of both distributions. Gene frequencies of 0.357 for ASA' and 0.643 for ASA’
were suggested. If two (or more) alleles ASA' and ASA’ exist, this would have
implications for the identification of heterozygous carriers of MLD with its
genotype ASA”/ASA’. The phenotypic activity levels produced by the geno-
types ASA'/ASA' (one of the normal genotypes) and ASA”/ASA’ (one of the
heterozygous genotypes) are indistinguishable by quantitative enzyme assays.
Some ways are indicated to improve quantitative determination of the
suggested polymorphism of ASA activity.

Key words: Metachromatic leukodystrophy — Arylsulfatase A - White blood
cells — Mother and child pairs - Activity polymorphism — Heterozygote
identification

Zusammenfassung. Die enzymatische Diagnostik der metachromatischen
Leukodystrophie (MLD) setzt die Kenntnis der normalen genetischen Varia-
tion der Arylsulfatase-A-Aktivitat (ASA) voraus. Bei 64 normalen Mutter-
Kind-Paaren wurde in den Lysaten von Blutleukocyten die ASA bestimmt, um
Anhaltspunkte fiir eine durch mehrere Allele (ASA!, ASA’, ..) stufenweise
gesteuerte Aktivitdt zu bekommen. Ein solcher Aktivitdtspolymorphismus
wurde wegen breiter Streuung der ASA (Variationskoeffizient 31%) vermutet.
Etwaige methodische Fehler wurden durch Vergleich des Korrelationskoefti-
zienten  der ASA von Mutter und Kind mit dem Erwartungswert r=0,5
abzuschitzen versucht. Bei 41 ausgewihlten Paaren ergab sich r = 0,325 (nicht
signifikant von r = 0,5 verschieden). Die Auswahl richtete sich nach einer fiir
jeden Probanden mitbestimmten, von der ASA unabhéngigen VergleichsgroBe
V., die aus den relativen Aktivitdten dreier lysosomaler Vergleichsenzyme ge-
mittelt wurde. Probanden mit V,-Werten auBerhalb der einfachen Standard-
abweichung wurden ausgeschieden. Die V-Werte zeigten einen Variations-
koeffizienten von 19%, eine Korrelation von r=0,6 zur ASA, jedoch keine
Korrelation zwischen Mutter und Kind (» = 0,09). Bei den ausgewihlten Paaren
deuteten sich in der ASA-Verteilung sowie bei Betrachtung der Mutter-Kind-
Differenzen der ASA zwei distinkte Klassen an (Aktivitdtspolymorphismus).
Es wurde der vorsichtige SchluB auf drei Aktivititsphanotypen gezogen, die
ihren Grund in den Genotypen ASA'/ASA', ASA/ASA” und ASA’/ASA’, also
den Allelen ASA" und ASA’ haben konnten, wenn die letzteren einfache und
doppelte Aktivitdt hervorrufen wiirden. Nach der Zuordnung der Aktivitéts-
werte der Paare zu den mit diesen Genotypen moglichen Mutter-Kind-
Kombinationen wurden dic Genfrequenzen probeweise zu 0,357 fiir ASA' und
0,643 fiir ASA? ermittelt. Die damit errechneten Erwartungshiufigkeiten der
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verschiedenen Kombinationen unterschieden sich offenbar nur zufallig von der
nach dem Zuordnungsversuch gefundenen Verteilung. Die sich abzeichnende
Existenz zweier normaler ASA-Allele bedeutet, daB den heterozygoten Uber-
trigern der MLD (sie hat den Genotyp ASA”/ ASA’) zwei Genotypen ASA’/
ASA' und ASA’/ASA’ zuzuordnen wiren. Der letztere wiire mittels der hervor-
gerufenen Aktivitat nicht von ASA'/ASA' und nur durch den Faktor 1,5 von
ASA'/ASA® unterscheidbar, was der bekannten Schwierigkeit des Hetero-
zygotentests bei MLD entspricht. Fiir den Einsatz des Tests bei der genetischen
Beratung von MLD-Familien ist die Verbesserung der quantitativen Bestim-
mung der ASA zum endgiiltigen Nachweis des Aktivitdtspolymorphismus
lohnend.

Schliisselworter: Metachromatische Leukodystrophie ~ Arylsulfatase A - Blut-
leukocyten - Mutter-Kind-Paare - Aktivitdtspolymorphismus - Hetero-
zygotenbestimmung

Einleitung

Die Diagnose der metachromatischen Leukodystrophie (MLD) (Ubersicht bei
Dulaney and Moser 1978) bedarf immer der Absicherung durch den Nachweis des
Aktivitdtsdefekts der Arylsulfatase A (ASA), denn die klinische Symptomatik
besonders der juvenilen und adulten Verlaufsformen ist vieldeutig. Nach Pilz et al.
(1979) sei zitiert: ,Folgende Diagnosen wurden bei spiter verifizierten Fillen von
metachromatischer Leukodystrophie gestellt: akute, Defekt- oder Propfschizo-
phrenie, Hebephrenie, endogene bzw. klimakterische Depression, praseniler hirn-
organischer Abbau unklarer Atiologie, diffuse Sklerose, multiple Sklerose,
chronischer Alkoholismus, progressive Paralyse, spastische Spinalparalyse, cere-
belldre Heredoataxie.* — Nur die Herabsetzung der motorischen Nervenleit-
geschwindigkeit ist ein relativ konstantes Symptom, evtl. sogar Frithzeichen der
MLD (Czmok et al. 1974).

