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Die Aktivititen der Leucinaminopeptidase und der Arylamidase wurden im Serum von Gesunden und Kranken mit den Substraten
Leucinamid bzw. Leucin-p-nitroanilid unter Optimalbedingungen bestimmt.

Fiir den eindeutigen Nachweis der unter pathologischen Bedingungen im Setum auftretenden LAP wird nach- unseren Befunden auBer
dem Uberschreiten der 3 S-Grenze — 52,5 mE/m/ — unter LAP-Optimalbedingungen eine wenigstens 50proz. Aktlwerung der Leuci-
namldhydrolyse durch 2 mM Manganchlorid bei pH 9,0 gefordert.

Wihrend im Normalserum keine Manganchlond—aktxvlerbate Leucinamidhydrolyse ermittelt werden konnte, fand smh eine blS zu
600fache Steigerung der Leucinamidhydrolyse bei der akuten Hepatitis epidemica unter LAP-Optimalbedingungen.

Mit immunologischer Methodik konnte die bei Hepatitis epidemica stark erhShte Aminopeptidaseaktivitit eindeutig als ,,klasslsche
LAP identifiziert werden.

Die Bestimmung der Arylamidase-Aktivitit ergab bei den untersuchten Etkrankungen mit der Literatur iibereinstimmende Werte.

Die Bedeutung des LAP-Nachweises fiir die Fritherfassung und die Verlaufskontrolle der Hepatitis epidemica sowie,die Bedeutung der
gleichzeitigen Bestimmung beider Enzyme (LAP und Arylamidase) fiir die Differentialdiagnose des Ikterus wird diskutiert. )

The suitability of “classical” leucine aminopeptidase (LAP) as an indicator engyme in Hepatitis epidemica acuta
( Differentiation between lencine aminopeptidase and arylamidase in hepatobiliary illnesses) '

The activities of leucine aminopeptidase and arylamidase were determined under optimal conditions with the substrates leucmamxde and
leucine-p-nitroanilide respectively in the serum of patients and normal persons.

In addition to LAP values in excess of the 3 S-limit (52.5 mU/m/) under optimal conditions, there must also be at least a 50% activation
of leucinamide hydrolysis by 2 mm manganous chloride at pH 9.0 for the unequivocal demonstratlon of lncteased serum LAP under
pathological conditions.

While normal serum shows no detectable manganese chloride-activated leucinamide hydrolysis, a 600fold i increase in leucinamide hydto-

lysis was found in acute hepatitis epidemica under optimal conditions for LAP.

The greatly increased aminopeptidase in hcpatltls epidemica was shown clearly to be “classical” LAP by 1mmunolog1cal methods

The arylamidase activities measured in various patients agreed with those in the literature.

The determination of LAP can setve for the eatlier diagnosis and for following the coutse of hepatitis epldemlca and the measurement
of both enzymes (LAP and arylamidase) for the differential diagnosis of jaundice.

LinpERSTRgM-LANG (1, 2) war es 1929/30 bei Unter-
suchungen iiber das ,,Darmerepsin®“ gelungen, eine
,,Leucylpeptidase‘ von anderen Peptidasen abzugrenzen.
In der Folgezeit war dieses Enzym — auch Leucin-
aminopeptidase (LAP) genannt — in zahlreichen Or-
ganen, Geweben und Kérperfliissigkeiten des Menschen,
jedoch auch in Tieren, Pflanzen und Mikroorganismen
nachgewiesen worden (Literaturiibersicht bei Smrta (3),
HascueN (4), HansoN (5)). Durch die Gewinnung (6)
und Charakterisierung (7) einer hochgereinigten LAP-
Priparation aus Schweinenieren sowie die kristalline
Darstellung aus Rinderaugenlinsen (8—10) wurde ein-
deutig erwiesen, daB es sich bei der LAP nicht um ein
1) L-Leucylpeptid-Hydrolase (EC 3.4.1.1).

2) Im klinischen Sprachgebrauch vielfach filschlicherweise LAP
genanat.
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Gemisch aus mehreren Peptidasen (11), sondern um ein
definiertes cytoplasmatisches Mangan- und Magnesium-
aktivierbares Enzym handelt (10). In den letzten Jahren
konnte sogar eine immunologische Verwandtschaft der
LAP verschiedener Species iibet einen phylogenetischen
Zeitraum von etwa 300 Millionen Jahren (Frosch-
Mensch) ermittelt werden (12, 58). Obgleich die LAP
verschiedene synthetische Peptide — besonders solche
mit r-Leucin in N-terminaler Position — zu hydroly—
sieren vermag, erwies sich Leucinamid ‘als das spe-
zifischste Substrat fur den Nachweis derselben (7, 10,
13)..

Schon in den 30er Jahren, also lange vor einer kristal-
linen Darstellung und genaueren Charakterisierung der
LAP, war ihre Aktivitit gegeniiber p,L-Leucylglycin im
Serum (14, 15), im Urin (16) und im Liquor (17, 18) bei
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verschiedenen Erkrankungen iberpriift worden. Nur
bei einzelnen Erkrankungen und in einem Teil der Fille
hatte sich eine Erhdhung der Enzymaktivitit gefunden.
Zu diesen Ergebnissen, die aus methodischen Griinden
meist keine sichere quantitative Aussage erlaubten,
wurden in den folgenden Jahren nur wenige fiir die
Klinik bedeutsame Befunde beigetragen (19, 20).

Die Einfilhrung der chromogenen Substrate durch
Gowmori (21) und die Mitteilung von GREEN (22), daB
Leucin-f-naphthylamid die spezifischen Anforderungen
eines Substrates zum Nachweis der LAP erfiillt, fiihrten
dazu, dieses Substrat in zunehmendem MaBe zur Be-
stimmung der ,,LAP“-Aktivitit heranzuziehen. Nach-
dem somit eine relativ einfache Bestimmungsmethode
gegeben war, wurde durch den Nachweis eines erthohten
Serum-,,LAP“-Spiegels beim Pankreaskarzinom (23,
24) das allgemeine Interesse fiir dieses Untersuchungs-
verfahren geweckt. Es stellte sich zwar bald heraus, daB
die ,,LAP“-Bestimmung nicht die Diagnose eines
Pankreaskarzinoms ermoglicht (25, 26), jedoch etlangte
sie eine wesentliche Bedeutung bei der Diagnostik der
Leber- und Gallenwegserkrankungen (26, 27).

Die Untersuchungen der letzten Jahre ergaben, daB bei
Verwendung der chromogenen Substrate weniger die
»klassische® LAP, sondern andere Aminopeptidasen,
die neben der LAP im Blutserum und in den Organen
vorkommen und die diese Substrate bevorzugt hydro-
lysieren, erfaBlt werden (13, 28—36). Zur Unterscheidung
von der LAP wurden diese Aktivititen Aminosiure-
arylamidase genannt (29, 32, 37). Als Substrat fiir den
Nachweis der Arylamidase war neben Leucin-g-naph-
thylamid auch Leucin-p-nitroanilid verwendet (38) und
wegen der einfacheren Bestimmungsmethode zu-
nehmend bevorzugt worden (37, 39, 40). Da gezeigt
werden konnte, daB die Alanin-Verbindungen (Alanin-
p-naphthylamid, Alanin-p-nitroanilid, Alanin-hydrazid)
fiir den Nachweis der Arylamidase spezifischer sind als
die entsprechenden Leucinverbindungen (32, 34, 35,
41—45), finden auch diese Verwendung. Obgleich
Leucin-f-naphthylamid von kristalliner LAP gespalten
wird (10), ist es dennoch fiir den Nachweis der LAP
im Serum ungeeignet, da die Arylamidasen dieses
Substrat gleichzeitig und schneller hydrolysieren. Hin-
gegen erwies sich Leucinhydrazid, das ebenfalls von
LAP aus Rinderaugenlinsen hydrolysiert wird (46), als
ein geeignetes Substrat zum Nachweis der ,,klassischen*
LAP im Blutserum (47).

