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Brre (1963) hat fir die von ihm beschriebene Serumgruppe Lp fol-
gende Frequenzen flir das noch als hypothetisch angesehene Gen Lp?
angegeben : Lp®+: Lp*~=0,1877:0,8123. Uber weitere Bestimmungen der
Genfrequenzen berichteten Berc u. WENDT (1964), BUNDSCHUE u. Vogr
(1965), Bere, Karricn-KoENNER u. WEIPPL (1965). Die Schwankungen
liegen innerhalb der bereits von Brra (1963) bestimmten Grenzen fiir
Lip*=0,7868 — 0,8378, obwohl inzwischen in Erweiterung der fritheren
Untersuchungen — die meist das von Brre (1963) angewandte Anti-
serum benutzten — die Bestimmungen auch mit anderen Antilipoprotein-
seren durchgefithrt wurden. In den eigenen Untersuchungen wurde ur-
spriinglich mit einem von BunbpscHUE (1965) zur Verfiigung gestellten
Antiserum vergleichend m:t zwei weiteren durch spezifische Absorption
gewonnenen Antiseren bestimmt. Neben Lp (a) wurde gleichzeitig Lp (x)
nach den Angaben von BuxpscauH u. Voar (1965) mituntersucht. Die
Héaufigkeit und Kombination von Lp(a) und Lp(x) in 421 Proben ergab
einige Auffalligkeiten (Tabelle 1):

Tabelle 1. Lp(a), Lp(x): Hiufigkeit und Kombination in 421 Proben
N at xt (atxt) (a—xt) (atx™) (@)

421 1221 149 122 27 12 272

1 Unter diesen sind 3 Seren, die mit Anti-Lp® Berlin positiv, mit Anti-Lp?
Heidelberg negativ waren.
2 Nicht unter 421 mitgezihlt.

Da die Kombination Lp (a+) Lip (x —) nur einmal beobachtet werden
konnte, die geringe Differenz zwischen Lp(a—+) und Lp(x+) die Ver-
mutung erlaubt, der Unterschied kénne darauf beruhen, dall mit dem
moglicherweise stdrkeren Antiserum Lp (x) mehr Lp (a4 ) erfalit werden,
wurden die Untersuchungen mit verschiedenen Antiseren unter gewissen
Modifikationen — auf die noch niher einzugehen sein wird — fortgesetzt.

* Herrn Prof. Dr. B. MusLLER zur Vollendung des 68. Lebensjahres.
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1. Material und Methoden

1. Antilipoproteinserum: Apatitmethode. Nach Angaben von Brrc (1963)
wurden vier verschiedne Seren unter Beriicksichtigung der Methode von T1sgLIUS,
HyerrEN und LevIN (1956) chromatographisch so aufgearbeitet, daf eine fir
B-Lipoprotein immunelektrophoretisch reine Fraktion gewonnen wurde. Diese
wurde — insgesamt 30 ml fiir je ein Kaninchen — nur Immunisation benutzt, indem
5 Wochen lang je Woche an 3 Tagen anndhernd 2 ml gegeben wurden. Dadurch
wurde ein Antiserum erreicht, das immunelektrophoretisch und nach der Ouchter-
lony-Methode noch weitere Antikérper, nicht nur gegen Lipoprotein, enthielt. Nach
Absorption mit verschiedenen menschlichen Lp(a—)-Seren gaben diese Antiseren
keine positiven Reaktionen gegen mindestens 20 verschiedene menschliche Seren.

