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Zusammenfassung: Es wurden drei Methoden zur Bestimmung der Aktivitit des placentalen Isoenzyms der alkali-
schen Phosphatase (EC 3.1.3.1) im menschlichen Serum verglichen:

1. Hitzeinaktivierung bei 65 °C durch 10 Minuten,
2. Differentialinaktivierung mit L-p-Bromtetramisol und
3. ein immunologischer Prazipitationstest.

Die Ergebnisse der drei Methoden korrelieren gut (Korrelationskoeffizienten zwischen 0,973 und 0,982). Fiir gréfere
Serien oder zur Screeninguntersuchung auf das Vorkommen von ,,Regan-Isoenzym* eignet sich die Methode der
Differentialinaktivierung mit L-p-Bromtetramisol wegen der kurzen Analysenzeit und der relativ einfachen Mechani-

sierbarkeit am besten.

Measuring the activity of the placental isoenzyme of alkaline phosphatase: 3 methods compared

Summary: Three methods were compared in human serum for determining the activity of the placental isoenzyme

of alkaline phosphatase:
1. Heat inactivation at 65 °C for 10 minutes,

2. Differential inactivation with L-p—Bromotetramxsole and

3. an immunological precipation test.

A good comparison between the three methods was found (correlation coefficient between 0.973 and 0.982). For
long series or screening determinations for “Regan-isoenzyme” the differential inactivation with L-p-Bromotetra-
misole is preferred because of the short analysis time and the possibility of simple mechanisation.

Einfithrung

Die Aktivititsbestimmung des placentalen Isoenzyms
der alkalischen Phosphatase (EC 3.1.3.1) gewinnt
zunehmend an klinischem Interesse. Das placentale
Isoenzym der alkalischien Phosphatase, das physiologi-
scherweise in der Schwangerschaft im miitterlichen
Serum auftritt, gilt als carcinoplacentales Antigen (1, 2.
Es konnte bei einer Reihe von Patjenten mit malignen
Tumoren im Serum nachgewiesen werden (3). Mangels
einfacher und mechanisierbarer Methoden sind Studien
mit grofen Probandenzahlen bisher nicht durchgefiihrt
worden. Aus diesén Griinden ist es notwendig, wenig auf-
wendige Methoden zur quantitativen Bestimmung des ge-
nannten Isoenzyms der alkalischen Phosphatase zur
Hand zu haber, die sich eventuell auch fiir Screening:
Untersuchungen eignen.

Im Folgenden stellen wir den Vergleich von 3 Methoden
der Aktivititsbestimmung des placentalen Isoenzyms
der alkalischen Phosphatase dar, von denen eine den
Anforderungen nach Einfachheit und Mechanisierbar-
keit entspricht.

Material und Methodik

Zur Untersuchung kamen Sera von 31 schwangeren Frauen aus
der zweiten Hilfte ihrer Graviditit.

Die Bestimmung der Aktivitit der alkalischen Phosphatase er-
folgte im optimierten Test (4) mit der Testkombination der

Fa. Boehringer (Mannheim) bei 25 °C am Gemsaec (Electro-
Nucleonics). Die Aktivitdt des placentalen Isoenzyms wurde

i bestimmt durch:

1. Hitzeinaktivierung (5)

Die Sera wurden jeweils in 0,5 ml-Portionen in diinnwandigen
Glasrohrchen (Durchmesser 0,5 cm) durch 10 Minuten bei
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65 °C unter laufendem Schiitteln inkubiert. Die Temperatur-
messung erfolgte in einem der Rohrchen. Anschlieend wurden
die Proben rasch in Eiswasser abgekiihlt und nach Temperatur-
ausgleich mit der Umgebung (20—22 °C) analysiert. Die verblei-
bende Restaktivitit entspricht dem placentalen Isoenzym der
alkalischen Phosphatase.

2. Differentialinaktivierung mit L-p-Bromtetramisol (6)

L-p-Bromtetramisol (Aldrich, Europa) wurde in einer Endkon-
zentration von 50 umol/l dem Testansatz zugefiigt. Dieser Zu-
satz bewirkt eine Hemmung des hepatalen und des osséren Iso-
enzyms der alkalischen Phosphatase um 90%, wihrend das
placentale und das intestinale Isoenzym nur eine Hemmung von
10% aufweisen. Die Berechnung der Aktivitdt der placentalen
alkalischen Phosphatase (bzw. des intestinalen Isoenzyms) er-
folgte aus der Gesamtaktivitit und der Aktivitdt nach der Hem-
mung nach Van Belle et al. (6).

3. Immunologischer Prizipitationstest (7)

Die zu untersuchenden Sera wurden mit Antiserum gegen pla-
centale alkalische Phosphatase (fiir die Uberlassung des Anti-
serums danken wir Herrn Dr. H. Lang, Fa. Merck, Darmstadt)
entsprechend den Vorschriften des Herstellers inkubiert, das
entstandene Prizipitat durch Zentrifugation aus dem Ansatz
entfernt und die verbleibende Aktivitit der alkalischen Phos-
phatase im Uberstand gemessen. Aus der Differenz zwischen
Gesamtaktivitdt und der Restaktivitit im Uberstand ergibt sich
die Aktivitdt der Placentaphosphatase im Serum.

