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Vergleichende Untersuchungen zur katalytischen Aktivitat von Isoenzymen der alkalischen

Phosphatase unter , konventionellen” und ,,optimierten’’ Testbedingungen

VonJ, Richter und J. Ohlen

Aus dem Institut fiir Klinische Chemie und Klinische Biochemie (Prof. Dr. A. Oberdorfer) und der Il. Medizinischen
Klinik und Poliklinik (Prof. Dr. H. Ley) des Klinikums rechts der Isar der Technischen Universitit Miinchen

(Eingegangen am 6. Februar/13. Mai 1974)

Ein Vergleich der katalytischen Aktivititen alkalischer Phosphatasen unter konventionellen und optimierten Testbeding’u"ng‘en in
600 Seren verschiedener Patienten und in hochgereinigten Isoenzym-Priparationen wurde durchgefiihrt. Fiir das Verhiltnis der Ak-
tivititsbestimmungen mit beiden Testmethoden ergab sich keine konstante Beziehung, sondern ein variabler Faktor (f), der vom
jeweiligen Isoenzymverteilungsmuster der alkalischen Phosphatasen abhéngig war: gereinigte Placentaphosphatgse f=2,25; S'e‘;en
Schwangerer im letzten Trimenon f = 3,62; Seren mit hohen Knochenphosphataseaktivititen f = 4,96; Seren mit hohen Aktivititen
von hepatobilidren und intestinalen Phosphatasen f = 5,42; gereinigte intestinale Phosphatase f = 6,29.

Comparative studies on the catalytic activity of isoenzymes of alkaline phosphatase, using ‘‘conventional” and

“optimized” test conditions

A comparison was made between the catalytic activities of alkaline phosphatases in the sera of 600 patients and in highly purified iso-
enzyme preparations when glycine or diethanolamine were used as buffer substance with p-nitrophenylphosphate as substrate. The
enhancement of the catalytic activities brought about by the amino alcohol buffer as compared with glycine differed greatly depen-
ding on the origin of the alkaline phosphatases; this resulted in different conversion factors (f): purified placental phosphatases

£ = 2.25; sera with predominantly placental phosphatases f = 3.62; sera with predominantly bone phosphatases f = 4.96; sera with
predominantly hepatobiliary and intestinal phosphatases f = 5.42; purified intestinal phosphatases f = 6.29.

Bei der Bestimmung von Enzymaktivititen wird die
praktikable Anndherung an das Optimum als ,,opti-
mierte Methode* bezeichnet (1). Fiir die alkalische
Phosphatase (E. C. 3.1.3.1) erarbeiteten 1967 Rick (2)
und Hausamen et al. (3) Bedingungen, die dieser Defini-
tion entsprechen. Wihrend nachgewiesen werden
konnte (4—6), daf® der bei dieser Testoptimierung zu
beobachtenden ,,Aktivierung‘ eine Transphosphory-
lierungsreaktion zugrunde liegt, ist bis heute nicht hin-
reichend untersucht worden, ob die konventionelle und
die optimierte kinetische Methode (1) die Gesamtaktivi-
tdt, d. h. die Summe der Aktivitdten von Knochen-,
Leber/Gallenweg-, Diinndarm- und u. U. Placentaphospha-
tasen, in vergleichbarer Weise erfassen. Aufgabe der vor-
liegenden Arbeit war es, die katalytischen Aktivititen
von Isoenzymen der alkalischen Phosphatase unter kon-

ventionellen und optimierten Testbedingungen verglei-
chend zu untersuchen.