2. Antilipoproteinserum: Sephadexmethode. Um die Schwierigkeiten der nicht
immer einstellbaren Durchflufzeiten der Apatitsiule zu vermeiden, wurde versucht,
an einer Séule mit Sephadex G 200 ein mdglichst reines f-Lipoprotein zu isolieren,
Dazu wurde ein Mischserum benutzt. Die lipoproteinhaltige Fraktion wurde ent-
weder mittels Sephadex G 50 oder durch Dialyse konzentriert. Die Konzentration
wurde so eingestellt, daB sie einer Serumverdiinnung von etwa 1:1 entsprach. Mit
einem Zusatz von 0,2 ml Liquemin wurde immunisiert. Die Immunelektrophorese
und die Priifung nach OUCHTERLONY ergab ein fiir Lipoprotein spezifisches Anti-
serum. Dieses Antiserum war — ebenfalls wie das nach der Apatitmethode er-
reichte — nach verschieden abgestufter Absorption mit mehreren Lp(a—)-Seren
negativ gegen mehr als 20 menschliche Seren.

3. Antilipoproteinserum: Direkte Immunisation. Es wurden von zwei Lp(a-)-
Personen frisches Serum — fir jede Person ein Kaninchen — zur Immunisation
benutzt. Die Immunisation erstreckte sich iiber mindestens 4 Wochen. Diese
Kaninchen bildeten ein Antilipoproteinserum, das nach verschieden abgestufter
Absorption mit einem Lp (a—)-Serum sich verhielt wie die nach der Apatitmethode
von Bere (Brrg, 1963; Tabelle 1) gewonnenen Antilipoproteinseren. Ein weiteres
Kaninchen wurde mit einem Mischserum aus verschiedenen Lp(a-+)-Personen
immunisiert. Auch dieses Antiserum hatte dieselben Eigenschaften wie die beiden
mit frischem individuellem Serum erzielten Antiseren.

4. Zur Absorptionstechnik. Es wurden je 1 ml Serum Lp(a—) mit Antiserum
im Verhéltnis zwischen 1:0,75 bis 1:1,75 oder, je nach dem Antiserum, 0,5:0,4 bis
0,5:0,9 gemischt, 1 Std bei 37°C gehalten, ldngere Zeit geschiittelt, zentrifugiert,
abpipettiert. Um die giinstigste Absorptionsstufe zu erreichen, wurden bekannte
und moglichst gleiche Lp (a—+)- und Lp(a—)-Seren gepriift. Die giinstigste Absorp-
tionsstufe wurde somit jeweils ermittelt.

5. Lp: Bestimmung nach OUCHTERLONY. Die Bestimmungen wurden auf 18:14 cm
groBen Glasplatten in einem nach OUCBTERLONY hergestellten 1% Difcoagar mit
einem Phosphatpuffer pH 7,38 durchgefiihrt. Dadurch konnten auf jeder Platte
30 Seren gleichzeitig mit drei verschiedenen Lp (a) und einem Lp (x)- Antiserum unter-
sucht, vergleichend fiir jedes Serum die unterschiedlich ausfallenden Priicipitationen
besser erfallt werden (Beispiel: Abb.1 und 2). Die Platten wurden 48 Std bei 37°C
in einer feuchten Kammer gehalten. Nach dieser Zeit konnten die Priicipitationen
sicher nachgelesen werden. Fast alle Platten wurden zur Dokumentation in iiblicher
Weise nach CrowLE (1961) weiterbehandelt und teilweise mit Sudanschwarz, vor-
wiegend mit Olrot gefirbt.

6. Zu den Bestimmungen wurde fast ausschlieflich frisches, hochstens wenige
Tage bei -4°C aufbewahrtes stets klares Serum benutzt. Damit ein méglichst
gleichmiiBiges Material untersucht werden konnte, wurde fiir die Bestimmungen,
fber die hier berichtet wird, nur Serum von Patienten, die weniger zur Behandlung,
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meist zur Begutachtung im LVA-Sanatorium Konigstuhl (Heidelberg) waren,
herangezogen. Es handelt sich somit — im strengen Sinne — um kein auslesefreies
Material.

