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Mit dem Ziel, eine mdglichst richtige und einfache 5'-Nucleotidase-Bestimmung im Serum aufzubauen, haben wir zahlreiche Literatur-
angaben experimentell iiberpriift und optimale Reaktionsbedingungen ermittelt. Es wird ein Vorschlag gemache, die nicht durch 5-
Nucleotidase bedingte Phosphathydrolyse des Substrates 5-AMP korrekt abzugrenzen. Als giinstigste Reaktionsbedingungen erwéisen
sich: 37°, da hier die 5"-Nucleotidase-Aktivitit um das 3,1fache hdher liegt als bei 23°; pH 7,5; 0,165 Tris; 0,5 mas Mn*+, welches starker
als Mg+ akriviert; 0,1 oy 5-AMP, da ab 0,12 m»r Substrathemmung auftritt. Zur Abgrenzung der unspezifischen Phosphathydrolyse
eignet sich ein Substratgemisch von 2’-AMP und 3’-AMP, im Parallelansatz inkubiert, besser als andere Verfahren, in denen z. B. EDTA
zur selektiven Hemmung der alkalischen Phosphatase oder Nit+ zur selektiven Hemmung der 5-Nucleotidase benutzt werden. Eine
Methode, die 5-Nucleotidase-Akrivitar mittels Phosphatanalyse zu bestimmen, wird vorgeschlagen. Die zeitraubende Endpunktbe-
stimmung kann aber mit einem kinetischen UV-Test, der in der folgenden Arbeit ausfiihrlicher beschrieben wird, umgangen werden.

The measurement of serum 5'-nucleotidase

In order to develope an accurare and simple method for the determination of the 5-nucleotidase in serum, numerous methods in lite-
rature were tested experimentally, and the optimum conditions were determined. A proposal is made for an accurate subtraction of the
non-specific hydrolysis of the substrate 5-AMP. The most suitable conditions of reactivity are: 37° C, for at this temperature the 5'-
nucleotidase-activiry is 3.1 times higher than at the 23° Clevel; pH 7.5; 0.16x tris; 0.5 my Mn*+, which activates more intensely than
Mg++; 0.1 my 5-AMP, since above 0.12 my 5-AMP, substrate inhibiton occurs. For the subtraction of the non-specific phosphate-
hydrolysis, the use of 2 substrate-mixture of 2'-AMP and 3’-AMP is more suitable than EDTA for selective inhibition of alkaline
phospharases, or Ni+ for selective inhibiton of the 5’-nucleoridase, which are used in other methods. The mixture is incubated in 2
parallel control test. A method for the determination of the 5-nucleotidase-activity by phosphate analysis is suggested. Instead of this

time-consuming method a kinetic UV-test can be used. It is described in detail in the following paper.

Die Bestimmung der 5-Nucleotidase') im Serum wird
wegen ihres empfindlichen Ansprechens bei hepato-
bilizren Erkrankungen und ihrer Spezifitit in zuneh-
mendem MaBe der Bestimmung der alkalischen Phos-
phatase oder der Leucin-Aminopeptidase vorgezogen
(1—6). Differentialdiagnostisch erméglicht sie den
AusschluB eines osteoblastischen Knochenprozesses,
der mit AP-ErhShung im Serum einhergeht (1, 2,
5—12). Eine erhdhte Serum-5-NTD kann unter Um-
stainden den einzigen Hinweis auf Lebermetastasen,
Pericholangitis, Intoxikation, Fettleber, kardiale Stau-
ung oder sonstige leichte Behinderungen des Gallen-
abflusses geben (4, 6). Ihre fortlaufende Bestimmung
eignet sich ferner gut zur Verlaufskontrolle (13).

Die 5-NTD-Aktivitit wird im allgemeinen an Hand
der Phosphathydrolyse des Adeninmononucleotides 5'-
AMP beim pH-Optimum 7,5 ermittelt. Eine richtige
Bestimmung muB die bei diesem pH ebenfalls noch
vorhandene Aktivitit unspezifischer Phosphatasen im
Serum beriicksichtigen. Die Richtigkeit wird bei den
genannten Untersuchern (1—13) z. T. wesentlich durch
die unexakte Abgrenzung der letzteren von der 5-NTD
beeintrichtigt. Die Prizision leidet in jedem Falle unter
der methodischen Ungenauigkeit der relativ umstind-
lichen Phosphatbestimmung. Uberdies ist die fiir die
Vorinkubation von Serum mit 5-AMP erforderliche
Zeit (Y%—2Y% Std.) erheblich. Aus diesen Griinden
bat sich die 5-NTD-Bestimmung im Serum bislang
1y Enzyme: 5-NTD = 5-Ribonucleotid-Phosphohydrolase (EC
3.1.3.5); AP = Alkalische Phosphatase = Orthophosphatmono-

ester-Phospbohydrolase (EC 3.1.3.1); ADA = Adenosindesami-
nase = Adenosin-Aminohydrolase (EC 3.5.4.4).

nur vereinzelt durchgesetzt. Den zahlreichen bisher
entwickelten methodischen Variationen zur Abgrerizung
unspezifischer Phosphatasen im Serum von der 5'-NTD
liegen 5 prinzipielle Moglichkeiten zugrunde:

1. Die Aktivitat der unspezifischen Phosphatasen wird
mit einem von der 5-NTD nicht hydrolysierten Phos-
phatester gesondert ermittelt und von der Gesamt-
hydrolyse von 5-AMP subtrahiert (4, 6—10).