Material und Methodik

1. Es wurden die Seren von 600 verschiedenen Patienten (392
weibliche Patienten im Alter von 22 bis 74 Jahren; 208 minn-
liche Patienten im Alter von 24 bis 72 Jahren) des ambulanten
und stationdren Krankengutes des Klinikums rechts der Isar
der Technischen Universitit Miinchen untersucht; die Gesamt-
aktivitdten der alkalischen Phosphatasen lagen in einem Bereich

von 8 bis 150 U/1 (konventioneller kinetischer Test, 25 °C).
Unter den weiblichen Patienten befanden sich 35 gesunde
Schwangere im letzten Trimenon. Die Auswahl der Seren er-
folgte so, daB® in den Aktivitdtsbereichen bis 34 U/1 (Kollektiv
A) bzw. 34—150 U/1 (Kollektiv B) gleich grofe und etwa
gleichmiBig verteilte Kollektive vorlagen. Seren mit héheren
Aktivititen, die eine Verdiinnung notwendig gemacht hitten,
wurden nicht fiir die Untersuchungen verwendet. Der Wert von
34 U/l stellt den oberen Grenzwert unseres lognormal (vergl.
l.c. 3,7) verteilten Normalkolléktivs dar. ‘

2. Dic Seren wurden 6 bis 8 Stunden nach der Blutabnahme in
Portionen von 1,5 ml innerhalb von 15 Minuten auf - 30 °C
tiefgefroren. Die Analyse der Seren von den Kollektiven A
und B wurde in 4 Serien zu je 150 Seren durchgefiihrt.

Die Bestimmung der Gesamtaktivitit und der Aktivititen

der Isoenzyme der alkalischen Phosphatase erfolgte mit Hilfe
von zwei Eppendorf-Enzymautomaten 5010 mit Enzymrechner
6450 gleichzeitig nach der konventionellen kinetischen und
optimiert kinetischen Methode bei 25,0 + 0,2 °C mit folgenden
Endkonzentrationen fiir den konventionellen kinétischen Test:
50 mmol/1 Glycinpuffer pH 10,5; 5,5 mmol/l Natrium-p-nitro-
phenylphosphat; 0,5 mmol/l Magnesiumchlorid; bzw. fiir den
optimiert kinetischen Test: 1 mol/l Dithanolaminpuffer

pH 9,8; 10 mmol/1 Natrium-p-nitrophenylphosphat; 0,5 mmol/l
Magnesiumsulfat.

3. Die Bestimmung des Isoenzymverteilungsmusters der alkali-
schen Phosphatase wurde in allen Seren der Kollektive A und B
flurchgeﬁihrt. Die Isoenzymbestimmung erfolgte unmittelbar
im AnschluB an die Bestimmungen der Gesamtaktivitit unter
konventionellen kinetischen Testbedingungen durch stereospe--
zifische Hemmuing mit S mmol/l L-Phenylalanin und 15-Minuten-
Hitzeinaktivierung bei 56,0 + 0,1 °C in-einem im einzelnen an
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anderer Stelle geschilderten kombinierten Verfahren (8, 9);
Bestimmung eines Quotienten (Q-Wert), der das Verhiltnis

der Serumaktivititen von hitzelabiler Knochenphosphatase zu
den relativ hitzestabilen Leber/Gallenweg-Phosphatasen semi-
quantitativ erfait. Der Q-Wert ergibt sich aus der Aktivitdtsbe-
stimmung nach der Hitzeinaktivicrung mit L-Phenylalanin zu
der vor der Hitzeinaktivierung mit L-Phenylalanin, multipliziert
mit dem Faktor 100. Normalbereich: 17,0+ 7,3 (X 2 s,

n = 90). Eine Ernicdrigung des.Q-Wertes weist auf eine Zunahme
ossirer Phosphatasen hin, eine Erhohung des Q-Wertes auf eine
Zunahme hepatobilidrer Isoenzyme.

4. Zur Ermittlung von ,,Aktivierungsfaktoren** wurden verglei-
chend die katalytischen Aktivitidten von hochgereinigten Iso-
enzympriparationen (Placenta- und Diinndarmphosphatasen)
und von den nach unten angefiithrten Kriterien ausgewidhlten
Serumkollektiven mit weitgehend isoliert erhhten Isoenzym-
anteilen (Placenta-, ossire und hepatobilidre Phosphatasen)
unter konventionellen kinetischen und optimiert kinetischen
Testbedingungen bestimmt:

4.1. Hochgercinigte humane Placentaphosphatase (Boehringer,
Mannheim) in 50 g/1 Albuminldsung: X (konv. kin. Test) =
124,7 U/1 (n = 20).

