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Inves t iga t ions  on the  Po lymorph i sm  of  l%ed Cell Es te rase  D 
by  High  Vol tage  Agarose  Gel Elee t rophores is  

Summary. An improved method for the demonstration of polymorphism of red cell esterase 
D (Es D) by means of high voltage agarose gel eleetrophoresis is described. The three isozyme 
patterns can by distinguished clearly. The allele frequencies in 510 unrelated individuals 
from tIessen/Germany are: Es D 1 - 0.8882, Es D ~ = 0.1118; rare phenotypes were not ob- 
served thus far. Family investigations support the supposed way of autosomal eodominant 
inheritance. 

Zusammen/assung. Es wird fiber eine neue, verbesserte Methode zur Darstellung des Poly- 
morphismus der intraerythrocyt~ren Esterase D (Es D) berichtet. Die Hochspannungsdfinn- 
sehiehtelektrophorese auf Agarosegel erlaubt eine siehere Differenzierung der drei Isoenzym- 
muster. Die Allelhgufigkeiten bei einer 510 Personen umfassenden hessisehen Population be- 
tragen: Es D 1 = 0,8882, Es D ~ = 0,1118; seltene Varianten wurden bisher nieht beobaehtet. 
Familienuntersuchungen best~itigen den angenommenen autosomal kodominanten Ver- 
erbungsmodus. 

Key words: Blutgruppen, Esterase D, Esterase D-Polymorphismus, Vatersehafts- 
gutaehten. 

1973 besehr ieben Hopk inson  u. Mitarb .  [1] e rs tmals  den I soenzympo lymorph i s -  
mus  der  Es te rase  D. Naeh  s tgrkege le lek t rophore t i seher  Auf t r ennung  yon E r y t h r o -  
ey tenh / imolysa ten  und spezifiseher Anf/~rbung mi t  Umbel l i fe ry les te rn  konn t e n  
bis lang drei  versehiedene I s o e n z y m m u s t e r  naehgewiesen werden,  denen zwei Allele 
an einem au tosomalen  Locus zugrundel iegen.  Das I s o e n z y m m u s t e r  spr ieht  ffir 
eine d imere  S t r u k t u r  des Es  D-Pro te ins  [1--3] .  W i t  haben  diesen fiir  die Vater-  
s eha f t sbegu taeh tung  in te ressan ten  Po lymorph i smus  mi t  einer neuen,  modif iz ier ten  
Methode  darges te l l t  und popula t ionsgene t i sehe  Un te r suehungen  sowie eine 1)ber- 
pr i i fung des formalgenet i sehen Modells mi t te l s  Fami l i enun te r suehungen  dureh-  
geft ihrt .  

Untersuehungsgut und Methoden 

Blutproben yon 510 nichtverwandten hessischen Blutspendern sowie 30 Fami]ien wurden 
zu stromafreien H~molysaten verarbeitet [4]. Erythroeyten aus Citratblut werden 3real in 
physiologischer Kochsalzl6sung gewaschen. Zu 1 ml Erythrocytcnsediment werden 1,5 ml 

13 Z. l ~ e c h t s m e d i z i n ,  Bd .  75 



180 P. Kiihnl et al. 

Tabelle 1. Es D-Phiinotypen und Genfrequenzen bei 510 hessischen Blutspendern 

Es D-Ph£notypen Es D-Genfrequenzen 

1 2--1 2 gesamt Es D 1 Es D ~ 

Beobachtet 402 102 6 510 0,8882 0,1118 
Erwartet 402,34 101,29 6,37 510,00 

Y,)/~ = 0,0268; P (d /=  1) ~ 0,90. 

Tabelle 2. Familienuntersuchungen 

Eltern n Kinder 

1 2--1 2 

1 × 1 24 25 (25) - -  - -  
1 × 2 - - 1  6 4 (3,5) 3 (3,5) - -  
1 X 2 1 - -  1 (1) - -  

2 - -1  × 2 - - 1  2 2 (0 ,5)  - -  (1) - -  (0 ,5)  

2 - - 1 × 2  . . . . .  

2 × 2  . . . .  

33 31 4 

Aqua dest. hinzugefiigt. Der Ansatz verbleibt 30 min bei ÷ 4 ° C im Kfihlschrank. Danach wird 
der Ansatz mit 1 ml Tetrachlorkohlenstoff kriiftig ausgeschiittelt, anschliegend wird 10 min 
bei 1500 × g zentrifugiert, das iiberstehende Hiimolysat abpipettiert. 