II. Ergebnisse

1. Die an der Apatit- und Sephadexsiule isolierten immunelektro-
phoretisch reinen §-Lipoproteine wurden aus einem dem Typus Lp(a—)
zugehodrigen Serum gewonnen. Obwohl alle fiinf mit dieser Fraktion im-
munisierten Kaninchen ein Antilipoproteinserum gebildet hatten, waren
diese Antiseren trotz vielfach verdnderter und unterschiedlich abgestuf-
ter Absorption, durchgefithrt sowohl mit Lp(a+) wie mit Lp(a—)-
Serum, im Diffusionstest gegen mindestens 20 verschiedene menschliche
Seren negativ. Dadurch wird — obwohl dies aus den Untersuchungen
von BERG (1963) schon hervorgeht — der besondere Charakter des
Typus Lp (a+) bestatigt. Die Eigenschaft Lp (a-+) wird bestimmt durch
ein eigenstidndiges nicht in jedem Serum — mindestens nicht als Antigen
wirksames — Protein. Das Antiserum ist kein einfaches Antilipoprotein-
serum, umgekehrt ist bewiesen, dal in einem Lp(a—)-Serum dieses
Antigen nicht enthalten ist. Deshalb ist es verstdndlich, dafl auch nach
Immunisation mit einem frischen Lp(a--)-Vollserum durch entspre-
chende Absorption mit einem Lp (a-—)-Vollserum ein spezifisches Anti-
serum gewonnen werden kann. Im Hinblick auf weitere Untersuchungen
— tiber die noch berichtet wird — ist diese Tatsache auch von prakti-
scher Bedeutung.

2. In Tabelle 1 wurde auf die geringe Differenz in der Haufigkeit
zwischen Lp(a<) und Lp(x+) aufmerksam gemacht. Diese konnte so-
wohl durch schwach positive Lp(a) wie Lp(x) bedingt sein. Bereits
Berc u. MoHR (1963) — spéter KauricH-KoENNER u. WEIPPL (1965)—
heben die Schwierigkeiten bei der Unterscheidung schwacher Reaktionen
hervor. Es wurde die Moglichkeit erwogen, Lp(a-) konne, wenn es sehr
schwach sei, im Diffusionstest unterhalb der Sichtbarkeitsgrenze liegen.
Die vergleichende Bestimmung von 60 Seren mit drei verschiedenen
Lp(a)-Antiseren und ein Lp (x)-Antiserum 148t betrachtliche Schwankun-
gen im Stirkegrad der positiven Reaktionen erkennen (Abb. 1). Es kann
vorkommen, daf} ein Serum, mit 4 verschiedenen Antiseren untersucht,
gegen 2 negativ, gegen 2 weitere positiv ist. In Abb. 1 ist das mit Ha
bezeichnete Antiserum im Verhéltnis zu dem mit Mi bezeichneten durch-
gehend schwicher. Doch kann dies allein nicht der einzige Grund fiir den
verschiedenen Stérkegrad der positiven Reaktionen sein, da einzelne
Seren mit dem schwicheren Antiserum eine starke, mit dem stédrkeren
Antiserum eine schwichere Reaktion gaben.

Diese Unsicherheiten kénnen tetlweise dadurch behoben werden, daB
nach der Absorption, wenn das Antiserum auf seine spezifischen Eigen-
schaften gepriift ist, dieses wieder so konzentriert wird, da die durch
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Abb. 1. Lp-Bestimmung mit Lp(x) und 3 verschiedenen Lp(a)-Seren: Ha, So und Mi. Identische
Proben in den senkrechten Reilien mit unterschiedlichem Stirkegrad der Pricipitationen (zu beachten
Reihe 5 und 10!)

die Absorption entstandene Antiserumverdinnung ausgeglichen wird.
Die Konzentration des Antiserums wurde durch Sephadex G 50 in Kom-
bination mit einer Korbchenzentrifuge durchgefithrt. In Abb. 2 wird der
Unterschied zwischen den konzentrierten Antiseren zu den nicht kon-
zentrierten in Abb. 1 deutlich: Die schwachen und gelegentlich nur