Uber das Verhalten der Arylamidase-Aktivitit im Blut-
serum bei zahlreichen Erkrankungen liegt heute ein
umfangreiches Untersuchungsmaterial vor (Literatur-
iibersichten: 39, 40, 48). Hingegen ist die Aktivitit der
»klassischen LAP nur in wenigen Fillen, nimlich
dann, wenn Leucinamid, Leucylglycin oder Leucin-
hydrazid als Substrate eingesetzt wurden (19, 20, 37, 40,
47, 49—52), auf ihre diagnostische Bedeutupg hin
tiberpriift worden. Doch auch diese Bestimmungen sind
groBtenteils unter nicht geniigend LAP-spezifischen
Bedingungen hinsichtlich Substrat, pH-Wert und Akti-

vatorén vorgenommen worden.

In der vorliegenden Arbeit wird dargelegt, daB bei An-
wendung der fiir das aus Rinderaugenlinsen kristalli-
sierte Enzym ermittelten Optimalbedingungen die
,.klassische LAP auch im menschlichen Serum weit-
gehend spezifisch erfaBt und von der Arylamidase bzw.
anderen Aminopeptidasen abgegrenzt werden kann,
Weiterhin wird gezeigt, daB der ,klassischen* LAP
neben der Arylamidase eine groBe diagnostische Be-
deutung fiir die Differentialdiagnose hepatobiliirer Ex-
krankungen zukommt.

Methodik

1. Bestimmung der L-Leucin-p-nitroanilid-Hydrolyse

Wit verfuhten aus Vergleichsgriinden entsprechend dem Vor-
gehen von WrLriG und Mitarbeitern (39), das auch der Zusammen-
setzung der Boehringer-Testpackung, TC-LAP/15952, entspricht.

Reagenzien )
Phosphatpuffer, 0,05m, pH 7,2; vr-Leucin-p-nitroanilid, 0,025m
(9,6 mg/(1,5 m/ absol. Methanol).

Bestimmungsansatg in einer 1 cm-Mikrokiivette '
0,30 m/ Phosphatpuffer
0,01 m/ Substrat
0,01 m/ Serum

Kinetische Messung

Die Bestimmung der Enzymaktivitit erfolgte bei 25° durch
kontinuierliche Registrierung der Extinktionszunahme des frei-
gesetzten p-Nitroanilins bei 405 nm (Eppendorf-Photometer mit
Kiivettenwechselautomatik und Kompensationsschreiber).

Berechnung der Enzymaktivitit:

AE[Min - 3240 = mE/m/ Serum (nach WiLrLic und Mitarbeiter
(39)).

2. Bestimmung der Leucinamid-Hydrolyse

Reagenzien

Trispuffer 1M, pH 8,0 und 9,0; Manganchlorid (MaCl, - 4H,0)
0,01m;

Standard: p,L-Leucin, 6,55 ug/10 u/, entsprechend einer 10proz.
Hydrolyse des Substrates;

Substrat: r-Leucinamidacetat, 0,25 (mit NaOH auf pH 8,3 ein-
gestellt). Das Leucinamidacetat wurde synthetisiert nach (69);
Schmelzpunkt 138° (Literatur: 139—141°), papierchromato-
graphisch nur Spuren an freiem Leucin; durch Totalhydrolyse mit
kristalliner Rinderaugenlinsen-LAP konnte eine Racemisierung
ausgeschlossen wetden.

Bestimmungsansitze

a) pH 8,0 b) pH 9,0 c) pH 9,0 4+ MnCl,
Trispuffer 0,05 m/ 0,05 m/ 0,05 m/
MnCl, — — 0,05 m/
bidest. Wasser 0,05 m/ 0,05 m/ -
Serum 0,10 m/ 0,10 m/ 0,10 m/
Substrat 0,05 m/ 0,05 m/ 0,05 m/

Die Bestimmungsansitze wurden in Netheler-R6hrchen ausge-
fiihrt. Trispuffer und Manganchloridldsung wurden getrennt zum
Bestimmungsansatz pipettiert, um eine stirkere Manganhydroxid-
bildung zu vermeiden. Vor Zugabe des Substrates wurden die
Ansitze 30 Min, bei 40° priinkubjert. Normalseten wurden
180 Min., pathologische Seren 30 und 180 Min. bei 40° inkubijert.
Bei statker ErhShung der Enzymaktivitit wurde das Serum 1:5
oder 1:20 mit bidest. Wasser verdiinnt.

Papierchromatographische Auswertung
Nach Ablauf der Inkubationszeit wurden dem Inkubationsansatz
10 4/ entnommen und auf Chromatographiepapier (FN 13 des
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VEB Spezialpapierfabrik Niederschlag/Erzgeb.) aufgetragen. Zur
Chromatographie diente sek. Butanol/85proz. Ameisensiure/
Wasser (75:15:10 v/v) (53). Die Ninhydrinfirbung der Bogen
und Messung der Farbintensitit erfolgte nach der im Institut seit
Jahren eingefithrten Methode (54—56) in der von ANSORGE und
Mitarbeitern (57) mitgeteilten Modifikation.

Zur Verringerung des methodischen Fehlers wurden aus jedem
Bestimmungsansatz zwei Auftragungen auf verschiedene Papier-
boégen vorgenommen. Wegen der guten Ubereinstimmung der
MeBwette in den ersten Versuchssetien konnte auf einen doppelten
Bestimmungsansatz verzichtet werden. Die Substrat- und Enzym-
Leerwerte erwiesen sich bei mehrfachen Kontrollen weitgehend
konstant; der Leucingehalt entsprach einer Hydrolyse von 0,2
bzw. 0,19% und wurde bei der Berechnung beriicksichtigt.

Berechnung der Eng ymaktivitit
Die Angabe der Enzymaktivitit etfolgt in internationalen Ein-
heiten (uMol Substratumsatz pro Min.). Da die Hydrolyse einer
Kinetik erster Ordnung folgt, errechnet sich die initiale Spaltungs-
geschwindigkeit nach der Formel:
v=k S

100

% Hydrolyse

1
k= el 2,303 - log 100 —
S = 50 uMol/m/

Zur Errechnung der Enzymkonzentration wurden entsprechend
der eingesetzten Serummenge von 0,1 m//0,25 m/ Ansatz (= 0,4 m//
1 m/ Ansatz) die initiale Spaltungsgeschwindigkeit v mit 2,5
multipliziert. Daraus ergibt sich:

k,-50-2,5 = E/m/
bzw. k, + 50 - 2,5+ 1000 = E// = mE/m/

3. Immunologischer LAP-Nachweis
Gewinnung des Antiserams

Etwa 1 Jahr alte Kaninchen wurden iibet 7 Wochen alle 4—6 Tage
durch i. m. Injektion von je 1 mg kristallisierter Rinderlinsen-
LAP, in 0,5m/ komplettem Fteund’schen Adjuvans emulgiert,
immunisiett (58). 0,4 m/des gewonnenen Antiserums prizipitierten
(s. w.) im Verdiinnungsbereich 1:20 bis 1:40 0,26 ug kristalli-
sierte Rinderlinsen-LAP.

Prizipitationsansitze

0,4 m/ Serum bzw. krist. LAP

0,4 m/ Anti-EAP-Serum in steigender Verdiinnung (1:20 bis
1:1280).

Der Prizipitationsansatz wurde 30 Min. bei 37° und anschlieBend
16 bis 20 Stdn. bei 4° belassen. Danach erfolgte Zentrifugation in
der Kiihlzentrifuge (Phywe) bei 12000 g iiber 15 Min. Die im
Uberstand vorhandene Restaktivitit gegeniiber Leucinamid
wurde bei pH 9,0 mit MnCl,-Zusatz, bei VerschluBikterusserum
(S 304) auBerdem bei pH 8,0 ohne Effektor bestilmmt. Das Hepa-
titisserum (S 281) wurde wegen der hohen LAP-Aktivitit in einer
Verdiinriung von 1:29 eingesetzt. Die Inkubationszeit betrug beim
Hepatitisserum 30 -Min., beim VerschluBikterusserum 180 Min.

