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arbeiteten quantitativen Verhiltnisse eine verstirkte oder
verminderte Betaninausscheidung durch allergische Er-
scheinungen verursacht sein kann, liBt sich noch nicht
sagen. Genetische Faktoren scheinen keine Rolle zu
spielen. Ebensowenig ist fiir die Betaninausscheidung
ein stark saurer Urin Voraussetzung; dagegen kann in
einem stirker alkalischen Urin Betanin zerstort werden.
Eine Fermentadaptation als Utsache fiir einen schnellen
Abbau resorbierten Betanins, wodurch das Erscheinungs-

bild des ,,Nichtausscheiders* entstehen kénnte, scheint,
wie aus unseren Langzeitversuchen hervorgeht, keine
Rolle zu spielen. Im Serum konnten wir nach Rote
Riiben-Aufnahme und Sicherung der Resorption von
Betanin durch Nachweis von Betanin im Harn Betanin
nicht nachweisen, damit lag die Konzentration sicher
unter 300 ug%. Friihere Arbeitsergebnisse erscheinen
unsicher, da ein Himoglobingehalt des Serums Betanin
vortiuscher kann.
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Ein optischer Test zur Bestimmung der Kreatin-Phosphokinase

Von M. Feraupt und K. Harm
Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universitit Hamburg-Eppendorf ( Direktor: Prof. Dr. J. Kihnan)
(Eingegangen am 4. Februar 1967)

Es wird die Zusammensetzung eines optischen Tests zur Bestimmung der CPK (2. 7. 3. 2 ATP: Kreatin-Phosphotransferase) nach dem
Reaktionsschema von M. L. Tanzer und CH. GILVARG angegeben. Durch die Ermittlung optimaler Reaktionsbedingungen hat der Test
eine wesentlich hohere Empfindlichkeit als die bisher bekannten Verfahren. Die gemessene Aktivitit ist der Enzymkonzentration in der
Kiivette proportional, und zwar bei Einsatz von kristalliner CPK im Bereich von 0,06 bis 0,004 x#Mol/(Min. - m/) und bei Einsatz von
menschlichem Serum im Bereich von 0,005 bis 0,0001 xMol/(Min, - m/).

A procedure is described for the coupled photometric measurement of CPK (2. 7. 3. 2 ATP: creatine phosphotransferase) according to
the reaction mechanism of M. L. Tanzer and Cu. GILVARG. By establishing optimal reaction conditions the sensivity of the method was
markely increased. The activity level measured is proportional to the concentration of enzyme in the cuvettes for crystallized CPK in the
range 0,06—0,004 umol/(min - m/) and for human serum in the range 0,005—0,0001 xmol/(min - m/).

Es gibt verschiedene Verfahren (1, 2, 3, 4, 5), um die
Aktivitit der CPK (2.7.3.2-ATP: Kreatin-Phospho-

transferase) im optischen Test zu messen. Jedoch fehlen
Angaben dariiber, wie die Zusammensetzung der ein-
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a

Tab. 1

Bestimmung der Adenosin-5'-triphosphat: Kreatin-Phosphotransferase. MeBtemperatur 38,0—40,0°. Alle Reagenzien sind in Pufferlosung geldst.
Es werden 0,050 m/ des unten angegebenen Testansatzes in eine Kiivette der Schichtdicke 1,000 cm und der lichten Breite 2 mm einpipettiert