Die biochemische Diagnostik durch Nachweis des genetischen Aktivitéts-
defekts der ASA setzt voraus, dafl der breite Normbereich der ASA-Aktivitit
moglichst genau in den Anteil der genetischen und in den der methodischen
Variation differenziert wird. Dies gilt vor allem dann, wenn heterozygote Uber-
triager der MLD, die klinisch gesund sind, aber im Mittel auf die Halfte reduzierte
ASA-Aktivitdt besitzen, an ihren erniedrigten Enzymspiegeln erkannt werden
sollen, — eine Forderung, die sich bei der genetischen Beratung betroffener
Familien zunehmend stellt.

Ein Zugang zum Problem der genetischen Schwankung der normalen ASA-
Aktivitdt war von der Untersuchung einer Reihe normaler Mutter-Kind-Paare
(MKP) zu erwarten: Bei diesen bedingt die genetische Verwandschaft eine be-
stimmte Beziehung der Enzymspiegel von Mutter und Kind.

Ist die beniitzte MeBmethode genau genug, diese Beziehung bzw. Korrelation
nachzuweisen, so kann die Variation der gemessenen Enzymspiegel im wesent-
lichen als genetisch angesehen werden, entspricht also dem gesuchten Norm-
bereich.
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Die genetische Variation ist jedoch oft nicht stetig, sondern mit noch schirferen
Methoden in bestimmte Stufen auflosbar (Phdnotypen der Enzymaktivitit), die
auf verschiedenen Genen beruhen (multiple Allelie). Fiigt man zu solchen denk-
baren, verschiedenen Normalallelen noch das pathologische Allel, welches zur
MLD fiihrt, hinzu, so wiirde sich z. B. folgende Reihe von ASA-Allelen ergeben:
ASA’ bedingt die ASA-Aktivitit 0 (Aktivititsmangel bei MLD), ASA' ruft die
Aktivitat 1, ASA® die Aktivitit 2 hervor. Die pathologischen Kombinationen
ASA’/ASA’ (homozygot krankhaft), ASA”/ASA" und ASA’/ASA’ (beide hetero-
zygot fiir MLD) wiirden zu den Aktivitdtsstufen 0, 1 und 2, die ,normalen®
Genotypen ASA'/ASA', ASA'/ASA” und ASA”/ASA® zu den Stufen 2, 3 und 4
fithren.

Wir untersuchten die ASA-Aktivitit in den Blut-Leukocyten von 64 normalen
MKP auf Hinweise fiir solche Aktivitatsstufen (Aktivitdtspolymorphismus,
Kompf et al. 1974), die evtl. den Schluf auf verschiedene ASA-Allele zulassen
wiirden, und bedienten uns dazu einer Methode, bei der die erzielten ASA-
Aktivitdtswerte anhand der gleichzeitig gemessenen Werte von Vergleichs-
enzymen, die wie die ASA im Lysosom der Zelle lokalisiert sind, so sortiert
wurden, dal} eine Gruppe von gut miteinander vergleichbaren ASA-Werten
iibrig blieb.

Material und Methodik

1 Probanden

Die Stichprobe umfafite 64 Mutter-Kind-Paare (128 Probanden). Davon stammten 38 Paare aus
dem Raum Tiibingen-Herrenberg, die sich freiwillig zur Blutentnahme bereit erklirten; die
Blutproben von 26 Paaren wurden durch das Institut fiir Anthropologie und Humangenetik der
Universitit Tiibingen vermittelt. Die Altersverteilung lag bei den Kindern zwischen 4 und 32
Jahren, bei den Miittern zwischen 25 und 63. Bei keinem der Probanden ergaben sich Hinweise
auf eine neurologische Erkrankung in der Familie, z. B. im Sinne einer MLD.

2 Gewinnung der Leukocytenfraktion aus Blutproben

Je 5ml Venenblut wurden mit 1 ml wiBriger Dextran (5%)-Kochsalz (0,7%)-Heparin (0,05%)-
Ldsung gemischt. Nach Istiindiger Sedimendation bei 20°C, die durch die Dextran-Heparin-
Losung beschleunigt abliauft, wurde der Leukocyten-Plasma-Uberstand abpipettiert und die
Erythrocyten-Siule verworfen. Durch Zentrifugieren (10 min, 600 g) wurden die Leukocyten vom
Plasma-Uberstand getrennt. Das zuriickbleibende Leukocyten-Sediment wurde mit 5ml physio-
logischer Kochsalz-Losung aufgeschwemmt, erneut zentrifugiert, der Uberstand verworfen.
Einfrieren der Leukocyten-Sedimente bei —30°C (maximal 4 Monate) bis zur weiteren
Bearbeitung: Auftauen durch Zugabe von 1 ml Aqua bidest., anschlieBende Ultraschallbehand-
lung (I min) zur kompletten Lyse der Leukocyten. Die Lysate wurden fir die Enzymbestim-
mungen verwendet. — In Kontrollproben wurden Enzymbestimmungen vor dem FEinfrieren
sowie nach 1-, 2- und 4monatigem Einfrieren von Teilen der Proben durchgefiihrt. Die Enzym-
aktivititen blieben iiber diesen Zeitraum im Rahmen der methodischen Fehlerbreite (10-15%)
unverindert.