Ergebnisse

Die durch Normalserum vom Menschen katalysierte
Leucinamidspaltung wird durch Co*+ aktiviert und
zeigt bei pH 8,0 ein Optimum (4). Diese Ergebnisse
lassen vermuten, dal LAP im Normalserum nicht oder
nur in sehr kleinen Mengen enthalten ist und die geringe
Leucinamidspaltung durch Arylamidase und andere
Aminopeptidasen bedingt ist. Geht man von diesen
Bedingungen (pH 8,0) auf LAP-Optimalbedingungen
itber (pH 9,0 bzw. pH 9,0 + MnCl,), muB man fiir den
Fall, daB keine LAP vorhanden ist, eine Abnahme, bei
Vorhandensein von LAP aber eine Zunahme der

Z. klin, Chem. u. klin. Biochem. [ 7. Jahrg. 1969 / Heft 3

Leucinamidspaltung erwarten. Deshalb haben wir die
Leucinamidspaltung unter allen drei Bedingungen ge-
testet:

a) pH 8,0 ohne MnCl,-Zusatz

b) pH 9,0 ohne MnCl,-Zusatz

c) pH 9,0 mit MnCl,-Zusatz

AuBerdem wurde die Arylamidase mit Leucin-p-nitro-
anilid bei pH 7,2 erfaB3t.

Vorher wurden Untersuchungen iiber Stabilitit, MnCl,-
Priinkubation und Kinetik der Leucinamid-spaltenden
Aktivititen ausgefiihrt, um zu sichern, daB die Et-
gebnisse nicht durch Denaturierungseffekte verfilscht
werden.

1. Untersuchungen zur Enzymstabilitit

Wihrend einer Lagerung von Normal- und Hepatitis-
Serum bei 4+22°, 4+4° und —16° wurde die Hohe der
Enzymaktivitit iber 7 und teilweise bis 20 Tage ver-
folgt. Eine Abnahme der hydrolytischen Aktivitit
gegeniiber Leucinamid konnte in diesem Zeitraum nicht
festgestellt werden (siehe auch Abb. 1).
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Abb. 1

Lagerungsstabilitdt der Leucinamid-spaltenden Aktivitaten in Normal-
und Hepatitisserum

Die Seren wurden bis zu 7 Tagen bei +4 und +22° aufbewahrt und

auf ihre Aktivitdt gegeniiber Leucinamid bei pH 8 (e—e bei 22°,

o—o bei 4°), pH 9 (l— M bei 22°, O—0O bei 4°), pH 9 + MnCl,
(a—a bei 22°, A—A bei 4°) liberpruft

Die Enzymstabilitit von Normal- und Hepatitis-Serum
unter Priinkubationsbedingungen (Trispuffer pH 8,0
und 9,0; mit und ohne MnCl,-Zusatz) wurde bei +40°
untersucht. Dabei erwies sich Hepatitis-Serum ohne
MnCl,-Zusatz bei pH 8,0 und 9,0 bis 540 Min. stabil,
mit MnCl,-Zusatz bis 300 Min. Normalserum wurde bei
MnCl,-Zusatz bis 240 Min. tiberpriift und zeigte sich in
gleicher Weise stabil (Abb. 2).

Bei diesen Untersuchungen wurde auch der Zeitpunkt
der vollstindigen Aktivierung bzw. Hemmung der
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Die Seren wurden bei pH 9,0 mit MnCl, (2,5 mm) bei 40° die ange- ? g A 7 2
gebenen Zeiten priinkubiert und anschlieBend mit 0,05M Leucinamid Mn
bei 40° inkubiert (Normalserum 180 Min., Hepatitisserum 30 Min,). P
In zusitzlichen Ansidtzen wurde Normalserum (o) bzw. Hepatitis-
serum (A) 30 Min. ohne Manganchlorid prédinkubiert und anschlieBend Abb. 3

mit Leucinamid ohne Manganchlorid inkubiert. Diese Vergleichs-

werte demonstrieren, daB sowohl die Hemmung des Normalserums wie

auch die Aktivierung des Hepatitisserums durch Manganchlorid bei
40° nach 30 Min. optimal sind

Enzymaktivitit durch MnCl,-Zusatz ermittelt. Schon
nach 30 Min. war der aktivierende bzw. inhibierende
Effekt optimal (Abb. 2).

2. Untersuchungen zur Abhéngigkeit der En-
zymaktivitit von der MnCl,-Konzentration

Die Leucinamidhydrolyse durch Normalserum wird mit
steigender MnCl,-Konzentration zunehmend gehemmt
(Abb. 3). Bei einer MnCl,-Konzentration von 20 mm
betrigt die Hemmung bei pH 8,0 709, bei pH 9,0 619%,.
Die Enzymaktivitit des Hepatitis-Serums wird dagegen
durch MnCl, gesteigert (Abb. 3). Die maximale Ak-
tivierung wurde mit Konzentrationen zwischen 1 und
20 mm erreicht und betrug bei pH 8,0 um 2709, bei
pH 9,0 um 2009,

3. Untersuchungen zur Bestimmung der Reak-
tionsordnung

Der Reaktionsablauf der hydrolytischen Spaltung von
Leucinamid durch Hepatitis-Serum folgte bei pH 8,0
und pH 9,0 bis zu 240 Min. einer Kinetik 1. Ordnung;
die Hydrolyse des Substrates betrug zu diesem Zeit-
punkt 24,7 bzw. 27,9%,. Bei pH 9,0 und MnCl,-Zusatz
konnte bis 120 Min. eine Kinetik 1. Ordnung ermittelt
werden; in dieser Zeit waren 50,69, des Substrates um-
gesetzt worden (Abb. 4).

4. Normalwerte

 Zur Ermittlung der Normalwerte wurde im Blutserum
von 90 Blutspendern (67 Minner, 23 Frauen3)) im Alter
von 18 bis 56 Jahren die Aktivitit der Leucin-p-nitro-

%) Die Bestimmung der Leucinamidhydrolyse bei pH 9,0 ohne
MnCl,-Zusatz wurde nur bei 40 Personen (27 Minner, 13 Frauen)
durchgefiihrt.

Leucinamidhydrolyse durch Normal- und Hepatitisserum als Funktion
der Manganchlorid-Konzentration
Vor der Substratzugabe wurde 30 Min. bei 40° mit Manganchlorid
priinkubiert. In den Pridinkubationsansdtzen waren die Mangan-
chloridkonzentrationen um 209% hoher als angegeben

e—e und Jl—M bei pH 8,0; + —— + und & ——.a beipH9,1;
e ppMn = — log [Mn*+] ,
32—
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Abb. 4

Ermittlung der Reaktionsordnung des Leucinamidumsatzes durch
Hepatitisserum bei verschiedenen Inkubationsbedingungen

H S 149, pH 9,1, MnCl,; a S 118, pH 9,1; « S 118, pH 8,0

anilid- und Leucinamid-spaltenden Enzyme bestimmt.
Die statistische Bearbeitung des Materials brachte
folgende Ergebnisse: B
Mittelwert (%) und Standardabweichung (S) bei Normal-
Personen sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.