Konzentration Herstellung der . Vol. der Ausgangslosung in m/ fiir
Reagenzien im Test Ausgangslsung 0,050 m! Testansatz 1,00%111 Testansatz
MgS0, -7 H,0O
Mol.-Gew. 246,48 1,232 %/25,0 ml
Merck 5886 4,0 mm (200 mm) 0,0050 0,100
Adenosin-5’-triphosphat
C,oH,,0,;NsP;Na, - 3 H,0
Mol:-Gew. 605,2 0,3026 g/2,50 m!{
Boehringer ATP 15028 4,0 mm (200 mm) 0,0050 0,100
Phosphoenolpyruvat C;H,0,PK
Mol.-Gew. 207,1 0,0207 g/2,00 m!
Boehringer PEP-K 15179 1,0 mm (50 mm) 0,0050 0,100
Reduziertes Nicotinamidadenin-dinucleotid
23H3,0,(N,P;Na,
Mol.-Gew. 709,4 . 0,0532 g/5,00 m!/
Boehringer NADH 15142 0,45 mm (15 mm) 0,0075 0,150
1.1.1.27 L-Lactat: NAD-Oxidoreductase
Boehringer LDH-M-R 15371 19 uMol/( Min. - mi) VLDH 20 VL. pH
1.7.1.40 ATP: Pyruvat-Phosphotransferase
Boehringer PK 15744 4,6 uMol/(Min. - ml) VpK 20 Vpk
Pufferlosung pH = 9,0: .
Tris(hydroxymethyl)aminomethan 6,057 g ,,Tris** in 90 m/ Aqua
Mol.-Gew. 121,14 tridest. losen, 7,50 m/ 1 M HCI Vp 20 Vp
Merck 8382 hinzufiigen und ad 100,0 m!
HCl1m mit Aqua tridest. auffiillen.
Merck 9057 (,,Tris** 500 mm, HC175,0 mm)

Wenn die Mefitempeiaiur erreicht ist, werden 0,075 m/ der zu testenden Ldsung hinzugefiigt und die Reaktion mit 0,125 m! Kreatinlosung
(Merck 5205; 150 rm: 0,083 g mit Puiferlosung ad 5,00 ml) gestartet, nachdem vorher mittels eines PVC-Fadens gut durchgemischt wurde.
Da Kreatin sehr scliwer 16slich ist, empfiehit es sich, die Kristalle gut zu morsern, Bei einer Temperatur von 1—4° sind die Ausgangslosungen
eine Woche lang haltbar. Die Kreatinldsung wird kurz vor der Bestimmung hergestellt. Da die Enzym-Prédparate oft nicht die vom Hersteller
angegebene Aktivitdt zufweisen, ist es erforderlich, jeweils vor Benutzung einer neuen Suspension deren Aktivitdt [uMol/(Min. - ml)] festzustel-

len und danach die Menge der Hilfsenzyme im Testansatz zu berechnen, Die Testansatze fiir die Messung der Aktivitat der Hilfsenzyme sind
in den folgenden Tabellen angegeben.

Tab. 2

Bestimmung der L-Lactat: NAD-Oxidoreductase. MeBtemperatur (48,0 + 0,2)°. Alle Reagenzien sind in Aqua tridest. gelést. Es werden 1,93 ml
des unten angegebenen Testansatzes in eine Kiivette der Schichtdicke 1,000 cm einpipettiert

: Konzentration Herstellung der Vol. der Ausgangslosung in ml
Reagenzien im Test Ausgangsldsung fiir 1,93 ml Testansatz

Athylendiamintetraessigosiure, Dinatriumsalz

oH;s NuNa, O, - 2
Mol.-Gew. 372,25 0,0372 g/2,00 m!
Merck 8418 5,0 mm (50,0 mm) 0,200
Nicotinamid-adenin-dinucleotid, red. C,,H.,0,,N,P,Na,
Mol.-Gew. 709,4 0,0213 5/2,00 ml
Boehringer NADH 15142 0,225 mm (15,0 mm) 0,030
Aqua tridest. 1,50
Pufferlosung pH = 7,3: Tridthanolamin-HCI 9,285 g TRA in 90 ml/ Aqua tridest.
C¢H,;;O;N + HCI I16sen, 3,86 ml 2 M NaOH hin- 0,200
Mol.-Gew. 185,7 zufiigen und ad 100,0 m/
Boehringer TRA 15325 mit Aqua tridest. auffiillen.
NaOH2Mm (,TRA'* 500 mm, NaOH 77,2 mm)
Merck 9136

Wenn die MeBtemperatur erreicht ist, werden 0,050 m! der zu testenden Losung (2 - 10~ Verdiinnung der Enzym-Suspension, die unmittelbar
vor der Messung hergestellt werden muB) hinzugefiigt und die Reaktion mit 0,020 m!/ Pyruvat-Lésung (Merck 6619; 480 mm: 0,2641 g mit Aqua
tridest. ad 5,00 m!l) gestartet.