Die horizontale Hochspannungsdiirmschichtelektrophorese auf Agarosegel wird in einer 
Desaga-DE-Doppelkammer (122000) bei einer konstanten Kfihltemperatur yon +4°C nnd 
einer Feldstiirke yon 40 V/era ausgeffihrt, die Laufzeit betr~gt 60 rain. Auf Glasplatten der 
GrSl]e 20 × 20 × 0,2 mit geschliffenem Rand wird ein l°/o-Agarosegel (Agarose der Fa. Biomol, 
6804 Ilvesheim) in einer Schichtdicke yon 1,5 mm aufgegossen. Der Auftrag yon 5 ~l stroma- 
freien Hgmolysats erfolgt mittels Mikroliterspritze in 2 Reihen je 1 cm breiter Schlitze, die mit 
einem Deckgl~schen in 6 bzw. 12 cm Abstand yore spgteren kathodalen Ende ins Gel einge- 
stochen werden. 

Brfickenpuffer: 0,1 M Trishydroxymethylaminomethan, 0,028 M Citronens~ure auf pI-I 7,5 
eingestellt. Gelpuffer 1 : 3 verdfinnt (20 ml ~- 40 ml Aqua dest. pro Platte). 

Fiirbung: Mit F~rbelSsung (5 mg 4-Methyl-Umbelliferylacetat der Fa. Koch-Light Lab- 
oratories, Colnbruck-Bucks., England, 1,5 ml Aceton, 3,5 ml Acetatpuffer 1)H 5,2) getrgnktes 
Fi|terpapier (Whatman Nr. 1) wird auf das Gel aufgelegt. Die Ablesung erfolgt nach 5 rain 
unter langwelligem UV-Licht (366 nm), wobei sich die Enzymbanden hellblan leuchtend auf 
dunMem Hintergrund abzeichnen. 

Fotografie: Polaroid MP 3-Kamera, Schwarz-Weig-Film Typ 107, Blende 4,5, Orangefilter, 
Belichtnngszeit 2 min. 

E r g e b n i s s e  u n d  D i s k u s s i o n  

Abb. i 1/~Bt die 3 Ph i ino typen  Es DI ,  2 - - i  und  2 erkennen,  wobei sich dec 
Es D 1-Ph/inotyp als in tens iv  fluorescierende Bunde,  Es D 2 - -1  Ms Dreibanden-  
muster  darstellt ,  deren beide langsame Banden  yon  ann/~hernd gleicher In tens i t / i t  
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Abb. 1. Esterase D-Ph~inotypen. Von links nach reehts:  Es D1, 2--1,  2, 1 

sind, w/thrend die am weitesten anodisch gelegene Bande sich sehw/~cher anf/~rbt. 
Es D 2 weist gegenfiber Es D 1 eine etwas geringere Farbintensit/tt auf. Ca. 6 em 
anodiseh vom Auftragsschlitz entfernt stellen sich Fluorescenzzonen dar, die der 
Esterase A 1 entspreehen. Das Isoenzymmuster 1/t13t auf eine dimere Molekiil- 
struktur der Es D sehliel3en. 

Die yon uns ermittelten Genfreqnenzen stimmen gut. mit den Ergebnissen 
anderer Autoren [1, 2] fiberein. Nach Welch [3] wurden auch bei Negern - -  unter- 
sueht wurden 734 Eingeborene aus Gambia, Westafrika - -  keine signifikanten 
Untersehiede zu den Genfrequenzen bei Weigen festgestellt. Weder bei unseren 
Familienuntersuchungen noeh bei den yon Bender u. Frank [2] publizierten 
Mutter-Kind-Vergleichen wurden Abweiehungen yon dem angenommenen Modell 
einer autosomal kodominanten Vererbung gefunden. Die hier besehriebene Me- 
rhode erlaubt eine siehere Differenzierung der Ph~notypen, wobei zudem der Zeit- 
und Arbeitsaufwand im Vergleieh zur Sti~rkegelelektrophorese geringer ist. Hin- 
siehtlieh der Trennseh~rfe seheint das Agarosegel dem St~rkegel fiberlegen zu sein. 

Wir sind davon iiberzeugt, dab dieses System wegen seiner relativ gfinstigen 
isolierten VaterschaftsaussehluBehanee yon 0,089, wie sie auf Grund unseres Ma- 
terials erreehnet wurde, in Zukunft seinen Platz im Vatersehaftsgutaehten finden 
wird. Eine routinem/tBige Anwendung ist jedoeh, selbst im Problemgutaehten, 
nieht zu verantworten, solange die erforderliche Anzahl kritiseher Familien nieht 
untersueht ist. Es kommt hinzu, dab wit auf Grund der zu geringen Zahl an Einzel- 
untersuchungen bisher noeh keine ausreiehende Information fiber das Vorkommen 
seltener Varianten besitzen. Endlieh mug - -  wie bei allen Systemen - -  mit der 
Existenz stummer Gene gereehnet werden, die bei seheinbarer entgegengesetzter 
geinerbigkeit zu Fehlbeurteilungen ffihren k6nnen. 
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