4.2. 30 Scren von Schwangeren im 8.-10. Monat, in denen nach
der Isocnzymbestimmung der Anteil von Placentaphosphatasen
mehr als 70% der Gesamtaktivitat betrug.

4.3. 45 Seren mit hohen Gesamtaktivititen der alkalischen
Phosphatase (> 80 U/, konv. kin. Test) von Patienten mit Er-
krankungen des Skelettsystems, die mit einer Steigerung der-
Osteoblastentitigkeit einhergingen. Nach der Isoenzymbestim-
mung waren mehr als 80% der Gesamtaktivitit auf die Aktivitit
von Knochenphosphatasen zuriickzufiihren.

4.4. 60 Seren mit hohen Gesamtaktivititen der alkalischen Phos-
phatase (> 80 U/, konv. kin. Test) von Patienten mit hepato-
bilisren Erkrankungen. Nach der Isoenzy mbestimmung betrug
der Anteil der Leber/Gallenweg-Phosphatasecn mehr als 70%

der Gesamtaktivitat.

4.5. Hochgereinigte Diinndarmphosphatase aus Kilberdarm
(Analytical grade I, Boehringer, Mannheim) in 50 g/l Albumin-
16sung: X (konv. kin. Test) = 21,7 U/l (n = 20). .

4.6. 120 Seren von gesunden Normalpersonen mit- normalem Iso-
enzymvertcilungsmuster bei einer Gesamtaktivitit der alkalischen
Phosphatase von 7 bis 34 U/

5. Die Kontrolle der Richtigkeit erfolgte durch Analysen des
Kontrollserums ,,Enzatrol* (Merz und Dade, Miinchen), welche
zehn bis zwolf Stunden nach dem Auflésen durchgefiihrt wur-
den. Die hierbei erhaltenen Ergebnisse wichen weniger als 5%
von dem Sollwert ab; damit konnte die Richtigkeit als gegeben -
betrachtet werden (10). Die Kontrolle der Prizision in den vier
Scrien erfolgte durch Analyse von jeweils 20 Proben pro Serie
von je zwei tiefgefroren aufbewahrten Human-Mischseren mit
normaler und hoher Gesamtaktivitdt der alkalischen Phospha-
tase, die in den Probenketten des Enzymautomaten jeweils nach
8 Patientenseren analysiert wurden. Der Variationskoeffizient
der Prizision in den Serien betrug fiir den konventionellen kine-
tischen Test 2,7—-3,1% bei einer mittleren Aktivitit von

X = 34,3 U/l und 1,6-2,1% bei einer mittleren Aktivitdt von

x = 131,4 U/1. Fiir die optimiert kinetische Methode betrug der
Variationskoeffizient der Prizision in den Serien 1,5-2,9%

bei einer mittleren Aktivitit von x = 181,8 U/l und 1,8-3,0%
bei einer mittleren Aktivitit von X = 692,4 U/l. Zur Ermitt-
lung der unteren Nachweisgrenze wurde der Analysenblind-
wert durch Analyse von 50 g/l Humanalbumin ,,reinst‘
(Behring-Werke, Marburg) bestimmt. Die bei einer 20fach-Be-
stimmung erhaltenen Mittelwerte (X) und Standardabweichun-
gen (s) betrugen fiir die konventionelle kinetische Methode

x = 1,8 U/, s= 0,4 U/l; fiir die optimiert kinetische Methode

X =1,7 U/}, s = 0,6 U/L. Die nach Kaiser (11) hieraus resultie-
rende untere Nachweisgrenze (Xg) + 3 sg) liegt demnach

bei 3,0 U/l bzw. 4,4 U/l. .

6. Zur Signifikanzpriifung von Mittelwertsuntersclicden fiir
unverbundene Stichproben wurde nach vorheriger Testung
auf Vorliegen einer Normalverteilung mit dem x2-Anpassungs-
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test der t-Test angewcndet. Fiir dic im Rahmen des Vergleichs der
konventionellen kinetischen und optimiert kinetischcn Bestim-
mungsmethode der alkalischen Phosphatase crmittelten kata-
lytischen Aktivititen wurden Regressionsanalysen durchgefiihrt
und die Korrelationskoeffizienten (r) bestimmt (vergl. l.c. 12).