2. Die Aktivitat der unspezifischen Phosphatasen beim
pH des 5-NTD-Testes wird vernachlissigt (3).

3. Selektive Hemmung unspezifischer Phosphatasen (1,2).

4. Messung der enzymatischen Phosphathydrolyse mit
und ohne Hemmung der 5-NTD durch Nickelionen
(Differenzbestimmung) (5, 11—14). '

5. Bs wird ausgenutzt, do8 Histidin bei pH 8,5 die
5-NTD aktiviert und die AP geringfiigig hemmt.
Steigt npach Histidinzusatz die Gesamtphosphathy-
drolyse, so ist das 5-NTD/AP-Verhiltnis erhoht;
sinkt sie, so ist es vermindert (15).

Um die Methodik zu verbessern, haben wir in dieser
Arbeit optimale Reaktionsbedingungen ausgearbeitet
und uns besonders der Frage der richtigen Abgrenzung
der spezifischen und unspezifischen Phosphataseak-
tivititen zugewandt. In der folgenden Arbeit be-
schreiben wir eine Moglichkeit, die 5-NTD im Serum
empfindlicher, genauer und schneller zu bestimmen (16).

Material und Methoden

Um Einfliisse auf die 5-NTD-Aktivitit zu studieren, haben wir
Seren mit hoher, routinemiBig im klinisch-chemischen Laborato-
rium bestimmter AP ausgewahlt, in denen auch hohe 5-NTD-
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Aktivitit nachweisbar war, AuBerdem haben wir aus Aorta vom
Menschen nach Anmep und Reis (17) eine praktisch AP-freic
5’-NTD ptiparicrt. Zur Photometrie haben wir ein Eppendorf-
gerit mit Multiplier und ein Spcktralphotometer PMQ 1I der Fa,
Zciss, Oberkochen, verwendet.

-AMP, Adenosindesaminase 10 mg/m/, und Tris von Fa. Boeh-
ringer, Mannheim; Glycylglycin von Fa. Th. Schuchardt, Miin-
chen, 2-AMP und 3-AMP im Gemisch (2'- + 3-AMP), (z.
B. Merck Nr, 869), Adenosin, NiCl,, MnSO,, MgCl,, Na,S,0;,
H,80,, HCl, NaOH, CH,COOH, (NH),SO,, Triithanolamin,
Barbital-Natrium, Natrium-$-Glycerophosphat, di-Natriumphe-
nylphosphat, EDTA, di-Natriumtartrat, Trichloressigsiure, 4-
Mcthylaminophenolsulfat (Metol) und Ammoniummolybdat von
Fa. E. Merck, Darmstadt, soweit vorhanden in p. a.-Qualitit,
ferner Reagenziensitze zur Bestimmung der sauren Phosphatase
(SP) und zur kinctischen AP-Bestimmung (Merckotest).

Die Geschwindigkeit der 5-AMP-Hydrolyse haben wir durch
Bestimmung beider Spaltprodukte (P; und Adenosin) ermittelt,
Phosphorsiure haben wir nach LonMANN und JeENDRassik (18)
mit Mectol als Reduktionsmittel bestimmt, Adenosin nach KALckAR
(19). AP haben wir nach Rick und Mitarbeitern (20, 21) und durch
Bestimmung des freigesctzten Phosphats, SP nach ANDERsCH und
Szcyrinsky (22) gemessen. In jedem Falle haben wir Doppelbe-
stimmungen durchgefiihrt, Leerwerte ethalten wir, indem wir die
enzymhaltige Losung (Serum, Aortencxtrakt) nach Ablauf der
Inkubationszeit und Zugabe von Trichloressigsiure zur Substrat-
lésung pipettieren.

Um zu ciner wenig aufwendigen kinetischen Bestimmung det
5’-NTD-Aktivitit zu gelangen, haben wir den UV-Test nach
Karckar (19), den SecaL und BRENNER (23) fiir Rattenlebermi-
krosomen und Ipara (24) fiir Schafhirnextrakt cingesetzt haben,
modifiziert und auf Serum ibertragen. In diesem Test wird 5-
AMP als Substrat verwendet. Bs wird in Adenosin und P/ ge-
spalten. Adcnosin wird von zugesetzter ADA zu Inosin desa-
miniert.

5*.AMP S¥TD . Adenosin + P;

Adenosin + H,0 APA_, Inosin + NH,

Die lctztcre Reaktion ist besonders empfindlich durch den Ex-
tinktionsabfall bei 265 nm meBbar, dem Maximum des Differenz-
spektrums Adenosin-Inosin. An Hand des Extinktionskoeffi-
zienten dieser Reaktion (de = 8,69 cm?(uMol) berechnen wir dic
pMole des gespaltenen 5-AMP (23). IpaTa hat iiber cinen weiten
Aktivititsbereich strenge Proportionalitit zwischen dieser MeB-
gréBe und der 5-AMP-Hydrolyse nachgewiesen (24).

Dicser kinetische Test wird in 1 cm Quarzkiivetten in einem
Endvolumen von 3,12 m/ bei 265 nm durchgefiihrt. Die Band-
breite soll 0,9nm (= 0,2 mm Spaltbreite) nicht iiberschreiten.
Ab 0,2mm haben wir mit wachsender Spaltbreite verringerte
AMP-Absorption zufolge mangelhafter Monochromasic ge-
messen.