3 Enzymatische Ansdtze

Je 50 pl der Leukocytenlysate (im folgenden als Proben bezeichnet) wurden in Vielloch-Platten
aus Plastik verteilt. Die Aliquote dienten zum Ansatz der Aktivitdten der Arylsulfatase A, Total-
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fS-Hexosaminidase, sauren S-Galaktosidase und -Glucuronidase (alles lysosomale Enzyme mit
saurem pH-Optimum)in Doppelbestimmung und fiir entsprechende Leerwerte. Fiir den Umgang
mit den chromogenen Substraten und den enzymatisch freigesetzten, gefdrbten Produkten nach
der Inkubationsphase hat sich die Arbeit auf Schuppeneis und im abgedunkelten Raum bewéhrt.

3.1 Arylsulfatase A (ASA)

50ul Probe wurden mit 150 pl Substrat-Losung gemischt. Diese bestand aus 10 mM 1-Hydroxy-
5-Nitrophenyl-Sulfat (p-Nitrocatechol-Sulfat} als eigentlichem Substrat, 5x 107*M Natrium-
pyrophosphat als Inhibitor der Arylsulfatase B sowie 109 NaCl als Reaktionsstabilisatorin 0,5M
Na-Acetat-Puffer pH 5,0 (Baum et al. 1959). Die Reaktion wurde filr die Leerwerte sofort, fiir die
Reaktionsansitze nach 3h Inkubation bei 37°C, durch Zugabe von 0,4 ml alkalischem Puffer
pH 10,3 gestoppt. (Puffer aus 1 Teil I N Natronlauge und 4 Teilen 1,5M 2-Amino-1-methyl-1-
propanol.) Von Leerwert- und Reaktionsansitzen wurde die Extinktion bei 515 nm gemessen, Als
Maf fiir die Enzymaktivitdt galt die Extinktion nach Abzug des Leerwerts. Eine Extinktions-
differenz von 0,01 wurde in dieser Studie als Absorptionseinheit (AE) bezeichnet.

3.2 Vergleichsenzyme

3.2.1 Total-B-Hexosaminidase (N-Acetyl-f-D-Glucosaminidase). 50 pl Probe wurden mit 150 pl
Wasser verdiinnt und in 2 Teile zu 100pl geteilt (gleiches Vorgehen beim Leerwert). Die
Verdiinnung ist wegen der zu erwartenden hohen Extinktion sinnvoll. Danach pro 100l
verdiinnter Probe Zugabe von 0,5ml Substrat-Losung (2mM p-Nitrophenyl-f-D-N-Acetyl-
Glucosaminid in 0,1 M Natriumcitrat-Puffer pH 4,5). Nach 60 min Inkubation (Leerwert 0 min)
Stoppen der Reaktion mit 0,4 ml alkalischem Puffer (s. 3.1), Messung der Extinktion bei 405 nm.

3.2.2 Saure [-Galaktosidase. Ausfihrung wie 3.1; 50l Probe wurden mit 150l Substrat-
Losung (2mM p-Nitrophenyl-f-p-Galaktopyranosid und 86 mM Kochsalz in 0,5M Acetat-
puffer pH 5,0) vermischt. Inkubationsdauer 90min, Extinktionsmessung bet 405nm, Alkali-
sierung mit 0,5 ml Puffer (s. 3.1), Bildung der Differenz gegen den Leerwert.

3.2.3 B-Glucuronidase. Ausfihrung wie 3.1bzw. 3.2.2, jedoch mit der Substrat-Lésung von 2mM
p-Nitrophenyl-f-D-Glucuronid in 0,1 M Natrium-Citrat-Puffer pH 4,2; Inkubationsdauer,
Alkalisieren und Extinktionsmessung wie bei 3.2.2.

4 Berechnung der Vergleichsgrifie V,
aus den fiir die drei Vergleichsenzyme erhaltenen Extinktionswerien

Der V,-Wert wurde aus den relativen Aktivitdten der drei Vergleichsenzyme Total-f-Hexos-
aminidase, saure f-Galaktosidase und f-Glucuronidase berechnet. Relative Aktivitit bezeich-
nete die fiir das Vergleichsenzym 4, B oder C jedes Probandeni (i=1,2,3...n) als Extinktion
gemessene Aktivitit bezogen auf das arithmetische Mittel der Extinktion dieses Einzelenzyms bei
allen Probanden. Die relativen Aktivitdten der Einzelenzyme seien A, B, Cg. Der Wert ¥,
errechnet sich dann fir jeden Probanden i:
Vai=1T(Ar i+ Brit+ Cr )

Der Faktor 51:3=17 diente dazu, bei drei Vergleichsenzymen alle ¥ in den Bereich um 51 zu
legen (das ist der Mittelwert der ASA-Aktivititen, s. Tabelle 1), wodurch ASA-Aktivitaten und
l-Werte leichter verglichen werden konnten.