8 Dtsch. Z. ges. gerichtl. Med., Bd. 60
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schwierig beurteilbaren Reaktionen kommen nicht mehr vor. Die Dia-
gnose wird dadurch einfacher und sicherer. Jedoch sind die erwihnten
Schwierigkeiten nicht alle aufgehoben, da auch bei konzentriertem Anti-
serum, wenn vier verschiedene vergleichend miteinander benutzt wer-
den, einzelne Seren keine Reaktion mit dem einen oder anderen Anti-
serum geben. In den hier durchgefiihrten Untersuchungen wurden nur
die als Lp(a+) bezeichnet, die mindestens mit zwei Antiseren eine Pra-
cipitation zeigten. In kritischen Féllen — vor allem unter gerichtsmedi-
zinischen Gesichtspunkten — sollte deshalb der Typus mindestens mit
vier verschiedenen und mdglichst nach der Absorption konzentrierten
Antiseren bestimmt werden.

3. Zur Frage, ob Lp(x) ein besonderer Typus des Lp-Systems ist, soll
nicht Stellung genommen werden. BunpscaUuH u. Voar (1965) haben fiir
Lp(x+) aufgrund von 1404 Bestimmungen eine Genfrequenz von 0,1067
berechnet. Der Unterschied ist, wie erwdhnt, nur geringfiigig. Bei einem
Vergleich der Héufigkeiten der positiven und negativen Reaktionen zwi-
schen den mit Ha, So und Mi bezeichneten Antiseren — bereits aus den
Beispielen in Abb. 1 und 2 méglich — wiirden sich vergleichbare Diffe-
renzen ergeben wie zwischen dem Antiserum Lp(a) und dem Antiserum
Lip(x). Unter 1018 untersuchten Proben waren lediglich zwei, die mit
Antiserum Lyp (x)negativ-, mit drei Antiseren Lp (a)-positiv waren. Doch
kommen auch dhnliche Beziehungen unter den drei verschiedenen Lp (a)-
Antiseren vor.

Tabelle 2. Lp(a), Lp(x): Hiufigkeit und Kombination in 1018 Proben

~ ot Ly Ip@a+) |Ipx+) |Ina—) |Tox+)

1018 346 672 283 63

4. Die Einzelheiten der Untersuchung von 1018 Proben sind in
Tabelle 2 zusammengefalBt.

Die Genfrequenz fiir Lp ist Lp?:Lp—=0,1503:0,8497. Die Frequenz
far Lp* — als besonderer Typus kritisch aufzufassen — wiirde Lp*: Lp-
=0,1876:0,8124 betragen. BEre, KauL10H-KOENNER u. WEIPPL (1965)
haben unter der Annahme von zwei Allelen fiir einen autosomalen Gen-
ort aufgrund einer dhnlichen Genfrequenz die Héaufigkeit des Geno- und
Phianotypus berechnet (StichprobengroBe: 310): Phinotypus Lp{a+)
:Lip(a—)=10,3125:0,6875. In Tabelle 3 sind zum Vergleich die Typen-
haufigkeiten und Genfrequenzen von 2078 Proben zusammengestellt.

Die Frequenz fiir Lp®* ist niedriger als in den iibrigen angefiihrten
Untersuchungen. Uber #hnliche Frequenzunterschiede in anscheinend
gleichartigen Stichproben haben frither Barrscr und LiesricH (1961)
anlgBlich ihrer Untersuchungen tiber die Allelenhdufigkeit von Hp be-



Die Serumgruppe Lp: Zur Bestimmung des Typus und der Genfrequenzen 95

-
aC®
-

a

=
ad

~-00® a0O® 000
a0

-

-
aOeo
- a

o

a0® 000
&

-
- a
- a

ve
-pO®
@ @

@ reqo tiv

f
L

@0

0
e0O® a0
00 0 (

e O
a0

3@
~00 @
®e

o0

o0
~pO® eOe® 600 00°

® 9D
® O

@ stark positiv

s

@0®

s

>0
QO
Q0

@o
oo

20 € ]
00 80a 000 €00
@0 >0

e
> ®

-
-

®e
) -
LN

,,I

) @

e

q mittelstark positiv

3
J ‘
-

(
¢

0 G o
COe
e

0@ OG0a-
0 a

o0
a0

®0
[

ne
YyOo0e @00

o0

\ ‘3

D @
~
-

)