Das Histogramm (Abb. 5 u. 6) und die Darstellung der
kumulativen Hiufigkeit auf Wahrscheinlichkeitspapier
lieBen eine Normalverteilung der Leucin-p-nitroanilid-
hydrolyse bei pH 7,2 und der Leucinamidhydrolyse bei
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Tab. 1

d Standardabweichung (S) der L-Leucin-p-nitroanilid (LEUPA)- und L-Leucinamid-(Leu-NH,)-Hydrolyse bei Normalpersonen
Mittelwert (%) un an g @) unter Berﬁgksichtigung fron QGeschlecht und Alter *

Die in Klammern gesetzten Werte markieren die obere und untere 3 S-Grenze

LEUPA Leu-NH,
pH 7,2 pH 8,0 pH 9,0 pH 9,0 + MnCl,
] = 18,7 + 4,3 49,4 + 9,6 38,9 + 9,4 28,3 + 7,4
Minner und Frauen  (n = 90) 9 % 5) (20,6 — 78,2) (10,7 = 67,1) (6,1 —50,5)
n = 67 19,6 + 4,1 51,9 + 8,8 41,1 + 9,5 29,0 + 17,5
Framen fn = 23; . 16,1 & 4,0 420 + 82 343 £ T4 26,3 £ 1.8
Mi 18—24 ]J. n = 15 20,1 + 4,3 51,4 £ 6,7 30,0 + 5,4
Minner, 25—34 I} én = 3o§ 19,9 + 3,8 54,8 + 8,1 29,8 £ 8,3
Minner, 35—44 J. En = 15 18,6 + 4,0 41,7 £ 11,0 26,2 + 8,4
Manner, 45—56 J. n =7 19,1 ¥ 4,9 49,8 * 6,8 27,9 + 5,2
) 4
%1~ 18-56 Jahre
% :
12—
70—
8~ -
61—
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z l—
oL ] | | | | ! J
oL 45-56 Johre
ﬁ0 ] ! 1
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Abb. 5 H_
Haéufigkeitsverteilung der Normalwerte der Leucin-p-nitroanilid-
Hydrolyse durch Seren von 23 weiblichen und 67 ménnlichen Blut- 2
spendern =
=gX+S8S =196 + n = | :
6=9 +OR+S =187 + 4,3 (n = 90) 6 18-24 Johre
t = 3,51 p < 0,001 41—
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Abb. 7
Haufigkeitsverteilung der Normalwerte der Leucinamidhydrolyse (bei
R pH 8,0, ohne Manganchlorid-Zusatz) durch Seren von 67 ménnlichen
. Blutspendern in verschiedenen Altersgruppen
Fallzahl (n = 40) keine sichere Aussage iiber den
5 Verteilungstyp.
Eine Aufschlisselung der Normalwerte nach dem
Geschlecht ergab bereits im Histogramm (Abb. 5 u. 6)
0 deutliche Unterschiede zwischen Minnern und Frauen.’
' . 5 62 Dieser Unterschied war fiir die Leucin-p-nitroanilid-
Aktivitit [mE/mi] nterse P

Abb. 6
Hﬁufi% eitsverteilung der Normalwerte der Leuci-naniidhydrolyse (bei
pH 8,0, ohne Manganchlorid-Zusatz) durch Seren von 23 weibliclien
und 67 miénnlichen Blutspendern
B =gx + S =420 +8,2(n = 23)

/ =g X+8 =519 & 88 (n = 67)
O0=Q 4+ X +8 =494 + 9,6 (n = 90)
t = 4,76 p < 0,001

pH 8,0 erkennen. Ein gleiches Ergebnis wurde fiir die
Leucinamidhydrolyse bei pH 9,0 mit MnCl,-Zusatz er-
halten. Die Auswertung der Leucinamidhydrolyse bei
pH 9,0 ohne MnCl,-Zusatz erlaubte wegen der niedrigen

Z. Klin.'Chem. u. klin. Biochem. /7. Jahrg. 1969 / Heft 3

und Leucinamidhydrolyse (bei pH 8,0) statistisch si-
gnifikant (p < 0,001); bei pH 9,0 mit und ohne MnCl,-
Zusatz im Histogramm zwar erkennbar, jedoch nicht
statistisch zu sichern (p > 0,025 bzw. p > 0,1).
Zwischen Minnern verschiedener Altersgruppen (18 bis
24 J., 25—34 J., 35—44 ]., 45—56 ].) ergaben sich im
Histogramm und beim t-Test keine signifikanten Unter-
‘schiede bei der Leucin-p-nitroanilid- und Leucinamid-
hydrolyse (Abb. 7). Eine Aufschliisselung der Normal-
werte von Frauen nach Altersgruppen mufBte wegen der
niedrigen Fallzahl unterbleiben.
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5. Untersuchungen zur Leucin-p-nitroanilid-
und Leucinamid-Hydrolyse bei Erkran-
kungen

Um ecinen Uberblick iiber das Verhalten dexr LAP und
Arylamidase bzw. anderer Aminopeptidasen bei ver-
schiedenen Erkrankungen zu gewinnen, wurde dic
Aminopcptidaseaktivitit im Serum bei Erkrankungen
der Leber, der Gallenwege, dés Pankreas, des Magen-
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Darmkanals, des Herzens sowie bei Tumoren, System-
crkrankungen, Anacmien und sonstigen Krankheiten
untersucht. Das Ergebnis ist in Tabelle 2 niedergelegt
und in Abbildung 8 dargestellt. In der Tabelle wurden
Werte iiber der 3 S-Grenze durch Kursivdruck hervor-
gehoben und der Grad der Aktivierung der Leucinamid-
hydrolyse durch Manganchlorid angegeben. Als be-
weisend fiir das Vorliegen der ,klassischen LAP im
Serum schen wir das Uberschreiten der 3 S-Grenze
von 52,5 mE/m/ unter LAP-Optimalbedingungen an,
sofern cine wenigstens 509%ige Aktivierung durch
2 mm MnCl, bei pH 8,9 bis 9,1 erfolgt.

Der auffilligste Befund ist die bei akuter Hepatitis epide-
mica beobachtete starke Erbbung der Lencinamidspaltung.
Von besonderer Bedeutung ist dabei die Tatsache, daB
die Leucinamidspaltung durch Manganchlorid akti-
vierbar wird, wihrend sie mit Normalserum durch
MnCl, gehemmt wird und gleichzeitig die vr-Leucin-p-
nitroanilid-Hydrolyse nur in einem Teil der Hepatitis-
fille miBig erhsht ist (Tab. 2). Die Annahme, daf es bei
der Hepatitis epidemica zu einer massiven Freisetzung
der ,klassischen® LAP kommt, konnte schlieBlich
immunologisch bestitigt werden (Abb. 9). Das Enzym,
das bei Hepatitis epidemica acuta eine starke Mangan-
chlorid-aktivierte Hydrolyse von Leucinamid bei pH 9,0

bedingt (S 281 = 20000 mE/m/), liBt sich vollstindig

mit einem gegen kristallisierte Rinderlinsen-LAP ge-
richteten Kaninchen-Antiserum prizipitieren. Dagegen
bleibt die bei VerschluBikterus im Serum erhohte Ak-
tivitdt (S 304 = 90,8 mE/m/), bestimmt mit Leucinamid
bei pH 8,0, unbeeinfluft.

In der ersten Woche nach dem Auftreten des Ikterus
wurden 10 bis 600fache Erhdhungen der LAP (Leucin-
amidhydrolyse unter LAP-Optimalbedingungen) be-
obachtet. Verlaufskontrollen ergaben einen raschen
Abfall noch innerhalb der ersten Woche. 3 Wochen
nach dem Auftreten des Ikterus und nach Beginn der
Behandlung lagen fast alle kontrollierten Hepatitis-
seren wieder innerhalb der 3 S-Grenze (Abb. 10),
wihrend die Aktivierbarkeit mit Manganchlorid meist
noch sehr viel friither unter die 50%,-Grenze sinkt (vgl.
Tab. 2). Von 36 untersuchten Patienten, die an einer
akuten Hepatitis epidemica erkrankt waren, zeigten
30 eine eindeutige Erhohung der LAP-Aktivitit,
wihrend in 6 Fillen (S 132, 153, 154, 158, 173, 174) die
50%ige Aktivierung mit Manganchlorid nicht erreicht
wurde, obwohl die 3 S-Grenze meist noch iiberschritten
war. Diese Seren kamen jedoch erst zwischen dem 12.
und 35. Tag nach dem Auftreten des Ikterus zur Unter-
suchung. Zu diesem Zeitpunkt ist die LAP-Aktivitit in
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Verdinnung des Anti-LAP-Seruvm