Tab. 3

Bestimmung der ATP:Pyruvat-Phosphotransferase. MeBtemperatur (38,0 + 0,2)°. Alle Reagenzien sind in Pufferlsung geldst. Es werden
1,75 ml des unten angegebenen Testansatzes in eine Kiivette der Schichtdicke 1,000 cm einpipettiert

: Konzentration Herstellung der Vol. der Ausgangslésung in ml
Reagenzien im Test Ausgangslosung fiir 1,756 ml Ansatz

Adenosin-5’-diphosphat C,,H,,0,,N;P,Na,

Mol.-Gew. 493,2 0,2219 g/3,00 m!

Boehringer ADP 15014 4,5 mm (150 mm) 0,060
MgSO, -7 H,0 .

Mol-Cew, 246,48 0,2465 /10,00 ml

Merck 5886 5,0 mm (100 mm) 0,100
Nicotingm-;s-;d;nin-dinucleotid, red.

C,;;H a

Mol.-Gew. 709, 0,0213 £/2,00 ml '
Boehringer NADH 15142 0,30 mm (15,0 mm) 0,040
1.1.1.27 L-Lactat: NAD-Oxidoreductase X o
Boehringer LDH-M-R 15371 38 uMol/(Min. - ml) VLDH
Pufferlésung pH = 7,6 9,285 g TRA in 90 m! Aqua :
Triﬁthanolagmti,n-HCl ’C,H,,O,N - HCI tridest. losen, 6,52 m! 2 M NaOH

Mol.-Gew. 185,7 l’nr}tzt;l\fugent qa\d 1:ad “f)t(‘)'"ﬂ ml Vp
Boehringer TRA 15325 mit Aqua tridest. auffiillen.

NaOH ng, Merck 9136 _ (,TRA" 500 mm, NaOH 134 mm)

Wenn die MeBtemperatur erreicht ist, werden 0,050 ml der zu testenden Losung (10—* Verdiinnung der Enzym-Suspension, die unmittelbar vor
der Messung herggstellt werden muﬁ) hinzugei‘ﬁgt und die Reaktion mit 0,200 m! Phosphoenolpyruvat-Lésung (Boehr’inger PEP-K 15179;
20 mm: 0,0207 g mit Pufferlésung ad 5,00 ml) gestartet. :
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zelnen Testansitze ermittelt wurde. Wenn man die
Aktivitit einer CPK-L&sung mit verschiedenen Ver-
fahren bestimmt, erhilt man unterschiedliche Werte
(Tabelle 4 und (4)).

Im ,,Report of the commision on enzymes of the International
Union of Biochemistry* (6), wird als Enzymeinheit diejenige
Menge definiert, die ein Mikromol Substrat in der Minute unter
definierten experimentellen Bedingungen (standard conditions)
umsetzt. Dieser Report empfiehlt eine MeBtemperatur von 30°
und begriindet diese Empfehlung damit, daB es ein grofBer Vorteil
wire, eine Standardtemperatur zu haben, um so einen Vergleich
zwischen den Aktivititen der verschiedenen Enzyme zu ermdog-
lichen. Die iibrigen Bedingungen miilten, wenn méglich, optimal
sein, insbesondere pH und Substratkonzentration. Der Report
begriindet nicht, warum nicht auch fiir die Temperatur optimale
Werte ermittelt werden miiiten, und warum eine gleiche Tempe-
ratur bei der Messung der verschiedenen Enzymaktivititen erfor-
derlich ist, um einen Vergleich zwischen diesen Aktivititen zu er-
moglichen.