Ergebnisse und Diskussion

Bei der Bestimmung der ASA-Aktivitdt aus Blut-Leukocyten hat es sich gezeigt,
dal die grofie Variation (um Faktoren 7-9) relativ unabhingig davon ist, ob die
gemessenen Werte in bezug auf gleiche Mengen eingesetzten Leukocytenproteins
(Kihara et al. 1973), gleiche Leukocytenzahl (vorliufige Beobachtung) oder
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Tabelle 1. Arylsulfatase-A-Aktivitit (AE) und mittlere Vergleichsenzym-Aktivitit () in den
Blutleukocyten von 64 Mutter-Kind-Paaren

Paar-Nr. Mutter Kind
ASA-Aktivitdt  F-Wert® ASA-Aktivitat  F-Wert®
(AEY (AEY
1 37 53 35 51
2 50 63 21 53
3 62 50 47 49
4 62 57 56 59
5 55 51 54 57
6 75 51 51 43
7 75 5t 30 37
8 40 48 43 42
9 66 59 72 57
10 48 55 50 68
11 57 52 41 35
12 51 59 80 57
13 44 49 41 44
14 35 41 35 36
15 58 49 55 49
16 59 49 59 52
17 80 51 59 57
18 42 42 50 50
19 32 48 36 61
20 74 59 36 54
21 63 55 46 47
22 40 74 30 48
23 55 56 57 58
24 24 56 49 56
25 67 55 59 55
26 71 54 53 50
27 51 46 48 55
28 82 69 47 35
29 87 64 67 71
30 70 61 66 73
31 41 49 53 54
32 39 39 61 62
33 52 47 82 69
34 45 51 62 57
35 49 49 40 45
36 64 56 47 46
37 40 45 52 57
38 64 58 87 79

39 48 56 43 50
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Tabelle 1 (Fortsetzung)

Paar-Nr. Mutter Kind
ASA-Akiivitat  ¥-Wert® ASA-Aktivitat  F-Wert®
(AEY (AE)

40 58 55 72 58
41 29 44 43 63
42 36 36 59 48
43 44 51 52 49
44 68 63 53 41
45 88 57 62 44
46 44 40 40 44
47 83 55 12 16
48 61 48 49 44
49 23 20 64 51
50 54 53 31 36
St 69 42 31 48
52 26 48 31 48
53 20 36 19 38
54 62 48 62 55
55 40 42 40 54
56 45 40 59 44
57 40 43 44 44
58 46 56 61 52
59 20 38 29 53
60 43 52 36 42
61 49 54 37 55
62 50 47 58 57
63 65 54 42 44
64 69 58 52 43
Mittelwert: 52,9 50,9 49,0 50,8
Standardabweichung: 16,6 8,5 14,8 10,2

* Siehe Methodik

gleiches Volumen an verarbeitetem Blut angegeben werden. Da die letztgenannte
Normierung die einfachste und somit am wenigsten storungsanfillige ist, fand sie
fiir diese Studie Verwendung.

Die ASA-Aktivititen von den 64 untersuchten Mutter-Kind-Paaren (MKP)
sind in Tabelle 1 wiedergegeben. Zur Abschitzung, in welchem Grad die
genetische Variation von dem methodischen Fehler tiberdeckt war (s. Einleitung),
bot sich die Bestimmung der Korrelationskoeffizienten » der ASA-Aktivitdt von
Mutter und Kind an. Dieser betragt fiir drei vererbliche quantitative Merkmale
und so auch fiir Enzymaktivitaten theoretisch r=0,5 (vgl. Lenzund Lenz 1968). Je
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nédher der aus den experimentellen Daten ermittelte Korrelationskoeffizient diesem
Wert kommt, desto mehr diirfte die rein genetische Variation der Daten zum
Vorschein kommen.

Aus den ASA-Aktivititen der Tabelle 1 errechnete sich ein Mutter-Kind-
Korrelationskoeffizient von nur #=0,225. Nach Eliminierung dreier Paare (Nr. 38,
47 und 49) mit extremen ASA-Werten stieg die Korrelation auf »=0,359 an und
war damit hochsignifikant von 0 verschieden. Dieser Korrelationskoeffizient war
seinerseits nicht signifikant von dem theoretischen Wert 0,5 verschieden (95%-
Vertrauensbereich 0,110-0,558 fiir r). Fiir die Paare 38, 47 und 49 war die geringe
Vergleichbarkeit mit der iibrigen Stichprobe dadurch zu bestitigen, dal} die fiir
jeden Paarling mitbestimmte Vergleichsgréfe V, (aus Vergleichsenzym-Aktivi-
titen, s. Methodik) teils ebenfalls extreme Werte hatte.

Fiir die bereinigte Stichprobe von 61 MKP war nach dem Korrelationskoeffi-
zienten » = 0,359 nun anzunehmen, daf} die Variation ihrer Aktivititen zumindest
vorwiegend genetisch bedingt sei. Der genetische Ursprung der positiven Korre-
lation wurde indirekt durch die Korrelationsanalyse falscher Paare (Mutter aus
Paar 1/Kind aus Paar 2, Mutter aus Paar 2/Kind aus Paar 3 usw.) bestitigt, bei
der sich keine signifikante Korrelation mehr ergab (r=0,104). Unter der Vorstel-
lung eines Aktivitdtspolymorphismus bei multipler Allelie (s. Einleitung) unter-
suchten wir daher die Haufigkeitsverteilung der ASA-Aktivititen der 2x 61
Probanden der bereinigten Stichprobe, zunichst ohne Riicksicht auf die genetische
Bezichung innerhalb der MKP. Wir fanden keinen eindeutigen Hinweis auf
distinkte Aktivitdtsklassen.