Abb. 9

Differenzierung zwischen LAP und Arilamldase mit immunologischer
Methodi

Patientenserum und Anti-LAP-Serum wurden im Prézipitations-

ansatz wie in Methodik 3. Abschnitt beschrieben, behandelt. Nach dem

Zentrifugieren wurde die im Uberstand verbliebene Restaktivitit
bestimmt und mit derjenigen von Kontrollansitzen verglichen

e—o Hepatitis-Serum S 281 .4 —.a VerschiuBikterus-Serum S 304

20001~

1000~
800-%

6001 \“
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Aktivitit [mE/mi)
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4 5 / 7% 20 25 J0
Tage noch Auffrefen des Ikterus

Abb. 10
Verlaufskontrollen der Leucinamidhydrolrse unter LAP-Optimal-
bedingungen im Serum von Patienten mit Hepatitis epidemica in
Abhingigkeit vom Zeitpunkt des Auftretens des Ikterus
e———e S$139 H——n S171
o———o0 § 266 Oo——0 S281

a—a S 149
A——A S 280

den meisten Fillen bereits wieder abgeklungen (vgl.
Abb. 10). Die nachschleppende, nicht-Manganchlorid-
aktivierbare Erhhung der Leucinamidhydrolyse, die in
wenigen Fillen vom Ende der ersten Woche, hiufiger
von der dritten Woche an, beobachtet werden konnte,
mochten wir auf eine Ethhung der Arylamidase (vgl.
Tab. 2) und méglicherweise anderer, nicht niher
<harakterisierter Aminopeptidasen zuriickfiihren.

Bei 12 Patienten mit einer chronischen Hepatitis fanden
sich nur in einem Fall (S 267) ausgeprigte Hinweise fiir
einen LAP-Anstieg — stark gesteigerte Leucinamid-
hydrolyse bei gleichzeitiger Aktivierung mit Mangan-
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Tab. 2
L-Leucin-p-nitroanilid-(LEUPA)- und L-Leucinamid-(Leu-NH,)-Hydrolyse durch pathologische Seren unter verschiedenen Inkubationsbedin-
gungen
Zur schnelleren Orientierung iiber die Manganaktivierbarkeit wurde das ungefihre AusmaB der Aktivierung durch folgende Symbole gekenn-
zeichnet: @ keine; (+) <50%; + 50—100%; + + 100—153%; \;0—-{--}-1 k> liO‘ﬁ. Pathologische Werte sind kursiv gesetzt. Kontrolle bedeutet
ier Verlaufskontrolle

LEUPA Leu-NH,
ey - —
Nr. Name Diagnose Tage nach pH 7,2 ‘PH 8,0 pH 9,0 pH 9,0 MnCl,-
Aufgreten + MnCl,  Aktiv.
es o
Ikterus
1. Hepatitis epidemica
96 Ge Hepatitis epidemica 14 17,5 625,0 695,0 1460,0 + +
100 Ge Hepatitis epidemica (Kontrolle) 22 24,8 127,0 779,0 799,0 +
97 Lu Hepatitis epidemica 23 21,9 720,0 711,0 157,0 +
123 Lu Hepatitis epidemica (Kontrolle) 67 32,5 150,0 137,0 799,0 +
101 Sch Hepatitis epidemica 2 29,1 343,0 357,0 785,0 + +
110 Sch Hepatitis epidemica (Kontrolle) 9 33,1 312,0 343,0 730,0 ++
111 Ki Hepatitis epidemica 2 34,6 123,0 105,0 163,0 +
112 Ku Hepatitis epidemica 3 42,4 343,0 348,0 715,0 + +
118 Ko Hepatitis epidemica 8 32,8 163,0 173,0 375,0 ++
211 K6 Hepatitis epidemica (Kontrolle) 100 19,1 60,9 55, 57,0 (+)
119 Na Hepatitis epidemica 1 38,6 168,0 163,0 258,0 +
131 Na Hepatitis epidemica (Kontrolle) 28 25,4 83,5 70,0 61,0 z
122 Ho Hepatitis epidemica 9 58,0 321,0 294,0 451,0 ++
132 Ko Hepatitis epidemica 12 49,7 159,0 136,0 132,0 z
133 Ma Hepatitis epidemica 18 24,4 70,8 61,0 52,8 2
139 Gi, M Hepatitis epidemica 2 37,4 353,0 317,0 590,0 +
163 Gi, M Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 8 42,2 747,0 105,0 131,0 (+)
204 i, M Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 28 20,7 69,3 50,2 48,8 ]
225 Gi, M Hepatitis epidemica (3. Kontrolle) 35 16,8 60,9 55,1 58,5 (+)
149 Gi, C Hepatitis epidemica 4 45,4 758,0 805,0 1770,0 ++
168 Gi, C Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 10 41,9 186,0 745,0 231,0 +
197 Gi, C Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 18 25,0 103,0 82,8 55,8 2
205 Gi, C Hepatitis epidemica (3. Kontrolle) 27 21,2 59,6 53,0 45,1 z
224 .Gi, C Hepatitis epidemica (4. Kontrolle) 34 23,7 60,1 53,0 36,4 2
233 Le Hepatitis epidemica 14 15,6 108,0 146,0 245,0 +
150 Th Hepatitis epidemica 1 66,4 578,0 622,0 7224,0 +
169 Th Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 7 36,3 168,0 114,0 150,0 (+)
194 Th Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 15 31,1 156,0 720,0 159,0 ()
206 Th Hepatitis epidemica (3. Kontrolle) 24 25,6 90,1 73,0 88,3 (+)
236 Th Hepatitis epidemica (4. Kontrolle) 37 16,8 73,8 58,1 54,0 e
153 Wo Hepatitis epidemica 27 47,4 786,0 114,0 7124,0 (+)
155 Ru Hepatitis epidemica 7 35,0 155,0 129.0 7990 ++
156 He Hepatitis epidemica 22 46,7 222,0 186,0 379,0 + +
157 Ha Hepatitis epidemica 29 21,4 68,5 438 45,2 (+)
158 Ma Hepatitis epidemica 31 25,6 75,'2 498 55.8 (+)
162 Sch Hepatitis epidemica 16 27,8 407,0 503’,0 13800 +++
170 Sch Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 20 26,8 537,0 650,0 1515,0 ++
193 Sch Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 28 23,4 379,0 475:0 930’0 + +
207 Sch Hepatitis epidemica (3. Kontrolle) 37 29,5 213,0 799,0 499’0 ++
237 Sch Hepatitis epidemica (4. Kontrolle) 50 21,7 71,5 80,0 92,8 (+)
171 Vo Hepatitis epidemica 1 27,9 307,0 343,0 860,0 ++
198 Vo Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 8 22,0 87,2 68,5 64.8 2
208 Vo Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 17 23,6 75,1 54'5 60’6 (+)
239 Vo Hepatitis epidemica (3. Kontrolle) 30 18,8 80,6 63,5 436 ]
172 Ne Hepatitis epidemica 9 18,8 93,4 11,5 124,0 +
173 Go Hepatitis epidemica 35 - 30,1 116,0 82,8 84,2 (+)
174 ot Hepatitis epidemica 26 29,2 111,0 67,0 60,2 P}
195 De Hepatitis epidemica 3 28,5 507,0 560,0 25740 +++
229 De Hepatitis epidemica (Kontrolle) 19 20,8 1140 94,3 1420 +
196 Wo Hepatitis epidemica 4 35,6 808,0 8400 2530, +++
226 st Hepatitis epidemica 4 21, 713,0 7940  2080,0 +++
227 Li Hepatitis epidemica 2 33,1 17600 10700  3330,0 +++
238 Li Hepatitis epidemica (Kontrolle) 8 25, 168,0 168,0 335, + +
228 Re Hepatitis epidemica 2 38,3 628,0 720,0 2060,0 - +++
230 Ka Hepatitis epidemica 1 55,3 499,0 4740 710,0 +
266 Kau Hepatitis epidemica 2 10,7 880,0 1110,0  3780,0 +++
273 Kau Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 7 23,3 162, 168,0 4620 +++
277 Kau Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 9 17,2 2410 240,0 641,0 +++
285 Kau Hepatitis epidemica (3. Kontrolle) 14 17,2 07,0 1140 189,0 +
290 Kau Hepatitis epidemica (4. Kontrolle) 22 16,2 7,0 56,6 51,6 2
274 We Hepatitis epidemica 4 42,0 347,0 3440 607,0 +
218 We Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 6 30,2 271.0 295,0 545,0 +
286 We Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 11 37,2 200,0 1280 263,0 ++
291 We Hepatitis epidemica (3. Kontrolle) 19 32,1 142,0 1310 97,7 P
275 Sch Hepatitis epidemica 1 291 225,0 349,0 410,0 +
279 Sch Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 3 22,0 1940 174,0 257,0 +
287 Sch Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 8 18,8 97,0 87,4 101’0 (+)
292 Sch Hepatitis epidemica (3. Kontrolle) 16 191 75, 73, 63, 2
280 Pe Hepatitis epidemica 1 23,9 2736,0 2100,0  15100,0 +++
288 Pe Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 6 18.8 61,0 785,0 397, ++
293 Pe Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 14 185 106,0 104,0 120,0 +)
281 Sch Hepatitis epidemica 3 330 48000 43500 20000, +4++
289 Sch Hepatitis epidemica (1. Kontrolle) 8 21,0 2840 3830 122000 +++
C Hepatitis epidemica (2. Kontrolle) 16 33,0 154,0 158,0 125,0 2
2. Chronische Hepatitis
165 H. H. Chron. Hepatitis
166 G. S. Chron. Hegatitis 5;5;;;4; gg'g f{)’g gg’g fi;
267 Sch Chron. Hepatitis + Diabetes mellitus 20,5 318,0 407,0 8950 ++
272 H Chron. Hepatitis, exazerbiert; Prikoma hepaticum 35,6 770'0 101’ 72'5 2
296 Di Chron. Hepatitis'(bilidre Zirrhose ?) 258 69,5 50,9 36,1 @
297 Ba Chron. Hepatitis 33,3 88,9 83,2 96,4 +)
208 Pi Chron. Hepatitis 282 67,5 62,8 462 7
299 Ki Chron. Hepatitis . 15,6 60,7 49,7 41,0 @
300 Wa Chron. Hepatitis ' 13,0 49)5 41,2 36,8 @
301 Gr Chron. Hepatitis 12,3 50,5 39,1 373 P
302 Bo Chron. Hepatitis (histolog.) ’ 282 87,4 74,5 84,5 +)
303 Re Chron. Hepatitis 32,1 81,1 72,5 55,7 z
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Kieselgel ohne Fluoreszenzindikator formaste: 20,20 cm, 5,2 err
PSC-Fertigplatten Kieselgel Fzs4 Format: 20420 em (Schichtdike 2 e
Aluminiumoxid (Typ E) Fas4 Forrete: 20,20 cm, 5426 cm