Da die eingesetzten Antikorper eine Kreuzreaktion mit intesti-
nalem Isoenzym der alkalischen Phosphatase (7) zeigen, ist bei
positivem Ausfall der Reaktion die Hitzeinaktivierung anzu-
schlieffen, was auch fiir Methode 2 (Hemmung mit L-p-Bromte:
tramisol) gilt.

Ergebnisse

1. Die Prizision der einzelnen Methoden war beix =
50 U/l iber 10 Tage: VK = 9,5% (Hitzeinaktivie-
rung.), VK = 6,5% (immunologischer Prizipitations-
test) bzw. VK = 4,8% (L-p-Bromtetramisol).

2. Die Ergebnisse fiir den Methodenvergleich sind in
Abbildung 1-3 graphisch dargestellt. Die Korrelation
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Abb. 1. Alkalische Phosphatase, placentales Isoenzym. Vergleich
zwischen Differentialinaktivierung mit L-p-Bromtetrami:
sol und Hitzeinak tivierung. Methodik siehe Text. N = 31,

r=0,982,y = 0,973, x - 0,107

zwischen Methode 1 (Hitzeinaktivierung) und Me-
thode 2 (Hemmung mit L-p-Bromotetramisol) ist mit
r = 0,982 zufriedenstellend. Dies deckt sich mit den
Angaben von Van Belle et al. (6). In Abbildung 2
(Methode 1 zu Methode 3), sowie in Abbildung 3
(Methode 2 zu Methode 3) sieht man, daf} in den
niedrigen Aktivitdtsbereichen (unter 20 U/I) der
immunologische Prizipitationstest (Methode 3) jeweils
hohere Ergebnisse lieferte als die Vergleichsmethoden.
Die Korrélationskoeffizienten sind fiir den Vergleich
der Methode 1 zu Methode 3: r = 0,982 und fiir den
Vergleich der Methode 2 zu Methode 3: r = 0,973.
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Abb. 2. Alkalische Phosphatase, placentales Isoenzym. Vergleich

zwischen Hitzeinak tivierung und immunologischem
Praznpxtatxonstest Methodik siehe Text. N = 31, r = 0,982,
y =0,988 x + 3,823
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Abb. 3. Alkalische Phosphatase, placentales Isoenzym. Vergleich

zwischen Differentialinak tivierung mit L-p-Bromtetra-
misol und immunologischem Praznpltatlonstest Methodik
siehe Text. N = 31,r=0,973,y.2 0,970 x + 3,150
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Diskussion

Neben den elektrophoretischen Methoden der Isoenzym-
trennung der alkalischen Phosphatase, die als Methoden
1. Ordnung nach Wieme (8) ihren festen Platz in der
Isoenzymanalytik haben, sind andere Méthoden zur
quantitativen Bestimmung der einzelnen Isoenzym-
fraktionen notwendig. Insbesondere den Methoden,

die einer Mechanisierung zuginglich sind, wird bei

einer grofleren Probenfrequenz Bedeutung zukom-

men.

Die Bestimmung der Aktivitat des placentalen Isoen-
zyms der alkalischen Phosphatase mittels Hitzeinakti-
vierung gilt als Standardmethode. Die Ergebnisse hin-
gen jedoch von mehreren, nur unter strengen Kautelen
einhaltbaren Bedingungen ab: Exakte Temperatur-
konstanz und Inkubationsdauer, vollig gleiche Wand-
stirke der zur Inkubation verwendeten Glasrohrchen,
sowie Beachtung von pH-Schwankungen des Unter-
suchungsmaterials. Solche Schwankungen konnen bei
gefroren gelagerten Proben auftreten. Ferner ist die

Methode der Hitzeinaktivierung nur schwierig zu mecha--

nisieren.

Die Aktivititshemmung des placentalen und des intesti-
nalen Isoenzyms der alkalischen Phosphatase mittels L-
Phenylalanin (9) weist ebenfalls einige Nachteile auf: In
den iiblichen Konzentrationen ist die Hemmmung der ge-
nannten Isoenzyme nicht ausreichend (6), eine Parallel-
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inkubation mit D-Phenylalanin ist ferner notwendig. Fiir
die Aktivitdtsbestimmung des placentalen bzw. des in-
testinalen Isoenzyms der alkalischen Phosphatase mittels
Phenylalaninhemmung sind somit 3 Ansdtze und 3 Mes-
sungen notwendig. Die Hemmung der alkalischen Phos-
phatase-Aktivitit durch EDTA soll alle Isoenzyme aufer
dem placentalen betreffen (9, 10). In unseren Hinden
hat sich diese Methode jedoch nur wenig bewihrt.
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wire im Hinblick auf Untersuchungen der Placenta-
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korper zeigte eine Kreuzreaktion mit dem intestinalen
Isoenzym der alkalischen Phosphatase, so da8 der Einsatz
dieses Antiserums der Methode der Aktivitatshemmung
mittels L-p-Bromtetramisol nicht iiberlegen ist: Sowohl
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und zeitliche Aufwand des immunologischen Prizipi-
tationstests, bei gleicher Aussagekraft wie der in wenigen
Minuten und mechanisiert durchfiihrbare Differential-
hemmtest mittels L-p-Bromtestramisol, sprechen zur
Zeit gegen den Einsatz der immunologischen Methode.
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