Unserem MeBverfahren liegen d'e folgendcn Reak-

tionen zugrunde (7):

Kivette nach der folgenden Gleichung berechnet
(Gesetz von LaMBERT und BEER):

de __dE
dt = dtes

Die so gemessene Aktivitit ist der exngcsetzten Menge
kristalliner CPK iiber einen weiten Bereich propor-
tional.

Wenn die spezifische Aktivitit des Enzym—Kristallisats in
der Kiivette im Bereich von 0,06 bis 0,004 Lo—

dann ist die gemessene Aktivitit der Enzym—Konzen-
tration proportional. Wegen der schnell eintretenden
Inaktivierung reiner Enzym-Lésungen bei hoher Ver-
diinnung ist es nicht moglich, bei geringeren spezi-
fischen Aktivititen genaue Ergebnisse zu ermitteln.

7 liegt,

Bei Einsatz von menschlichem Serum besteht Propor-
tionalitit zwischen Enzym-Konzentration in der Kiivette
und gemessener Aktivitit im Bereich

P von 0,005 bis 0,0001 A% _.
HN=C—NH—P=0 Beim Vergleich unseres Testansatzes mit
HN = (I:_ NH, K \OH dem von RorrHAuwe und Mitarbeiter
+ ADP 3) angegebenen und mit dem der Fa.
CH; — N — CH, — COOH + ATP — CH,—N — CH, — COOH ggehriigir ergaben sich folgende Unter-
OH schiede: Der erstgenannte wird nach
/ einem AE von 0,05 linear und bleibt es
O—P=0 iiber ein AE von 0,20. Bei dem Boeh-
i \OH PK ?H ringer-Rest bleibt die Reaktionsge-

= C —COOH + ADP &= "’CH,-C COOH + ATP

o
I

LDH ?H

CH, — C — COOH + NADH + H++—— CH, — CH — COOH + NAD+

Die Auslésung der Reaktion erfolgt durch Zugabe von
o-Methylguanidinessigsiure (Kreatin) zu einer Losung,
die alle im obigen Reaktionsschema unterstrichenen
Substanzen enthilt. Nach einer gewissen Zeit erreicht
die Umsatzgeschwindigkeit von NADH diejenige von
Kreatin.

Unter optimalen Bedmgungen erfolgt die Aktivitits-
bestimmung bei 38,0—40,0° durch photometrische
Messung der Extinktionsinderung bei 366 nm. Wir
benutzten das Photometer ,,Eppendorf“ sowie Kiivetten
der Firma Netheler & Hinz, Hamburg. Ein thermo-
stabilisierter Kiivettenhalter hielt die Temperatur auf
(38,0 4 0,1)°. Das Photometer war mit einer Registrier-
einrichtung der Firma Philips verbunden, die eine
graphische Darstellung der Extmktlon als Funktion
der Zeit aufzeichnet.

Bei Benutzung einer Kiivette der Schichtdicke 1,000 cm
und Einsatz kristalliner CPK fiir die Messung nimmt
die Geschwindigkeit der Extinktionsinderung bis zu
einem AE von 0,20 noch zu, um dann wihrend eines
AE von 0,50 konstant zu bleiben. Danach tritt wieder
eine Abnahme der Reaktionsgeschwindigkeit ein.
Unter Zugrundelegung des linearen Teiles der Zeit-
Extinktions-Kurve wird die Enzymaktivitit in der

schwindigkeit nach einem AE von 0,10
wihrend eines. AE von 0,15 konstant.
Obwohl bei unserem Test der lineare Ab-
lauf erst nach einer Extinktionsinderung
von 0,20 erreicht wird, beginnt die Reak-
tion wegen ihrer hoheren Geschwindig-
keit erheblich frither linear zu laufen als bei dem der
Fa. Boehringer und nur wenig spiter als bei Rorr-
HAUWE.