Aluminiumoxid (Typ T) Fass Formate: 26,20 em, €420 em

PSC-Fertigplatten Aluminiumoxid (Typ T) Fass Formet: 26220 cm (Sehicinzicve 1.5 mm)
Cellulose F rermzte: 29220 em, 16220 cra

Cellulose ohne Fluoreszenzindikator Formats: 20x25 m, 10220 em

PEI-Cellulose F rFormat: 20,20 em

Bitte verlangen Sie unsere Spezialprospekte.

E. MERCK AG DARMSTADT




Er wandelt die Durchlissigkeitsausgabe
des Grundgerates direkt in Konzentra-
tionswerte um, die dann auf einem An-
zeigeinstrument, einem Zweitschreiber
oder einem Digitaldrucker mit hoher Ge-
nauigkeit abgelesen oder dargestellt
werden kénnen. Das Gerét hat je 4 li-
neare Bereiche fiir Konzentration und
Extinktion. Mit einem Drehknopf fiir Kur-

Wir interessieren uns fir die beschriebenen
Spektralphotometer SP 90 und bitten um

O Zusendung ausfiihrlicher Unterlagen
O ein Angebot )
O Besuch Ihres Beratungsingenieurs

Gewiinschtes bitte ankreuzen oder ergénzen

(#8)

Atomabsorption

Konzenirationswerte direkt ahlesen

Dafiir sorgt der neue Konzentrationswandler SP 45 beim Absorptions-Spektralphotometer SP 90
aus dem Programm PYE UNICAM )

venkorrektur 4Bt sich der Verlauf der

- Eichung korrigieren. Der neue Durchlés-

sigkeits - Konzentrationswandler SP 45
eriibrigt das miihsame Aufzeichnen und
Auswerten von Eichkurven.

Und hier die wichtigsten Daten:

Atomabsorptions-Spektrophotometer
SP. 90: Wellenlangenbereich 190 nm bis

und hier die Rufnummer der Technischen Biiros:

Berlin 30, Telefon [0311] 24 59 08
Essen-Altenessen, Telefon [02141] 29 40 81
Frankfurt am Main, Telefon [0611] 7 91 31
Hannover, Telefon [0511] 2 68 59

606

770 nm bzw. 190 nm bis 852 nm; Dreh-
kopf fiir schnellen Lampenwechsel mit
Vorheizung, eingebaute Skalendehnung;
AnschluB fiir lin/log-Schreiber oder Kon-
zentrationswandler; Umschaltmoglichkeit
flir Flammenemissionsbetrieb; Lachgas-
Azetylen-System, Mehrschlitzbrenner.
Ausfiihrliches Informationsmaterial liegt
fiir Sie bereit. Bitte fordern Sie es an.

PHILIPS &

industrie elektronik

Miinchen 12, Telefon [0811] 76 77 31
Stuttgart-Bad Cannstatt, Telefon [0711] 56 50 03