Ergebnisse und Besprechung

Nach den Untersuchungen von Rick (2) und Hausamen
et al. (3) besitzt der bei der konventionellen Bestim-
mungsmethode der alkalischen Phosphatase von Bessey
et al. (13) angegebene Glycin-NaOH-Puffer nur eine so
begrenzte Pufferkapazitit gegeniiber dem Kohlendioxid-
gehalt der Luft und dem Proteingehalt des Serums, daf3
definierte Versuchsbedingungen nicht gewihrleistet sind.
Zur Optimierung und Standardisierung (14) der Bestim-
mung der alkalischen Phosphatase verwendeten diese
Autoren 1,0 mol/l Diithanolamin-HCl-Puffer pH 9,8,
der auch von der Kommission fiir Enzymdiagnostik und
Standardisierung der Deutschen Gesellschaft fiir Klini-
sche Chemie fiir die Bestimmung der alkalischen Phospha-
tase empfohlen wird (1). Der Mechanismus der bei die-
ser Optimierung zu beobachtenden ,,Aktivierung* der
katalytischen Aktivitdten ist heute als Transphosphory-
lierungsreaktion weitgehend aufgeklirt (4—6).

1. Die Gesamtaktivitdten der alkalischen Phosphatase in
den 600 verschiedenen Patientenseren wurden nach kon-
ventioneller kinetischer und optimiert kinetischer Me-
thode gleichzeitig in Eppendorf-Analysenautomaten be-
stimmt. Die Korrelation der erhaltenen Analysenwerte
ist in Abbildung 1 fiir Aktivitdten bis 34 U/l und in
Abbildung 2 fiir Aktivitidten von 34 bis 150 U/1 (konv.
kin. Test) dargestellt. Unter der Annahme, daf bei der
optimiert kinetischen Methode ein konstantes Vielfaches
(k) der bei der konventionallen kinetischen Methode ge-
messenen Gesamtaktivitdt der alkalischen Phosphatase
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Abb. 1. Korrelation der nach konventioneller kinetischer bzw.
optimiert kinetischer Methode bestimmten Gesamtaktivi-
titen (+ +) der alkalischen Phosphatase bis 34 U/l (konv.
kin.Test). Die Seren von gesunden Schwangeren sind mit
o o gekennzeichnet.
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Korrelation der nach konventioneller kinetischer bzw.
optimiert kinetischer Methode bestimmten Gesamtaktivi-
titen (+ +) der alkalischen Phosphatase von 34-150 U/l
(konv.kin.Test). Die Seren von gesunden Schwangeren sind
mit o o, die Seren von Patienten mit hepatobilidren Er-
krankungen und hohen Anteilen von Diinndarm-Phospha-
tasen an der Gesamtaktivitit sind mit u m gekennzeichnet.

Abb. 2.

(U/1) bestimmt wiirde, war die zu erwartende mathema-
tische Beziehung: optimiert kinetische Methode (U/I)
=k X konventionelle kinetische Methode (U/]). In

den Abbildungen 1 und 2 liefien sich trotz zum Teil
guter Korrelationen (ry =+ 0,847 bzw. 1, =+ 0,909)
zahlreiche Werte feststellen, die auferhalb der 95%-
Vertrauensgrenzen um die jeweiligen Regressionsgeraden
lagen (vergl. Lc. 12).