Ergebnisse und Bewertung

Temperatur

Die iiblicherweise verwendete Temperatur von 37°
haben wir tibernommen (7, 14, 15). Es lohnt sich, die
Nachteile der Messung bei 37° in Kauf zu nehmen.
Wir haben 4hnlich wie LEviN und Bobansky (25) ge-
funden, daB die Aktivitit gegeniiber 23° um das 3,1-
fache hoher liegt.

pH-Wert

Der von den meisten Autoren eingehaltene pH-Wert:

von 7,5 (2, 7, 14) erweist sich als sehr geeignet (s.
Abb. 1). Er liegt fiir die 5-NTD gerade noch im op-
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timalen Bereich, wihrend die unspezifische 5-AMP-
Hydrolyse im Serum bei pH 7,5 gegeniiber anderen
pH-Werten relativ sehr gering ist (7, 15, 24, 26, 27).
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Abb. 1

“NTD-Aktivitit (nMol 5'-AMP/Min. - ml hydrolyslert) zwischen
pH 5,1 und 7,8 und Einfluf von Mn++ und Mg++. o—o = 0,5 mm
MnSO., e—e = 40 mm MgCl,; (© =05mM MnSO, + 40 mm

MgCly; X—x = ohne Mn++ und Mg+t

Testansatz: pH und Aktivatoren wie bezeichnet; 0,16m Tris-HCI bzw.
Tris-Acetat; sonst wie Abb. 2

Puffer

Wir verwenden Tris, pH 7,5. In Tris zeigt das Enzym
bei diesem pH eine deutlich, wenn auch geringfiigig
hohere Aktivitit als in Tridthanolamin und Glycyl-
glycin, die prinzipiell auch geeignet sind, da sie UV-
Licht nicht absotbieren und die 5-NTD nicht hemmen.
Die Konzentration des Tris-Puffers ist von Bedeutung.
Seren mit erhdhter 5-NTD-Aktivitit weisen oft ab-
norme Proteinverhiltnisse auf, bei denen wir Ver-
dnderungen der optischen Dichte bei 265 nm messen,
die unterhalb von 0,12m Tris zunechmend als steigender
und oberhalb 0,18M Tris zunehmend als fallender
»Leerschleich® imponieren. Wir verwenden als End-
konzentration 0,16M Tris. Diese Konzentration ge-
wihrleistet in jedem Falle pH-Konstanz wihrend des
Testverlaufs. Im iibrigen haben wir in 0,16m Tris
regelmiBig eine um 79, hohere. Aktivitit als in 0,04m
Tris gemessen.

Co-Faktoren

Mn++ aktiviert die 5-NTD stirker als Mg+t (17, 28).
Bei austeichender Mn++-Konzentration wird Mgt+-
Zusatz iberfliissig. Bezeichnen wir die 5-NTD-Akti-
vitit eines Mischserums bei pH 7,5 ohne Ionenzusatz
mit 1, so betrigt sie mit 40 mm Mg+t (2) 2,5, mit
0,5mM Mn+ 2,8 und mit beiden Ionen in den ge-
nannten Konzentrationen ebenfalls 2,8 (vgl. Abb. 1).
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Abb. 2
EinfluB verschiedener Mnt+-Konzentrationen auf die 5'-NTD-Ak-
tivitit (nMol 5'-AMP/Min. - ml hydrolysiert)
Testansatz: MnSO, wie bezeichnet; Vol. 3,12 ml; Temp. 37°; 0,16m
Tris pH 7,5;0,1 mMm 5'-AMP:5 pg ADA in20 ul 2,74 (NH,).SO,; 0,1 m!
Mischserum mit hoher 5'-NTD-Aktivitat (unspez. Phosphatasen bei
pH 7,8 kaum meBbar)

Die optimale Mn*++-Konzentration ist 0,5 mm (s. Abb. 2).
In dieser Konzentration beeinfluBt Mn++ die unspe-
zifischen alkalischen Phosphatasen im Serum praktisch
nicht.

Substratkonzentration

Bei der Wahl der Substratkonzentration sind 5'-AMP-
Sittigungskonzentration, Substrathemmung und, spe-
ziell im UV-Test, die hohe UV-Absotption des Nu-
cleotides zu beriicksichtigen. Wir haben in Mischserum
mit hoher 5-NTD-Aktivitit die Abhingigkeit der
Aktivitit von der 5'-AMP-Konzentration bestimmt.
Die graphische Darstellung nach LINEWEAVER und
Burx (29) liBt die giinstigste Substratkonzentration
sowie eine deutliche Substrathemmung erkennen. Als
Michaeliskonstante haben wir 11 uM ermittelt. Uber-
schreitung von 120 un 5'-AMP verbietet sich wegen
Substrathemmung (s. Abb. 3). Wir verwenden 0,1 mn
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Abb. 3
Reziproke 5'-NTD-Aktivitdt ((4E,e/Min.)~') in Abhingigkeit von der
reziproken 5'-AMP-Konzentration und Micheliskonstante
(Lineweaver-Burk)
Testansatz: Substrat s. Abszisse; 0,5 mm MnSO,; 0,02 ml Misch-
serum mit sehr hoher 5-NTD- und gzeringer AP-Aktivitit; sonst wie

5-AMP. Bei dieser Konzentration ist die Gesamt-
absorption von 5-AMP und UV-absorbierenden Se-
rumbestandteilen (Protein, Bilirubin) noch ausreichend
niedrig, so daB im Spektralphotometer gemessen
werden kann. Wir erreichen mit 0,1 mm 5-AMP 979,
der praktisch erreichbaren — das sind 90%, der theo-
retischen — Maximalgeschwindigkeit (vgl. Abb. 3).
Die Extinktionsabnahme pro Minute ist der Enzym-
konzentration proportional, wenn sie 0,075 nicht
iiberschreitet (kinetischer Test {iber maximal 5 Min.).