oF

f

Antiserum
Kaninchen

HA

-
a®

50

000 &=

e
o0

Mi

a0
al(-
-0

Prerd
L x

0
00 @
o0

HA

-

- @
pCe 000 o0Ce 90O
L B

=

Abb. 2. Lp-Bestimmung. Anordnung wie Abb. 1. Lp(a)-Kaninchenseren nach Absorption konzen-
triert: Keine schwachen Pracipitationen mehr. In Abb. 1 und 2 sind 120 Serumproben schematisch

wiedergegeben

richtet. Die Differenzbreite zwischen 0,807¢ (Berlin) und 0,8497 (Heidel-
berg) fiir Lp~ wird durch weitere Untersuchungen aufzukliren sein.
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Tabelle 3. Lp®-Genfrequenzen von 2078 Proben

Genfrequenzen

Autor Ort N Lp(a+) ILp@G) Lp* Ip~
Bera Oslo 314 107 207 0,1877 0,8123
BErrc u. WENDT Marburg 301 98 203 0,1788 0,8212
BuxbpscrEUH Berlin 135 47 88 0,1926 0,8074
Bzre, KaHLICH- Wien 310 97 213 0,1708 0,8292

KoENNER, WEIPPL
KLEIN, SCHUHMACHER, Heidel- 1018 346 672 0,1503 0,8497

GUNTHER berg

Zusammenfassung

1. Es wird iiber Erfahrungen bei der Bestimmung der Serumgruppe
Lip berichtet: a) Die vergleichende Bestimmung mit drei verschiedenen
Lip(a)- und einem Lp (x)-Antiserum zeigt betrichtliche Schwankungen
im Stirkegrad der positiven Reaktionen; b) durch Konzentration des
Antiserums nach der spezifischen Absorption kénnen diese Schwankun-
gen weitgehend ausgeglichen, jedoch nicht vollstindig aufgehoben wer-
den; ¢) der Typus Lp(a-+) ist sicherer bestimmbar bei gleichzeitiger An-
wendung von mindestens drei verschiedenen Lp (a)-Antiseren.

2. Die Genfrequenz fiir Lp? betragt fiir die untersuchten 1018 Proben:
Lp?=0,1503.

3. Das als Lp(x) bezeichnete Serummerkmal erscheint héufiger als
Lp(a): a) Die Frequenz fiir das — vollstindig hypothetische — Gen Lp*
wire 00,1876 ; b) unter 346 Lp-positiven Reaktionen waren 283 Lp (a4 x+-),
63 Lip (a—x+); c) vergleichbare Differenzen sind in einer gréBeren Stich-
probe auch zwischen verschiedenen Lp (a)-Antiseren zu erwarten.

Résumé

1. On référe des expériences au sujet de la détermination du groupe
de sérum Lp: a) La détermination comparée avec trois antisérums diffé-
rents Lp (a) et un antisérum Lp (x) montre des fluctuations considérables
dans le degré d’intensité des réactions positives; b) par concentration de
Pantisérum aprés absorption spécifique ces fluctuations peuvent étre
équilibrées amplement, mais ne peuvent étre annulées complétement;
¢) le type Lp(a+) est déterminable de fagon plus sfire par application
simultanée d’au moins de 3 antisérums Lp(a) différents.

2. La fréquence de génes pour Lp* comporte pour 1018 épreuves
examinées: Lp* 0,1503.

3. Le caractére de sérum désigné comme Lp(x) apparait plus fréque-
ment comme Lip(a): a) La fréquence pour le géne Lp* — complétement
hypothétique — serait 0,1876; b) parmi 346 réactions Lp-positives ran-
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geaient 283 Lp (a4 x+), 63 Lp(a—x-); ¢) des différences comparables
sont & attendre également des antisérums Lp(a) différents lors dun
controle plus large.
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