2. Es wurden daher als mogliche diskriminierende Ein-
fluRgrofien die einzelnen Isoenzyme der alkalischen
Phosphatase in den 600 Seren der Kollektive A und B
bestimmt. Die Isoenzymbestimmung in den Seren des
Kollektivs A ergab fiir 284 Seren eine Q-Wert-Bereichs-
spanne von 6 bis 34. In diesen Seren lagen bei 64% ein
normales Isoenzymverteilungsmuster vor; bei 7% zeigte
sich eine Vermehrung ossirer und bei 29% eine Ver-
mehrung hepatobilidrer Isoenzyme. Die 16 Seren ge-
sunder Schwangerer im letzten Trimenon zeigten mit
Q-Werten von 52 bis 64 erwartungsgemif} (15,16) einen
hohen Anteil von Placentaphosphatasen an der Gesamt-
aktivitit. Die Bestimmung des Isoenzymverteilungs-
musters in der Gruppe mit erhShten Aktivititen der
alkalischen Phosphatase (Kollektiv B) zeigte (Abb. 3),
daB} diese Gruppe aus drei Untergruppen bestand. Deut-
lich voneinander zu trennen waren zwei etwa gleich-
grofe Serumkollektive von Patienten mit ossiren Er-
krankungen und dadurch erthéhten Aktivititen von Kno-
. chenphosphatasen bzw. von Patienten mit hepatobiliiren
Erkrankungen und dadurch bedingter Vermehrung der
Leber/Gallenweg- und Diinndarmphosphatasen im Se-
rum; ein drittes Kollektiv bestand aus 19 Schwangeren-
Seren mit hohem Anteil von Placentaphosphatasen.
Diese Schwangeren-Seren zeigten bei der Bestimmung

der Gesamtaktivitdt der alkalischen Phosphatase ein
gleichgerichtetes Verhalten zur Gesamt-Korrelation
(Abb. 2) wie die Schwangeren-Seren in der Gruppe mit
Aktivititen innerhalb des Normalbereichs (Abb. 1).
Eine dazu entgegengesetzte Abweichung von der Ge-
samt-Korrelation (Abb. 2) wiésen Wertepaare alkalischer
Phosphataseakftivititen von Seren auf, die von Patienten
mit hepatobiliiren Erkrarikungen stammten und hohe
Anteile von Diinndarmphosphatasen an der Gesamtakti-
vitdt besaflen.

Die vorstehenden Ergebnisse des Methodenvergleichs
zeigten damit, daf} die Annahme eines gleichen Aktivie-
rungsfaktors fiir alle Isoenzyme der alkalischen Phospha-
tase unter optimierten Testbedingungen nicht zutref-
fend war (vergl. L. c. (17)).

3. In weiteren Untersuchungen wurde deshalb die Ar-
beitshypothese iiberpriift, nach der das Verhaltnis von
Aktivitdtsbestimmungen mit beiden Testmethoden nicht
mit einer Konstanten (k) zu beschreiben ist, sondern
mit einem Faktor, der — abhingig vom Isoenzymver-
teilungsmuster — eine Funktion der unterschiedlichen
»Aktivierungsfaktoren* fiir die einzelnen Isoenzyme dar-
stellt: F =f(f; ... f,/AP-Isoenzyme). Dazu wurden die
katalytischen Aktivititen von hochgereinigten Isoen-
zympriparationen (Placenta- und Diinndarmphospha-
tasen) und von den unter Methodik beschriebenén aus-
gewidhlten Serumkollektiven mit weitgehend isoliert
erhéhten Isoenzymanteilen (Placenta-, osséire und heﬁ‘ei-
tobilidre Phosphatasen) unter konventionellen kineti-
schen und optimiert kinetischen Testbedingungen ver-
gleichend bestimmt und die ,,Aktivierungsfaktoren* fiir
einzelne Isoenzyme bzw. Isoenzymgruppen ermittelt.

Bei der Untersuchung von hochgereinigten Placenta- und
Diinndarmphosphatasen ergab sich im Vergleich zu den
mit konventioneller kinetischer Testmethode ermittelten
Werten eine deutlich unterschiedliche »Aktivierung* der
katalytischen Aktivititen unter optimiérten Testbedin-
gungen (Tab. 1). Diese optimiert gemessenen Aktivitd-
ten betrugen fiir die Placentaphosphatase das 2,25fache
und die Diinndarmphosphatase das 6,29fache der mit
der konventionellen Methode bestimimten Aktivititen,
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Tab. 1. Angabe von Mittclwert und einfacher Standardabwei-
chung (X + s) fiir die unter optimiert kinetischen Test-
bedingungen im Vergleich zur konventionellen kineti-
schen Methode ermittelten ,,Aktivierungsfaktoren‘ fiir
isolierte Isoenzyme bzw. Gesamtaktivititen der alkali-
schen Phosphatase in ausgewihlten Sereri von Schwan-
geren (8.—10. Monat), Patienten mit osséiren und hepa-
tobilidren Erkrankungen sowie von Normalpersonen.