Indikatoreng ym Adenosindesaminase

ADA wird von 0,5 mM Mn+t um 159, gehemmt. Die
von uns im Test verwendete Menge, 5 ug ADA in
20 u/ 2,7 (NH,),SO,, ermdglicht aber eine praktisch
nicht mehr zu steigernde Desaminierung des durch die
5’-NTD freigesetzten Adenosins.

Ausschluf§ von AMP-Desaminase, Erythrocyten- und Pro-
stataphosphataseaktivititen

Bestimmt man 5-NTD in Gegenwart von 16 mm
EDTA, das die AP und die 5'-NTD vollstindig hemmt
(12), oder mit einem 3 mg/100 m/ Himoglobin ent-
haltenen Himolysat aus gewaschenen Erythrocyten, die
relativ viel AMP-Desaminase und saure Phosphatase
enthalten, so l4Bt sich kein Extinktionsabfall bei 265 nm
beobachten. Daraus folgt, dal wir in unserem Test
praktisch keine AMP-Desaminase- und Erythrocytén-
phosphataseaktivititen messen (beide weérden durch
EDTA nicht beeinflufit).

Saure Phosphatase im Serum kann sich durch unspe-
zifische Hydrolyse in unserem Test nur bei extremer
Erhohung infolge Prostata-Carcinoms auswirken (s.
L c. 16).

Haltharkeit der Serum-5'-NT.D

Serum-5-NTD wird auBerordentlich langsam inakti-
viert, wenn man das Serum bei 0°~—4° im Kiihlschrank
aufbewahrt. Im Mittel haben wir innerhalb von 3
bis 6 Monaten einen Aktivititsverlust von 3—89,
gefunden.

Im folgenden Abschnitt verwenden wir die oben be-
schriebene Methodik zur Priifung der bisher in der
Literatur angegebenen Moglichkeiten zur Abgrenzung
der unspezifischen Phosphathydrolyse und beschreiben
ein besseres Verfahren (vgl. Einleitung Nr. 1—5):

1. Vergleichssubstrat

Werden zur Erfassung des Anteils der unspezifischen
Phosphathydrolyse von 5-AMP in einem Vergleichs-
ansatz die von der 5-NTD nicht gespaltenen Sub-
strate B-Glycerophosphat (7, 28) oder Phenylphosphat
(7, 26, 27, 30) verwendet, so wirtd vorausgesetzt, daf3
die unspezifischen Phosphatasen diese Stoffe bei
pH 7,5 genau so schnell wie 5-AMP hydrolysieren.
Mehrere Autoren bemerken kritisch, daB diese Vor-
aussetzung nicht erfiillt sei (12, 15, 17).
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Als Vergleichssubstrat erweist sich 2'- 4 3'-AMP als
besonders geeignet; wir verwenden es fiir unsere
Untersuchungen aus folgenden Griinden:

a) Die Hydrolyse dieses Substrates, welches von 5'-
NTD nicht gespalten wird (28, 31, 32), ist in gleicher
Weise wie die 5’-AMP-Spaltung im kinetischen UV-
Test mit ADA zu verfolgen, da ebenfalls Adenosin
entsteht.

b) Von den unspezifischen -Serumphosphatasen ist es
im wesentlichen AP, die bei pH 7,5 5-AMP noch
hydrolysieren kann (7, 15). Aus kinetischen Unter-
suchungen anderer Autoren mit mehreren Substraten
(33, 34, 35) und eigenen Versuchen (vgl. Abb. 4 und
Diskussion) geht hervor, daB sich gerade 2'- + 3’-AMP
zur Bestimmung dieser unspezifischen Hydrolyse gut
eignet.
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Vergleich der Hydrolyseraten verschiedener Phosphorsdureester durch
Serum bei pH 9,8 und 7,5. 1 = Phenylphosphat; Il = 2'- 4+ 3'-AMP;
11T = 5'-AMP; 1V = p-Glycerophosphat; % = AP-Aktivitit; O =
mutmaBlicher 5'-NTD-Anteil an der 5’~-AMP-Hydrolyse
Testansatz: Vol. 2,0 ml; Temp. 37°; Konzentration der Phosphor~
sdureester 1 mm; Mischserum mit sehr hoher AP-Aktivitit
pH 9,8: 0,1M Didthanolamin; 50 um Mgt+; 0,025 ml Serum; 30 Min.
X Inkubation
pH 7,5: 0,16m Tris; 0,5 mm Mnt+; 0,1 ml Serum; 180 Min. Inkubation
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Abb. 5