Eine weitere Siebung der Stichprobe sollte nicht von den ASA-Werten selbst
ausgehen, weil sonst die Gefahr bestand, Werte auszusondern, die tatsdchlich aus
genetischen Griinden vom Durchschnittswert abwichen, also gerade fiir die Frage
des Aktivititspolymorphismus wichtig sein wiirden. Vielmehr wurde fiir die
Ausscheidung weiterer MKP wiederum der J/-Wert herangezogen. Es wurden alle
MKP ausgeschieden, bei denen auch nur ein Paarling einen J/-Wert besal3, der
auBerhalb der einfachen Standardabweichung aller //-Werte lag (Tabelle 1). Auf
diese Weise eliminierten wir weitere 20 Paare. (Korrelationskoeftizient der ASA-
Aktivitdt bei Mutter und Kind anschlieBend »=0,325.)

Die Haufigkeitsprofile der Aktivitdtswerte der doppelt bereinigten Stichprobe
(41 MKP, Abb.1) lieBen nun Andeutungen einer nicht mehr monomodalen
Verteilung erkennen. Es zeigten sich Hiufigkeitsakzentuierungen in der Gegend
um 45 und 60 AE (= Absorptionseinheiten, Aktivitditsmal} der ASA,s. Methodik).
Wegen der starken Uberlappung zu Nachbarklassen konnte allerdings nicht von
distinkten Aktivitdtsklassen gesprochen werden. Die Intrapaardifferenzen (kurz:
IPD) der 41 Paare verteilten sich indessen in der Weise, daf} eine Klasse der
Differenzen zwischen 11 und 17 AE nahezu distinkt hervortrat (Tabelle 2), neben
einer Hiufung von IPD unterhalb 8 AE. Tabelle 2 wurde versuchsweise
folgendermaBen interpretiert: Die IPD zwischen 0 und 8 AE entsprechen der
theoretischen Differenz von 0 (gleicher Phdno- und Genotyp bei Mutter und Kind)
und variieren nur infolge der immer noch betrachtlichen methodischen Fehler. Die
zwischen 11 und 17 AE gehiuften IPD mit ihrem errechneten Mittelwert 15 AE
entsprechen jedoch eher der Differenz verschiedener Phdnotypen, deren Geno-
typen sich in einem Allel unterscheiden. Die IPD von 15 AE gibt also den
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Abb. 1. ASA-Aktivititen (beide Werte der
Doppelbestimmung) bei 41 Mutter-Kind-
Paaren (s. Text)

Zah! der Probanden x 2

0 20 30 40 50 60 70 80 90
ASA-Aktivitat (AE)

Tabelle 2. Intrapaar-Differenzen (IPD) der ASA-Aktivitdten (Einheit AE, s. Text) von 41 Mutter-
Kind-Paaren

Klassen der IPD als AE 0-5 5-8 | 811 |11-14 14-17 17-20  20-23 23 und
héhere IPD

Zahl der Paare 13 7 1 5 6 1 2 6

Klassen mit Hiufigkeitsakzentuierungen (s. Text) sind eingerahmt

Unterschied definierter Aktivititsbetrige an, die von zwei Allelen ASA' und ASA’
hervorgerufen werden. Die sporadischen hohen IPD (grofier als 20 AE) in Tabelle
2 konnen als zufillig gleichsinnige Addition von groBen methodischen Fehlern bei
der Aktivitdtsbestimmung von Mutter und Kind angesehen werden, aber auch mit
einem dritten, zu noch héherer Aktivitét fiihrenden ASA-Allel zusammenhingen.
(Dessen mogliche Existenz soll der Ubersichtlichkeit halber hier nicht weiter
diskutiert werden.)

Die bei Abb.1 genannten Hiufigkeitsakzentuierungen der ASA-Aktivitats-
werte in der Gegend um 45 und 60 AE unterschieden sich gerade um den Betrag
von 15 AE, der bei Tabelle 2 hervorgehoben wurde. Ging man von der einfachen
Hypothese eines multipel-allelen Systems mit zwei Allelen aus, von denen z. B. das
eine einen bestimmten Aktivitidtsbetrag, das andere den doppelten Betrag hervor-
ruft, die aber beide mit dhnlicher Frequenz auftreten, so war nach dem Hardy-
Weinberg-Gesetz die heterozygote Kombination der beiden Allele als haufigster
Genotyp zu erwarten. Von den genannten Aktivitatsstufen 45 und 60 AE, die wir
als prasumptive Phinotypen bezeichnen wollen, erschien die Stufe 45 AE etwas
hidufiger besetzt (Abb. 1). Dieser Phinotyp konnte also seinen Grund in einem
heterozygoten Genotyp ASA'/ASA? haben, dessen Allele ASA' den Aktivitits-
betrag 15 AE und ASA’ 30 AE hervorrufen. Der prasumptive Phinotyp 60 AE war
nun zwanglos dem Genotyp ASA’/ASA’ zuzuordnen. Es blieb noch der Phinotyp
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30 AE fiir den Genotyp ASA'/ASA' zu fordern. In der Stichprobe von 41 MKP
befanden sich einige entsprechende ASA-Werte. Wegen des gemeinsamen Allels
innerhalb der MKP waren bei den angenommenen Genotypen ASA'/ASA',
ASA!/ASA’ und ASA’/ASA’, abgesehen von dem methodischen Fehler, aktivitats-
phanotypisch nur IPD mit 0 oder 15 AE zu erwarten.