Untersuchtes Matcrial n ,,Aktivierungs-
fgktoren"
(x+s)

Hochgereinigtc humane 20 2,25+0,30

Placentaphosphatascn

Schwangerenseren 8.—10. Monat 30 3,62+042

Sercn von Patienten mit ossiren 45 4,96+ 0,24

Erkrankungen

Normalpersonen 120 5,22 +0,21

Seren von Paticnten mit hepatobilidren 60 5,42+ 0,39

Erkrankungen

Hochgereinigte Diinndarmphosphatasen 20 6,29+ 0,26

d. h. daf} die katalytische Aktivitdt der Diinndarmphos-
phatase unter optimierten Testbedingungen nahezu drei-
mal héher war als die der Placentaphosphatase. Entspre-
chend der geringeren Aktivierbarkeit der Placentaphos-
phatase unter optimierten Testbedingungen fand sich
fur die Werte der Gesamtaktivitidt in Seren Schwangerer
im letzten Trimenon beim Vergleich beider Testmetho-
den ein Faktor von 3,62 (Faktoren um den Wert 3,2
finden sich auch bei handelsiiblichen Kontrollseren,

bei denen als ,,Alkalische Phosphatase“-Anteil Placenta-
phosphatasen im Lyophilisat enthalten sind). In den
Seren von Patienten mit starker Vermehrung hepatobi-
lidrer Isoenzyme wurden die Gesamtaktivititen der al-
kalischen Phosphatase unter optimierten Testbedingun-
gen um den Faktor 5,42 hoher gemessen als mit der
konventionellen Methode; fiir Seren von Patienten mit
eindeutiger Erhohung von Knochenphosphatasen be-
trug der ,,Aktivierungsfaktor* nur 4,96 (Tab. 1). Dieser,
wenn auch geringe, Unterschied war statistisch signi-
fikant (p < 0,01).
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Notice of the lUB Commission of Editors of Biochemical Journals

Revision of enzyme nomenclature For new enzymes as much of the following information

Following the publication of Enzyme Nomenclature as possible should be included:

Recommendations 1972%, the Commission on Bioche- Reaction catalysed; a brief note on specificity;

mical Nomenclature has dedided to maintain a continu- suggested classification sub-group; suggested name;
ing review of the Enzyme List contained in it and to source of enzyme; reference.

publish supplements and corrections from time to time.

It is hoped that such a supplement can be published A pro-forma is available from the Editorial Office for
annually in a biochemical journal, and that about ease in setting out these particulars.

every third year these can be combined into a small In the case of a correction of an existing entry, corres-
separate volume. pondents should set out clearly what is wrong with the
The Commission invites all members of the bioche-- material published. ,

mical community to assist in this task, by drawing atten-  For inclusion in the first annual supplement, material
tion to entries in the existing list which appear to be must be received in Brisbane not later than

incorrert, or to new enzymes which should be included.  December 31st, 1974.
All such information should be sert to

Edwin C. Webb
Professor Edwin C. Webb, :

J. D.-Story Building, IUPAC-IUB C . Biochemical N "

o - ommission on Biochemical Nomenclature
UnlverS}ty of Queensland, ] (1973) Enzyme Nomenclature, Recommendations, 1972,
St. Lucia, 4067 Australia. Elsevier, Amsterdam.

*

Preisverleihung

Herr Professor Dr. Dr. Dankwart Stamm, Leiter der Abtei-
lung fiir Klinische Chemie des Max-Planck-Institutes fiir

- Psychiatrie in Miinchen, wurde fiir seine Arbeiten auf dem
Gebiet der Qualititskontrolle in der Klinischen Chemie
durch die Verleihung des

Dade Geneva Symposium-Preises
ausgezeichnet.
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