Phosphathydrolyse bei verschiedenen pH-Werten am Beispiel eines
Serums mit hoher AP- und relativ geringer 5'-NTD-Aktivitat., 5'-
AMP-Hydrolyse/Min./ml bei (fH 7,5 gleich 100% gesetzt. o—o =
0,1 mM 5'-AMP; e—e¢ = 0,1 mm 2'- 4+ 3'-AMP als Substrat
Testansatz, pH und Substrat wie bezeichnet; 0,16M Tris-HCl bzw.
Tris-Acetat; 0,5 mm MnSO,; sonst wie Abb. 2
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2. Vernachlissigung unspegifischer Phosphataseaktivititen

Abbildung 5 zeigt in einem typischen Beispiel, daB die
unspezifische Phosphathydrolyse, besonders wenn die
AP im Verhiltnis zur 5-NTD stark erhoht ist, z. B. bei
osteoblastischem KnochenprozeB, nicht vernachlissigt
werden darf. Die in Abbildung 5 beschriebene AP-
Aktivitit betrug 2920 mU/m/ im kinetischen Test nach
Rick und Mitarbeitern (20, 21). Bliebe diese AP-Ak-
tivitit als solche unberiicksichtigt und wiirde sie als
5-NTD-Aktivitit mitbewertet, so fiele der bei pH 7,5

gemessene 5-NTD-Wert fast um das Finffache zu.

hoch aus. BarpawiLr und CuanG (3), die zwecks
Verringerung des AP-Fehlers bei pH 7,3 messen, wiir-
den in unserem Beispiel einen 214fach zu hohen 5'-
NTD-Wert messen. Selbst bei niedrigeren pH-Werten
bis 6,5 ist in solchem Falle die AP gegeniiber der 5'-
NTD nicht zu vernachlissigen.

3. Selektive AP-Hemmung

Nach Young ist eine selektive AP-Hemmung durch
1,5 mmM EDTA méglich (2). Wichtige Voraussetzungen,
unter denen die EDTA-Hemmung stattfindet, be-
schreibt YounG nicht. Eine praktisch vollstindige
selektive AP-Hemmung durch EDTA ist auch nach
unseren Versuchen méglich. Wir beschreiben im fol-
genden die von uns ermittelten Bedingungen zur
selektiven AP-Hemmung in Mischserum mit hoher AP:

a) Das Serum muf} verdiinnt werden. Wir haben es zur
Vorinkubation mit EDTA bei 37° 1:30 mit 0,16M Tris
pH 7,5 verdiinnt.

b) 1,5 mm EDTA und

c) 40 mm MgCl, miissen bei der Vorinkubation zu-
gegen sein.

d) Eine Hemmung der AP um 90%, wird unter diesen
Bedingungen in 2 Stdn. erreicht (s. Abb. 6).

Dabei bleibt die 5'-NTD-Aktivitit voll erhalten. Wird
40 mm Mg*+ nicht zur Vorinkubation, wohl aber im
5’-NTD-Test eingesetzt, so hemmt EDTA zwar die AP
schneller, aber die 5-NTD wird ebenfalls vollstindig
inaktiv (s. Abb. 7).

Die Vorinkubation von 2 Stdn. erscheint uns fiir einen
einfachen Enzymtest zu lang. AuBerdem kann Mn*+,

Aktivitit [nMol/Min.-ml]
S s 3
T T

0w W @
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Abb. 6

-~ AP-Aktivitdit (nMol 2'- 4 3'-AMP/Min. - m[ hydrolysiert) in Ab-

hingigkeit von der Dauer der Vorinkubation mit EDTA und Mgt++.

Im AP-Test; 1,5 mm EDTA; 40 mm MgCl, (kein Mp++); 0,1 mm

2'- + 3’-AM15; ,16M Tris-HCl; 0,1 ml Mischserum mit sehr hoher
AP-Aktivitit; sonst wie Abb. 2
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Aktivitst [nMolfMin-mi)
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Abb. 7

5'-NTD-Aktivitit (nMol 5'-AMP/Min. - ml hydrolysiert) in Abhingig-

keit von der Dauer der Vorinkubation mit 1,5 mM EDTA ohne Mgt++

Im 5-NTD-Test: 0,1 mm 5'-AMP; 0,1 ml Serum mit sehr hoher
5'-NTD- uncl geringer AP-Aktxvntat sonst wie Abb. 6

der giinstigste Co-Faktor der 5'-N'TD, nicht eingesetzt
werden, da er mit EDTA einen sehr stabilen Komplex
bildet (log Stabilititskonstante = 13,4 (36)).

4. Selektive 5'-NT.D-Hemmung

Auf Grund der Angaben von AHMED und Reis (17)
nutzt CampBeLL (14) die selektive Hemmbarkeit der
5-NTD durch Nitt+ aus und mift die Serum-5-NTD
als Differenz der 5'-AMP-Hydrolyse ohne und mit
Ni++-Ionen. Voraussetzungen fiir die Richtigkeit dieser
Methode sind, daB die 5'-NTD dutch die verwendete
Ni++Konzentration (10 mm) vollstindig gehemmt und
die AP nicht beeinfluBt wird. Diese Bedingungen sind
jedoch nicht erfiillt. Ebenso wie AHMED und Rezs (17)
haben wir gefunden, daB 10 mm Ni++ die 5-NTD-
Aktivitit in einem Aortenmediaextrakt nur zu 909,
hemmt. Auch im Serum wird die 5-N'TD, wie Abbil-
dung 8 zeigt, nur zu 909, gehemmt. Dariiber hinaus
kann auch die Serum-AP, besonders wenn sie zufolge
osteoblastischer Knochenprozesse erhsht ist (2, 5, 7),
durch Ni++ erheblich gehemmt werden. So haben
Scuwartz und Bopansky (15) nachgewiesen, daB eine
aus menschlichem Knochen angereicherte AP durch
10 my Ni*t+ bei pH 7,5 zu 70%, gehemmt wird.