Zur weiteren Priifung der Hypothese zweier Allele ASA'und ASA® ging unser
Bestreben dahin, die gemessenen Aktivitdtswerte der doppelt bereinigten Stich-
probe von 41 MKP einer der bei zwei Allelen (3 Genotypen) moglichen Genotyp-
Kombination von Mutter und Kind zuzuordnen. Die Kombinationen lauten
(prasumptive Phinotyp-Kombinationen in Klammern, Aktivititen als AE):

Mutter — Kind

ASAYVASA' — ASA/ASA' (30 — 30)
ASAYVASA! — ASA/ASA’ (30 — 45)
ASA/ASA' — ASA/ASA' (45 — 30)
ASA/ASA’ — ASAVASA® (45 — 45)
ASA/ASA® — ASAVASA’ (45 — 60)
ASA/ASA’ — ASA/ASA® (60 — 45)
ASA/ASA’ — ASA/ASA® (60 — 60)

In Tabelle 3 ist das Ergebnis des Zuordnungsversuchs dargestelit. Die
gemessenen ASA-Aktivititen sind im Gegensatz zu Tabelle 1 (Mittelwerte) als
Doppelbestimmungen aufgefiihrt, um einen Uberblick iiber die Fehlerbreiten zu
geben, die bei der Zuordnung zu den prasumptiven Phianotypen zu berticksichtigen
waren. Die Variation der Doppelbestimmungen diirfte innerhalb eines jeden MKP
den gesamten methodischen Fehler einigermalien beschreiben, da die Proben der
Paarlinge immer zusammen bearbeitet wurden. Der Fehler zwischen den MKP
unterlag aber sicher bisweilen wechselnden dufleren Einfliissen, da nicht alle MKP
simultan bearbeitet werden konnten. Bei einzelnen MKP (Nr. 4, 6, 26, 52, 61 und
64) variierten die Doppelbestimmungen erheblich (Pipettierfehler?). Nicht nur
aufgrund solcher Fehler, die durch Mittelwertbildung der Doppelbestimmungen
gemildert wurden, war die Zuordnung einer Reihe von Paaren (Nr. 6, 9, 26, 31,37,
40, 61 und 64) zu den prasumptiven Phanotyp-Kombinationen problematisch. Die
Paare 12, 17, 40, 45 und 51 mit meist hohen Werten konnten iiberhaupt nicht
sinnvoll zugeordnet werden; wir beriicksichtigen sie daher nicht weiter, waren uns
aber im klaren, dafl wir dadurch evtl. eine fiir die angestrebte Aussage unzuldssige
Auslese getroffen haben.

Forma! verfuhren wir im einzelnen folgendermafBen: Aktivititswerte unter 37,5
AE wurden dem Phinotyp 30 AE, Werte zwischen 37,5 und 52,5 dem Phénotyp 45
AE und Werte zwischen 52,5 und 67,5 dem Phinotyp 60 AE zugeordnet, Fiir
Werte, die bei den Grenzen 37,5 und 52,5 AE lagen, konnte keine Entscheidung
getroffen werden, sie wurden abwechselnd den benachbarten Phédnotypen zuge-
schlagen.

Fiir die Zuordnung ciniger Paare muBiten schlieBlich noch zwei weitere
Annahmen gemacht werden: 1) Wenn die Werte der Doppelbestimmungen stark
differierten, wurde nicht der Mittelwert, sondern nur der Wert beriicksichtigt, der
naher bei einem prasumptiven Phinotyp lag, in der Annahme, der andere Wert
wiirde durch einen methodischen Fehler von diesem Phénotyp abweichen (Paare
Nr. 6,9, 26, 64). — 2) Wenn die IPD bei einem Paar in der Nahe von 15 AE lag, die
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Tabelle 3. Arylsulfatase-A-Aktivitit (AE) und deren phinotypische Zuordnung zu den angenom-
menen Allelen ASA' und ASA® bei 41 ausgewéhlten Mutter-Kind-Paaren