Der groBe Linearititsbereich ist besonders wichtig bei
der Verwendung von Mikrokiivetten, da man bei diesen
mit erhShter Verstirkung arbeiten muB, und deshalb
durch die Instabilitit des Gerites bedingte Abweichun-
gen vom linearen Verlauf auftreten kénnen.

Tab. 4
Vergleich unseres Testes mit verschiedenen anderen

Geschwindigkeit Mit den Testen
der Teste auf die gemnessene Aktivitit
Geschwindigkeit auf die mit unserem
unseres Testes bei Test gemessene

(38,0 £+ 0,1)° bezogen
bezogen
Unser Test (38,0 + 0 l)° 1,0 1,0
0,15 ml Serum,
0, '50 ml Gesamtvolumen
. Unser Test (25,0 + 0,1)° 0,49 0,49
0,15 m! Serum,
0,50 m! Gesamtvolumen
Boehringer-Test (38,0 + 0,1)° 0,40 0,42
1,00 m! Serum,
3,50 m! Gesamtvolumen
Boehringer-Test (25,0 + 0,1)° 0,17 0,18
1,00 ml/ Serum,
3,50 m! Gesamtvolumen
Rotthauwe-Test (37,0 & 0,1)° 0,30 0,36

0,50 ml Serum,
2,00 ml Gesgmtyo!um_en
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Da bei Einsatz von biologischem Untersuchungsmaterial
das NADH des Testansatzes auch ohne Zugabe von
Kreatin umgesetzt wird, ist es erforderlich, eine Aktivi-
titsbestimmung ohne Kreatin (Vorlauf) durchzufiihren
und die dabei gemessene Aktivitit von der mit Kreatin
gemessenen (Hauptlauf) abzuziehen. Da die Linearitit
des Vorlaufs oft erst jenseits eines gewissen AE etreicht

-
?__
s
1

CPK-Aktivitit
=
T
CPK-Aklivitot
b

1 | ! ) 0 1 1 ]

wird, muB} der Testansatz eine ausreichende Menge von
NADH enthalten. Dieses AE hingt von der Art des
Untersuchungsmaterials ab und ist daher von Fall zu
Fall verschieden. '

Die Auswirkung der verschiedenen Reaktionsparameter
auf die gemessene CPK-Aktivitit wird in den Ab-
bildungen 1 bis 8 dargestellt.
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CPK-Aktivitit, bezogen auf die Akti-
vitit bei 38°, als Funktion der Tem-

CPK-Aktivitit, bezogen auf die
Aktivitit bei pH = 9,0 als

Bestimmung der optima-
len ATP-Konzentration

Bestimmung der optimalen
Mg-ATP Konzentration im

SR e T e TR 4 Tb Sy = T F A o T

peratur. Die Messungen erfolgten Funktion des pH. Die Messun- im Testansatz. Die Kon- Testansatz
mit dem in Tabelle 1 angegebenen  gen erfolgten mit deminTabellel  zentrationen der anderen
Vetfahren angegebenen Verfahren. Das  Reaktionsteilnehmer sind
pH der Pufferlésung wurde in Tabelle 1 angegeben.
durch Zugabe von HCI auf die  Dieses gilt auch fiir die
verschiedenen Werte eingestellt folgenden Abbildungen
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Bestimmung der optimalen Krea-
tin-Konzentration im Testansatz,
Wie man sieht, ergibt eine weitere
Steigerung der Kreation-Konzen-

ansatz

. tration nur eine geringe Erhohung

der Reaktionsgeschwindigkeit. We-

gen der schlechten Loslichkeit des

Kreatins ist eine Konzentration von

75 mM praktisch die hochst er-
reichbare

Bestimmung der optimalen
PEP-Konzentration im Test-

Bestimmung der optimalen

Bestimmung der optimalen PK-
LDH-Aktivitit im Testansatz

Aktivitdt im Testansatz
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