Bei unseren Versuchen zur Ubertragung der kinetischen
5-NTD-Bestimmung auf Serum hat sich auBerdem die
Differenzbestimmung mit Ni++ verboten, weil Ni++
eine Zunahme der optischen Dichte bewirkt (Protein-
fillung), die nach einigen Minuten auch als Triibung

imponiert. Dieser Effekt kann durch 40 mMMg++ zwar .

weitgehend, aber nicht vollstindig verhindert werden.
AuBerdem bildet Ni++ mit den in Frage kommenden
Puffern (Tris, Tridthanolamin, Glycylglycin) Kom-
plexe (36, 37).

5. Gleichgeitige 5'-INTD-Aktiviernng und AP-Hemmung
durch Histidin

Histidin aktiviert 5-NTD und hemmt AP bei pH 8,5
(15). Da das AusmaB der Histidinhemmung sehr
gering und auBerdem je nach Herkunft der AP unter-
schiedlich ist (38), wird sich dieser Effekt fiir eine
quantitative 5'-N'TD-Bestimmung kaum ausnutzen las-
sen, '

Diskussion
5'-Nucleotidase (5'-NTD), ein ubiquitites Enzym,
welches 5-Mononucleotide in Nucleosid und Phosphat
spaltet, wiirde sicherlich hdufiger im Serum bestimmt
werden, wenn die Methodik weniger aufwendig wire.
Schon die groBe Anzahl der in der Literatur beschrie-
benen Variationen zur 5-NTD-Bestimmung deutet
darauf hin, daB es einen einfachen, sicheren Test bisher
nicht gegeben hat. Wesentliche Nachteile liegen vor
allem in der langen Inkubationsdauer, der ungenauen
Abgrenzung der unspezifischen Phosphathydrolyse des
Nucleotides und in der Endpunktbestimmung mittels
Phosphatbestimmung. Wir haben die verschiedenen
Literaturangaben methodisch tiberpriift und auBerdem
Versuche zur Verbesserung der 5-NTD-Bestimmung
gemacht, um daraus unter mdoglichst giinstigen Be-
dingungen einen korrekten, sehr viel einfacheren und
empfindlicheren Test zu entwickeln. Den naheliegenden
Versuch, den von Karckar (19) vorgeschlagenen
UV-Test auf Serum zu ibertragen, haben wir ver-
witklichen konnen und damit die Vorteile eines ki-
retischen Tests ausgenutzt (16).
Zu den im Ergebnisteil beschriebenen Untersuchungen
mochten wir noch einige erginzende Bemerkungen
machen, wobei wir im wesentlichen die gleiche Rejhen-
folge einhalten.
Nach Conway und Cooke (39) kommt die AMP-
Desaminase im Serum nur in sehr geringen Méilgen
vor (etwa 0,05 Einheiten gegeniiber 14 in Vollblut und
1145 in Skeletmuskulatur) und ist bei Substratkonzen-
trationen von 0,1 mM FuBlerst wenig aktiv. Diese An-
gaben stehen in gutem Einklang mit unseren Ver-
suchen, auf Grund derer wir das Vorkommen wesent-
licher AMP-Desaminaseaktivititen im Serum aus-
schlieBen kdnnen.
Bei pH 7,5 zeigt AP unter sonst gleichen Bedingungen
nur einen Bruchteil der Aktivitit bei pH 9,3 (7, 15, 26,
27). Der durch ihre ungenaue Abgrenzung mégliche
Fehler bei der 5-NTD-Bestimmung ist daher geringer,
als wenn die 5-NTD bei pH 9,3, ihrem zweiten Opti-
mum in Gegenwart von Mgt+ (25), oder bei pH 8,5,
ihrem Optimum in Gegenwart von Aminosiuren und
Mg+t (38, 40) gemessen wiirde.
Die durch 0,5 mmM Mnt++ bewirkte starke Aktwlerung
der Serum-5"-N'TD liegt im Beteich der durch optimale
Mg++-Konzentration erreichbaren Aktivierung. Nach
Young (2) wird die Serum-5<NTD durch 40 mm Mg++
um das 3fache, nach ScawARrTz und BopaNsky (15) um
das 2,3fache aktiviert.
Die von uns bei. pH 7,5 mit 11 uMm 5-AMP bestimmte
Michaeliskonstante fiir Serum-5-NTD liegt in der-
selben GroBenordnung wie die in der Literatur fiir
5-NTD . anderer Herkunft beschriebenen Km-Werte
(23, 24, 25, 32).
Im Bereich der optimalen Substratkonzentration von
etwa 100 uM (noch keine Substrathemmung) ist eine
genauere Bestimmung der 5-AMP-Hydrolyserate durch
Phosphatbestimmung kaum mehr méglich (24, 38).
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Dagegen liBt sich im kinetischen UV-Test noch eine
AMP-Spaltung von weniger als 1nMol registrieren.
Da die 5'-NTD-Aktivitit im Serum bisher nur mittels
Phosphatbestimmung nach lingerer Inkubation ge-
messen wurde, liegen die hierfiir verwendeten 5'-
AMP-Konzentrationen (1—5 mm (7, 13, 14) bereits
in einem Bereich, fiir den wir Substrathemmung haben
nachweisen konnen.