Paar-Nr. Mutter Kind
ASA-Aktivitat prasumptive ASA-Aktivitdt prasumptive
Doppelbest. Phinotypen Doppelbest. Phanotypen
(AE) 15 oder 30 AE, (AE) 150der 30 AE,
Allele Allele
ASA' und ASA’ ASA' u. ASA’
1 35/39 15+15 33/36 15+15
3 58/67 30+ 30 46/48 15+ 30
4 61/63 30+30 51/61 30+30
5 52/57 30+ 30 50/57 30+ 30
6 66/84 30+30 50/51 15430
8 38/42 15430 42/44 15+ 30
9 66/66 30+ 30 67/76 30+ 30
12 50/52 15430 74/86 7 ?
13 43/45 15430 41/41 15+ 30
15 56/59 30+ 30 54/56 30+30
16 57/61 30+30 55/62 30+ 30
17 76/83 ? 07 57/60 30+30
18 41/43 15430 50750 15+ 30
20 72/75 707 35/37 15+15
21 62/64 30430 45/47 15+30
23 55/55 30+30 56/58 30+30
24 24/24 15+15 48/50 15+ 30
25 65/68 30+30 59/59 30+30
26 62/79 30+ 30 50/55 15430
27 50/52 15+30 47/49 15+ 30
31 38/44 15430 51/54 15+30
34 44/46 15+ 30 59/64 30+30
35 45/53 15430 38/41 15430
36 62/65 30+30 41/52 15430
37 37/42 15430 50/53 15+30
39 47/49 15430 40/46 15430
40 55761 30+30 69/75 ? 7
43 42/45 15430 50/53 15+30
45 85/90 7?7 ? 62/62 30+30
48 60/62 30+30 47/50 15+30
51 67/70 30+30 30/32 30+ 07
52 23/28 15+15 29/33 15+15
54 61/63 30+ 30 62/62 30+30
55 38/42 15430 39/41 15+30
57 40/40 15+30 43/45 15+30
58 44/47 15+30 58/64 30430

60 42/44 15+30 33/38 15+15
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Tabelle 3 (Fortsetzung)

Paar-Nr. Mutter Kind
ASA-Aktivitat prasumptive ASA-Aktivitit prasumptive
Doppelbest. Phénotypen Doppelbest. Phénotypen
(AE) 15 oder 30 AE, (AE) [5oder 30 AE,
Allele Allele
ASA' und ASA’ ASA' u. ASA
61 46/52 15+30 31/42 15+15
62 49/51 15+30 58758 30430
63 48/52 15430 40/43 15+30
64 62/75 30+30 48/56 15+30

* Paar 51 kann formal z.B. so gedeutet werden, daf} das Kind heterozygot fiir MLD ist, also ein
Allel ASA’ besitzt
Paare, in denen ?? vermerkt sind, wurden fiir die weitere Auswertung nicht beriicksichtigt
(s. Text)

Werte beider Paarlinge aber noch innerhalb der oben angesetzten Aktivitéts-
grenzen fiir die Zuordnung zu ein und demselben Phanotyp lagen, wurden dennoch
zwei Phinotypen angenommen (Paar 37), also die IPD beriicksichtigt, weil
innerhalb des Paars ein geringerer Fehler zu vermuten war als zwischen den Paaren
(s. oben).

In Tabelle 3 ist das Ergebnis des Zuordnungsversuchs zu den prasumptiven
Phinotypen 30, 45 und 60 AE so dargelegt, daf} die durch die hypothetischen Allele
ASA' und ASA’ hervorgerufenen Aktivititsbetrige 15 und 30 AE direkt zu
erkennen sind. Somit konnten auch die prasumptiven Haufigkeiten der beiden
Allele direkt ausgezihlt und zu der Gesamtzahl von 4 X 35 Allelen (35 ausgewertete
Paare) in Beziehung gesetzt werden. Es ergaben sich die Frequenzen p=0,357 fir
ASA' und ¢ = 0,643 fiir ASA’.

Mit diesen Frequenzen berechneten wir nach der theoretischen, aus dem
Hardy-Weinberg-Gesetz abgeleiteten Verteilung der Frequenzen zweier Allele auf
MKP die Erwartungshiufigkeiten der 7 moglichen Genotyp-Kombinationen bei
Mutter und Kind. Sie sind in der folgenden, tblichen Matrizen-Darstellung
(Tabelle 4) bereits in die Anzahl der MKP aus 35 ausgewerteten Paaren
umgerechnet und in Klammern aufgefithrt. Den Erwartungshiufigkeiten ist die
gemil der obigen Zuordnung gefundene Anzahl von Paaren gegeniibergestellt.

Die gefundene Verteilung scheint nur zuféllig von der erwarteten abzuweichen.
Die Symmetrie in den p’q- bzw. pq’-Feldern sowie iiberhaupt in den beiden durch
ASA!/ASA’ bezeichneten Achsen der Heterozygoten ist gut angenéhert. Auf eine
statistische Behandlung wurde verzichtet, denn sie erhéhte bei der geringen Anzahi
von 35 Paaren und bei dem sicher noch betrichtlichen methodischen Fehler die
Sicherheit der angestrebten Aussage nicht.