Philips Industrie Elektronik GmbH, Hamburg 63
RéntgenstraBe 22, Telefon [0411] 50 10 31
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Tab. 2 (Fortsetzung)
- LEUPA Leu-NH,
e, e ~ N
pH 7,2 pH 8,0 pH 9,0 pH 9,0 MnCl,-
Nr. Name Diagnose 4+ MnCl,  Aktiv.
;
s 3. Leberzirrhose
:/i 201 St Atrophische Leberzirrhose, dekompensiert 15,9 60,2 41,5 33,2 4
i 202 Ru Atrophidche Leberzirrhose, kompensiert 37,3 64,8 55,0 39,2 ]
203 Ro Pigmentzirrhose (histolog.5 24,6 101,0 73,0 51,2 z
210 Wu Atrophische Leberzirrhose 22,0 71,8 46,8 28,0 ]
260 Wu Atrophische Leberzirrhose 21,7 71,0 55,9 29,4 ]
259 Ri Dekompensierte Leberzirrhose 22,7 77,3 60,9 31,6 2
255 Bl Bilidre Leberzirrhose 24,6 83,4 65,6 40,4 2
4, Leberstauung
136 St Herzdekompensation mit Leberstauung 21,4 64,8 55,8 41,5 z
137 Ke Zustand nach Herzinfarkt. Leberstauung 17,6 41,5 37,8 31,8 %
144 | Ba Herzdekompensation bei Mitralvitium 28,6 66,2 44,5 53,5 (+)
176 We Herzdekompensation bei Mitralvitium (post op.) 15,5 61,0 42,2 ,0 (+)
185 En Herzdekompensation mit Stauungsieber 17,5 45,6 31,0 21,6 z
245 Ze Schwere Herzdekompensation mit Stauungsleber 16,9 52,5 61,8 70,3 (+)
252 Ro Herzdekompensation mit Leberstauung 12,6 38,3 30,2 25,5 %
261 Sch Herzdekompensation mit Leberstauung 16,8 55,4 43,6 27,9 z
262 Ku Herzdekompensation mit Leberstauung 22,3 81,4 64,1 42,3 ]
283 Wi Dekompensiertes Mitralvitium mit Leberstauung 15,6 67,3 54,0 35,9 z
5. Leberverfettung
113 Bo Leberverfettung bei allg. Adipositas 22,0 ,8 46,0 z
270 Wu Leberverfettung bei Diabetes mellitus 14,2 70,3 54,0 45,8 z
249 Ka Leberverfettung bei Diabetes mellitus; Coma diabeticum 19,1 59,4 46,8 , (+) !
6. Cholestatische Hepatose/ ;
Leberparenchymschaden
164 Sch Cholestat. Hepatose (Chlorpromazinikterus) 48,7 722,4 94,4 730,17 (+) :
251 Se Leberparenchymschaden bei Herzdekompensation 21,4 73,2 57,7 44,7 z i
184 Re Leberparenchymschaden bei Zustand nach !
Cholecystektomie 16,2 11,6 39,8 39,8 z '
7. Lebermetastasen (LM) /
priméares Leberzell-Karzinom
161 La LM bei Magenkarzinom und Peritoneal-Karzinose 60,0 786,0 116,0 700,0 z
; 183 Ma LM bei Bronchialkarzinom (kein Ikterus) 62,8 209,0 187,0 211,0 (+)
) 216 Ho . LM bei Rektumkarzinom (kein lkterus) 74,5 281,0 799,0 92,6 z
; 134 De Primires Leberzellkarzinom bei Lebercirrhose 22,6 67,8 51,2 25,8 z
8. VerschluBikterus (VI) (benigner)
- 141 Se VI durch Choledocholithiasis (1 Tag post op.) 43,2 150,0 80,5 41,5 .z
160 Ot VI durch narbige Stenosierung des D. choledochus 27,2 108,0 71,5 58,8 z
180 T6 VI durch Choledocholithiasis 41,5 727,0 81,9 57,9 z
181 11 VI durch Choledocholithiasis (inkomplett); Pankreatitis 67,4 245,0 144,0 92,8 z
: 182 Sch VI durch Choledocholithiasis 57,1 186,0 117,0 73,3 z
: 215 Bu VI durch Choledocholithiasis (inkomplett) 58,6 2713,0 141,0 705,0 z
- 235 Pe VI durch Choledocholithiasis (inkompleft 39,6 785,0 146,0 130,0 z .
218 Sa VI durch Choledocholithiasis (inkomplett; 23,6 82,0 59, X z
109 St VI durch Choledocholithiasis 53,6 191,0 150,0 84,2 z
179 Ku } Zustand nach Ureterstein-Operation (Ursache des 50,2 245,0 156,0 132,0 z
200 Ku post op. aufgetretenen lkterus nicht geklirt) 34,7 177,0 755,0 177,0 (+)
304 Ro VI durch Choledocholithiasis 37,3 90,8 78,4 47,2 z
154 Be V1 durch Choledocholithiasis? Cholelithiasis 87,2 334,0 799,2 163,2 z
0 9. VerschluBikterus (VI) (maligner)
159 De VI bei Oberbauchtumor (Gallengangskarzinom ?) 64,2 173,0 7071,0 70,0 z
231 Mit VI unklarer Genese (Gallengangskarzinom ?) 25,3 775,0 87,0 63,5 z
242 He VI bei Magenkarzinom 72,5 367,0 289,0 104,0 z
. 250 Sch VI bei Oberbauchtumor mit Lebermetastasen 69,7 261,0 213,0 179,0 2z
253 Ko VI bei Spindelzellsarkom mit Einbruch in den D.
choledochus 34,7 735,0 706,0 67,5 z
. 217 La VI bei Gallenblasenkarzinom mit Lebermetastasen 58,0 799,0 135,0 87,7 z
? 10. Cholelithiasis .
186 De : Cholelithiasis 16,2 52,2 33,5 26;5 z
189 Ba Cholelithiasis; 10 Tage nach Cholecystektomie 26,2 708,0 83,5 700,0 (+)
191 Za Cholelithiasis 23,6 71,5 51,2 43, z
188 Be Cholelithiasis 18,5 52,0 422 31,8 2
212 Sch Cholelithiasis 18,1 55,3 38,3 27,0 z
219 Sch Cholelithiasis 13,6 48,2 37,0 33,2 z
4 220 Zi Cholelithiasis "18,1 61,0 39,2 22,8 z
i 221 Hi Cholelithiasis . 15,9 37,0 31,8 28,8 z
A 222 Sch Cholelithiasis . 16,8 47,5 37,8 28,0 z
223 Ph Cholelithiasis u. chron. Cholecystitis (kein Ikterus) 12,0 7112,0 174,0 231,0 + +
_ 232 Ph Cholelithiasis (12 Tage nach Cholecystektomie) 16,2 83,0 60,9 69,3 (+)
P 11. Cholangitis — Cholecystitis
A 142 Sch Chronische Cholangitis 20,8 84,2 67,0 (+)
Zﬁ ¢ 167 La Akute Cholangitis (im Abklingen) 42,2 130,0 104,0 (+)
g 177 Fr Akute Cholecystitis; subphrenischer Absze8 17,4 68,5 : 44,5 z
g 234 Fi Akute Cholecystitis und Pericholecystitis -~ 24,0 88,5 69,7 68,4 z
254 Fl Gallenblasenhydrops 17,4 76,8 60,5 52,8 z
( 268 Fu Gallenblasenhydrops 13,6 51,4 43,9 40,6 2
g . 12. Akute Pankreatitis (AP)
2 130 Mo AP; Cholelithiasis (kein lkterug 41,0 702,0 67,0 41,5 z
i 209 He AP; Narbige Stenosierung des D. choledochus (kein . .
Ikterus) 23,6 15,7 59,8 58,7
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Tab. 2 (Fortsetzung)