AP wird ebenfalls durch ihre Substrate gehemmt (21,
38, 41—43). Die Hemmkonzentrationen liegen hoher
als bei der 5-NTD und schwanken je nach Substrat
(43), pH (41—43) und Herkunft des Enzymes (38).
Daraus resultierende Fehler kénnen wir umgehen durch
Verwendung von 2’- + 3-AMP als Vergleichssubstrat,
dessen Hydrolyse gleich der des 5-AMP im empfind-
lichen UV-Test gemessen werden kann, und dessen
Konzentration wir daher mit 100 um so niedrig halten
konnen, daB keine Substrathemmung auftritt.

Einen weiteren Anhalt dafiir, daB sich 2'- + 3’-AMP als
Vergleichssubstrat zur Bestimmung der unspezifischen
Phosphathydrolyse besonders gut eignet, haben wir in
den Arbeiten von KNG und DeLoRy (33, 34) gefunden,
die mit mehreren AP-Priparationen eine grofle Anzahl
von Substraten untersucht haben und folgende Zu-
sammenhinge aufzeigen: Je saurer ein Phosphatester
ist, d. h. je niedriger sein pK,-Wert, um so weiter im
Alkalischen liegt sein Spaltungsoptimum, um so
schneller wird er bei diesem pH hydrolysiert und um so
kleiner ist die Michaeliskonstante der AP.

In eine nach diesen Gesichtspunkten aufgestellte Reihe
mehrerer Phosphatester haben wir die von KiNnG und
DELORY nicht untersuchten Substrate 2’-AMP, 3'-AMP
und 5-AMP nach ihren pK,-Werten (44) eingeordnet,
die, einander eng benachbart, ebenso wie o¢-Kresyl-
Phosphat, zwischen denen von. Phenylphosphat und
p-Glycerophosphat liegen, 5'-AMP wiederum zw1schen
3’-AMP und 2’-AMP (s. Tab. 1).

So wie RErs (26) gemidB der Theorie von King und
DELORY gezeigt hat, daB 5'-AMP von AP langsamer als
das saurere Phenylphosphat und schneller als das
basischere B-Glycerophosphat gespalten wird, diirfen
wir annehmen, daB ein Gemisch von 2’-AMP und 3'-
AMP (2'- + 3'-AMP), weil sich das Mittel der pK;-
Werte dem pK;-Wert von 5-AMP annihert, durch ‘AP
auch praktisch ebenso schnell hydrolysiett wird wie

Tab. 1
Physikalisch-chemische Daten fiir AP in Abhiingigkeit vom Substrat,
modifiziert nach DELORY und KING, erweitert um die Adeninmono:

nucleotide
Phosphatester pPK, pH- Km (mM) relatlve Hydro-
Optimum lyserate (8-Gly-
. cerophos)phat
Bromphenyl-P 5,44 9,96 0,3 3, 4
Nltrophenyl- 5,70 9,80 0,5 2, 8
Phenyl- 5,73 9,76 0,6 2, ,4
3'-AMP 5,88 .
o0-Kresyl-P 6,04 9,55 0,8 1,5
'-AM 6,05
2'-AMP 6,15
B-Glycero-P 6,34 8,82 1,2 1,0
-G lycero-P 6,44 8,62 1,4 0,7
Athyl-P 6,45 8,08 2,5 0,3
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5'-AMP. Tatsichlich hat auch VorkiNn (35) mit einer
AP-Priparation aus Knochen gezeigt, daB bei pH 9,0
die Nucleotide 2'-AMP, 3'-AMP und 5-AMP gleich
schnell gespalten werden. Auch nach unseren Ver-
suchen liegen bei pH 9,8 die Hydrolyseraten von 2'- +
3’-AMP und 5-AMP benachbart zwischen denen von
Phenylphosphat und S-Glycerophosphat (s. Abb. 4).
Bei pH 7,5 halten die allein von AP gespaltenen Ester
noch immer die gleiche Sequenz ein (s. Abb. 4); ihre
bei pH 9,8 zweifellos noch deutlich verschiedenen
Hydrolyseraten differieren jetzt aber nur noch sehr
wenig —mdglicherweise deshalb, weil dieser pH vom Spal-
tungsoptimum der leichter hydrolysierbaren Phosphat-
ester schon so weit entfernt liegt, daB ihre Hydrolyserate
derjenigen der basischeren Substrate nahekommt.
Obwohl wir bei pH 7,5 neben der immer vorhandenen
spezifischen die unspezifische 5'-AMP-Hydrolyse durch
Serum nicht direkt selektiv messen kdnnen, nehmen wir
aus diesen Griinden an, daf3 sie, wie bei pH 9,8, zwischen
derjenigen des Phenylphosphates und der des f-Gly-
cerophosphates liegt und durch Bestimmung der 2'-
+ 3’-AMP-Spaltung gut abgeschitzt werden kann. Das
gleiche durfte fiir o-Kresylphosphat zutreffen, dessen
pK;-Wert dem des 5'-AMP besonders nahekommt.
Unsere Versuche, in denen wir in Gegenwart von
40 mM Mgt++ durch 1,5 mm EDTA AP fast vollstindig
hemmen, stehen in Einklang mit den Angaben von
MarHIES (45), daB die AP-Hemmung nicht auf Mg*+,
sondern auf Znt+-Bindung durch EDTA beruht.
Eine 5-NTD-Hemmung durch 1 mm EDTA (s. Er-
gebnisse) ist auch von CeENTER und BeHAL (28) be-
schrieben worden. Obwohl sie, wie wir gezeigt haben,
in Gegenwart von 40 mm Mgt+ nicht auftritt, wird auch
die Hemmung der Serum-5-NTD nicht allein auf
Mg++-Mangel zuriickzufithren sein, da Hir und
Sammons (12) -durch 16 mm EDTA auch in Gegenwart
von 40mM Mg+t vollstindige 5'-NTD-Hemmung
erreichen.