Wir méchten das Ergebnis der Matrize (Tabelle 4) duBlerst vorsichtig als
Argument fiir die Existenz zweier ASA-Allele bewerten. Die Zuordnung der
experimentellen Werte in Tabelle 3 zu den prasumptiven Phanotypen 30,45 und 60



Zur Diagnostik der MLD durch Arylsulfatase-A-Bestimmung im Blut 303

Tabelle 4
Kind Mutter
Genotyp Phinotyp (AE) Genotyp ASA'/ASA! ASA!/ASA? ASAVASA’
Phinotyp (AE) 15+15 15430 30+ 30
ASA/ASA'; 15+ 15 2 (p’x35 2 (p'qx35
=1,58) =2,87)
ASAY/ASA% 15+30 2 (pPqx35 10 (pgx35 6 (pg*x35
=2.87) =8,05) =5,18)
ASAY/ASA”; 30+ 30 4 (pg"x35 9 (q°%x35
=5,18) =9.31)

AE beruhte auf einer Reihe zwar plausibler, aber unbewiesener Annahmen,
erfolgte also nicht immer zwingend. Die meist hohe ASA-Aktivitdt der 6, in
Tabelle 3 nicht zugeordneten Paare kann zwar methodischen Fehlern zugeschrie-
ben werden (die allerdings gerade bei héheren Aktivitidten geringer sein sollten),
143t aber auch die Moglichkeit eines dritten ASA-Allels — von der wir zunédchst
nicht ausgegangen waren — offen.

Dem erzielten, vorlaufigen Ergebnis, daf die normale ASA-Aktivitit von mehr
als einem Allel gesteuert wird, mufl noch der hinreichende Beweis dieses Aktivitéts-
polymorphismus folgen. Schon jetzt ist es wahrscheinlich, daf (mindestens) zwei
fiir das MLD-Allel (ASA®) heterozygote Genotypen ASA’/ASA' und ASA”/ ASA®
existieren. Weil der zweite aktivitdtsphidnotypisch dem nicht pathologischen
Genotyp ASA'/ASA' entsprechen wiirde, miifite er von diesem mit geeigneter
Methodik und durch gleichzeitige Familien-Untersuchung abgegrenzt werden, was
bisher nicht gelingt.

Geeignete Methoden sind nicht nur quantitative, noch priziser zu gestaltende
Aktivitdtsbestimmungen der ASA, sondern kénnen auch in einer qualitativen
Differenzierung der Produkte der Allele ASA' und ASA’ zu suchen sein. Die
Annahme, daf} die beiden Genprodukte z. B. verschiedene elektrophoretische oder
enzymbkinetische Eigenschaften haben, ist nicht fernliegend. Hier miissen weitere
Arbeiten ansetzen und sind von uns geplant. Vordringlich erscheint aber die
Verbesserung der quantitativen Aktivitdtsbestimmung. Durch Automatisierung
der Labortechnik ist sicher gegeniiber der von uns ausgefiihrten Handarbeit mehr
Prizision zu erzielen. Aber auch Blutentnahme, Leukocyten-Priiparation, Ein-
friervorgang und -dauer vor der Analyse sowie Herstellung der Leukocyten-Lysate
kdnnten sicher noch mehr standardisiert werden.

Fiir die Richtigkeit der Aktivititsbestimmung bedarf es einer von der ASA-
Aktivitdt unabhingigen VergleichsgroBe, die geeignet ist, mit Fehlern behaftete
Proben zu erkennen, um diese ausscheiden bzw. wiederholen zu kénnen. Der in
dieser Studie beniitzte, aus Vergleichsenzym-Aktivititen gebildete ¥/-Wert scheint
solche Eigenschaften zu haben. Wir konnten zeigen, daB der ¥/-Wert stark mit der
ASA-Aktivitdt korreliert ist (r= 0,565 fiir die Miitter und r= 0,619 fiir die Kinder;
n=064).

Die Korrelationswerte entkraften den denkbaren Einwand, der ¥/-Wert wiirde
als Aktivitdtsparameter ebenso wie die ASA-Aktivitit frei variieren, hitte also
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keinen Bezug zu dieser. Trotzdem wird der ¥/-Wert sicher dann unzuverlissig sein,
wenn eine besondere Variation einer der drei Vergleichsenzymaktivitdten, aus
denen er gemittelt ist, einmal ,durchschldgt®. Der J/-Wert ist andererseits dadurch
charakterisiert, dall er im Gegensatz zu ecinzelnen Enzymaktivititen keine
Korrelation zwischen Mutter und Kind zeigt (r=0,091; n=64) und mit einem
Variationskoeffizient von 16% in unserer Stichprobe deutlich weniger streut als die
einzelnen Enzymaktivitdten.

Andere Parameter wie z. B. der Leukocyten-Proteingehalt und die Leukocyten-
zahl lassen nach unseren vorlaufigen Erfahrungen eine etwas geringere Korrelation
zur ASA-Aktivitat erkennen (r betrigt ca. 0,5) als der F-Wert.

Die dringender werdende Forderung der genetischen Berater nach enzyma-
tischer Heterozygoten-Identifizierung und pranataler Diagnostik in Familien mit
genetischen Stoffwechseldefekten wie MLD und andere nicht therapierbare, der
enzymatischen Diagnostik zugingliche, neurodegenerative Krankheitsbilder
rechtfertigen jeden Versuch, die Treffsicherheit der Methoden zu erhéhen. Eine
zuverlissige Abgrenzung pathologischer enzymatischer Phinotypen ist nur mog-
lich, wenn auch die hdufigeren, klinisch nicht relevanten Phanotypen bekannt sind.
Deren Erfassung setzt jedoch oft eine wesentlich héhere methodische Genauigkeit
voraus, als sie fiir die meisten Aussagen in der klinischen Chemie notwendig ist.
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