Dutch 10 mm Ni++ wird, wie ScuwarTz und Bo-
DaNsky (15) gezeigt haben, nicht nur die in Aorta und
Serum vorkommende 5-NTD, sondern auch das aus
Bullensperma stammende Enzym nur zu 909, gehemmt.
Eine Erhohung der Nit+-Konzentration kann, wie
Abbildung 8 zeigt, noch stirkere Hemmung hervor-
rufen, aber dann verstirkt sich die in dem von Cawmr-
BELL (14) beschriebenen Testansatz (0,03M Veronal;
1 mM Mn++) mit Serum immer auftretende Triibung.
Die von Hirr und SAmmons (12) mit 40 mm Mg+
erzielte Verringerung dieser Triibungsreaktion durch
Nickelionen wird mit 1M Mg+t vollstindig; doch
hemmt diese hohe Mg++-Konzentration die 5'-NTD und
AP etheblich (15).

Auch NaCl- oder Tris-Konzentrationen, die {iber der
hochsten mit Veronal erreichbaten Konzentration
liegen, verhindern eine Tritbung. Tris setzt jedoch
durch Komplexbildung die Ni++-Konzentration her-
ab (37), was auch erkliren diirfte, daB LEviN und Bo-
DANSKY (25) in 0,08M Tris nur eine 24proz. Hemmung
der Bullensperma-5’-NTD durch 1 mum Nit++ fanden.
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Abb. 8

Hemmung der Serum-5'-NTD durch Ni++. Testansatz (nach CAmp-

BELL): 1 mm Substrat und NiCl, wie bezeichnet; Vol. 2,0 ml; Temp. 37°;

0,03m Veronal pH 7,5; 1 mm MnSO,; 0,2 ml Serum mit hoher 5'-
NTD- und AP-Aktivitdt; 30 Min. Inkubation

Der Gedanke, das in Gegenwart von ADA entstehende
sekunddre Reaktionsprodukt NH,+ mit Glutamat-
dehydrogenase anhand der NADH-Oxydation zu
bestimmen, liegt nahe (46, 47). Nachteile: Es wird nur
!/3 der Empfindlichkeit des kinetischen Tests bei 265 nm
erreicht. AuBerdem haben wir selbst in Seren mit er-
hohter 5-NTD-Aktivitit stets einen ,,Leerschleich
gefunden, der die enzymbedingte Extinktionsabnahme
weit tibertrifft.

Wir haben zwar nur den ein Spektralphotometer vor-
aussetzenden UV-Test in seinen technischen Einzel-
heiten ausgearbeitet und gepriift (s. 1. c.). Trotzdem
mochten wir abschlieBend den Untersuchern, die auf
eine Endpunktbestimmung mit Phosphatanalyse an-
gewiesen sind, wenn der kinetische UV-Test nicht
moglich ist (fehlendes MeBgerit, oder in Gewebsex-
trakten zu hohe optische Dichte, ADA-Inhibitoren,
AMP-Desaminase), einen Vorschlag maclien, die in der
Literatur und in dieser Arbeit- beschriebenen Ergeb-
nisse zu einem moglichst empfindlichen und korrekten
5-NTD-Test zu vereinigen: In zwei Parallelansitzen
wit 5-AMP und 2'- 4 3'-AMP wird{die Phosphat-
hydrolyse durch Serum bestimmt. Die Differenz ist
ein MaB fiir die 5-NTD-Aktivitit (1 mU (37°)/m/ =
1 nMol P; pro Min. pro m/).

Ansatz I: In ein Zentrifugenglas werden einpipettiert: 1,6 m/
0,20m Tris, pH 7,5; 0,1 m/ 10 mm MnSO, (in H,0); 0,1 m/
20 mM 5-AMP (mit NaOH auf pH 7,5 eingestellt). Etwa 5 Min.
lang in ein Wasserbad von 37° stellen, dann 0,2 m/ Serum zugeben
und inkubieren. Nach genau 30 Min. Reaktion mit 2 m/ 10proz.
Trichloressigsdure stoppen. Zentrifugieren und 2 m/ des Uber-
standes zur Phosphatbestimmung verwenden.

Ansatz II: wird identisch bebandelt, enthilt aber anstelle von
5-AMP 0,1 m/ 20 mm 2’- + 3-AMP.

Ubersteigt die saure Prostata-Phosphatase 40 mU/m/ (nach
ANDERSCH und SzcyriNski (22))?), so werden 0,2 m/ Tris durch
0,2m L-Tartrat?) ersetzt.

7
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