LEUPA Leu-NH,
et W & -
Nr. Name Diagnose PH72 pHS80 pH90 pH90  MnCl-
& £ MnCl,  Aktiv.
241 St AP; Choledocholithiasis (Ikterus abgeklungen) 21,4 712,0 87,5 56,1 @
243 Lo AP (kein Ikterus) 45,7 178,0 140,0 118,0 4
276 Pi AP (kein Ikterus) 34,0 146,0 117,0 56,8 2
190 Ky AP nach Cholecystektomie; Choledocholithiasis
(kein Ikterus) 40,8 180,0 132,0 127,0 @
192 Po AP nach Cholecystektomie; Choledocholithiasis . R
(kein Ikterus) 39,2 128,0 95,0 77,5 I'd
13. Chronische Pankreatitis /
Pankreasinsuffizienz
271 Sch Chronische Pankreatitis 13,2 66,7 55,9 32,4 Y
146 Wo Pankreasinsuffizienz - 12,0 49,8 37,0 50,5 (+)
151 Sch Pankreasinsuffizienz; Zustand nach Cholecystektomie 19,1 41,5 29,5 22,8 z
14, Pankreaskarzinom
94 Tr Pankreaskarzinom; Cholecystojejunostomie
(Ikterus abgeklungen) 13,6 - 60,2 49,8 43,8 2
187 Sch Pankreaskopfharzinom (kein Ikterus) 14,3 46,0 ‘25,8 19,0 z
257 Ha Pankreastumor ? (kein Ikterus) 51,8 152,0 719,0 82,0 z
269 Ha Pankreastumor ? (kein Ikterus) 57,8 222,0 164,0 91,7 I'd
15. Sonstige Tumoren -
104 Sp Magenkarzinom 19,3 59,5 49,8 46,8 4
105 Ko Magenkarzinom 16,1 41,5 39,2 27,2 I3
106 Tr Magenkarzinom 12,0 25,8 22,0 145 z
93 Ek Rektumkarzinom 15,3 61,8 50,5 445 2
99 Ca Analkarzinom 11,0 54,2 42,2 34,8 z
117 Wi Oesophaguskarzinom 14,5 29,5 22,8 11,0 I'd
95 -Be Harnblasenkarzinom 14,3 55,8 42,2 34,8 2
115 Ru Harnblasenkarzinom 14,7 37,0 31,0 15,2 2
116 Gii Harnblasenkarzinom 19,1 40,0 39,2 22,0 &
98 Ge Harnblasensarkom 9,6 45,2 36,2 31,0 2
92 Mi Melanocytoblastom . 18,0 67,0 58,0 48,2 ]
107 Sch Melanocytoblastom 22,1 46,8 ‘39,2 26,5 @
108 Wa Melanocytoblastom 13,5 46,8 40,8 43,8 (+
178 Po Retothelsarkom 15,5 64,0 49,8 53,5 (+§
16, Systemerkrankungen -
140 Be Retikulose 21,1 67,0 45,2 35,5 z
199 Be Retikulose (Kontrolle) 24,6 125,0 97,5 126,0 +)
121 He Akute Leukose 23,0 5 60,2 85,8 g +)
135 He Myeloische Leukaemie; Anaemie; Ikterus 92,1 253,0 217,0 73,8 2
175 Bu Lymphogranulomatose, (Ascites) 10,7 2,0 41,5 70,0 +
244 Al Lymphogranulomatose (histolog.) 20,4 213,0 222,0 468,0 + 4+
17. Anaemien
102 Me Perniziése Anamie (geringe Hepatomegalie) 10,4 67,8 70,8 720,0
145 We Eisenmangel-Anémge 19,8 57,2 30,2 235 A
. 18. Herzerkrankungen
91 He Myocardinfarkt-Rezidiv 24,1 67,8 . 50,5 27,2 z
114 Bo Myocardinfarkt 12,4 33,2 33,2 30,2 2
126 Wi Myocardinfarkt 15,8 41,5 37,8 21,2 2
138 Zi Myocardinfarkt 13,2 45 38,5 38,5 "]
214 Ku Myocardinfarkt, nicht dekompensiert 23,6 70,0 59,5 70,0 (+)
256 ot Myocardinfarkt (unter Streptokinasetherapie) 27,2 67,0 8,2 ,2 (+)
103 Ri Angina pectoris. Zustand nach Thrombophlebitis*) 18,1 276,0 285,0 541,0 +
128 Jo Vitium cordis, nicht dekompensiert 25,4 58,0 ,0 % 2
129 Be Vorhofseptumdefekt, nicht dekompensiert 20,2 56,5 48,2 42,2 2
240 Sa Zustand nach Einpflanzung einer Mitralklappe
(1 Tag post op.) 14,9 53,7 423 36,2 z
19. Magen-Darm-Erkrankungen
143 Ri Akute Gastritis 17,5 52,0 31,8 37,8
265 Wi Akute Gastritis 17,2 50,6 45,3 454 p
282 Ot Magenstumpfgastritis - 7,8 74,4 60,0 77,6 (+)
127 Al Ulcus ventriculi 19,8 54,2 41,5 25,8 2
247 Mii Ulcus duodeni (Rezidiv) . 15,2 60,4 475 34,0 2
248 Le Ulcus ventriculi penetrans 24,0 63,2 50,5 35,5 2
120 Ma Colitis 20,3 55,0 46,0 40,0 2
20. Sonstige Krankheiten .
124 Kr Pleuropneumonie, Rechtsschenkelblock 13,3 62,5 52,0 30,2 r'
125 Sch Pneumonie 18,2 55,0 48,2 40,8 2
213 Bo Bronchopneumonie 10,4 35,5 22,8 19,,0 z
148 Gi Abszedierende Viruspneumonie; Tracheobronchitis 20,8 79,0 97,8 89,5 2
147 Kr Suicid-Versuch (Arzneimittelvergiftung) 13,6 40,0 29,5 36,2 (+
152 Be Chronische Adnexitis 10,7 32,5 20,5 - 21,2 (+;
263 Wa Chronische Nephritis; Prauraemie 18,2 51,7 454 31,6 2
264 Ha Chronische Nephritis mit nephrotischem Einschlag
Uraemie 17,2 60,7 47,8 31,6 2
246 Bi Dermatomyositis 23,6 780,0 742,0 105,0 2
258 We Apoplexie évor 7 Tagen) o 49,6 175,0 138,0 15, 2
284 We Apoplexie (vor 5 Wochen) 26,5 724,0 700,0 68, 2
295 Pa Apoplexie (vor 5 Tagen) 11,0 46,6 38, 20,9 z

#) Klinisch kein Anhalt fiir eine Lebererkrankung
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chlorid. Bei weiteren 124 Patienten mit Erkrankungen
verschiedener Genese (Tab. 2) fanden sich nur 2 Seren
bei Lymphogranulomatose (S 175, 244) und je ein
Serum bei chronischer Cholezystitis (S 223), pernizidser
Anaemie (S 102) und Angina pectoris (S 103), die einen
eindeutigen LAP-Anstieg erkennen lieBen. Bei diesen
Fillen liegt auf Grund des klinischen Befundes — z. B.
granulomatdse Infiltration der Leber bei Lympho-
granulomatose — eine Leberzellschidigung im Bereich
des Moglichen.

Alle anderen Seren, z. B. von Infarkt- und Tumoz-
Patienten — auch bei vorhandenen Lebermetastasen —,
insbesondere aber von allen 19 untersuchten Patienten
mit VerschluBikterus benigner und maligner Genese
sowie von 11 untersuchten Fillen mit Cholelithiasis,
7 Patienten mit Leberzirrhose, 13 Patienten mit Lebet-
stauungen und Leberverfettung sowie 10 Patienten mit
akuter und chronischer Pankreatitis, zecigten keinen
LAP-Anstieg entsprechend den oben formulierten
Kriterien. Die in diesen Seren zum Teil erhéhte Leucin-
amidhydrolyse kann bedingt sein durch:

a) Arylamidase (Tab. 2, 8 u. 9),
b) nicht niher charakterisierte Aminopeptidasen,
¢) Arylamidase plus kleinere Mengen LAP.

a) diirfte vor allem dann gegeben sein, wenn eine ein-
deutige MnCl,-Hemmung vorliegt und c) dann, wenn
eine geringe Hemmung, keine Witkung oder eine ge-
ringe Aktivierung durch MnCl, erreicht wird, bedingt
durch das jeweilige Arylamidase-LAP-Verhiltnis. Von
differentialdiagnostischer Bedeutung diirften zur Zeit
jedoch nur jene Brgebnisse sein, die in eindeutiger Weise
auf eine LAP- oder eine Arylamidaseerhbhung schlieBen
lassen.

Die .Arylamidase-bedingte Lencin-p-nitroanilidhydrolyse war
in 849, der Fille von Verschiuffikterus erhibt, teilweise
bis zum 2 bis 3fachen. Normale Werte fanden sich bei
VerschluBikterus infolge narbiger Stenosierung des
Ductus choledochus (S 160), bei inkomplettem Vet-
schluBikterus infolge Choledocholithiasis (S 218) und
bei einem VerschluBikterus unklarer Genese (Gallen-
gangskarzinom?) (S 231). Bei Hepatitis, akuter Pankre-
atitis, Pankreaskarzinom sowie Tumoren mit Leber-
metastasen wurde eine unterschiedlich starke Ethdhung
in einem Teil der Fille gefunden. AuBerdem zeigte sich
ein Anstieg der Arylamidase bei je einem Fall von
Leberzirthose, Leberpatenchymschaden, Cholangitis,
myeloischer Leukimie und frischer Apoplexie. Zwei
Fille von Pankreaskatzinom hatten normalé Arylamidase-
werte. Bei beiden bestand zur Zeit der Untersuchung
kein VerschluBikterus. Bei einem Patienten (S 94) war
der Ikterus nach einer Cholezystojejunostomie ab-
geklungen, bei dem zweiten (S 187) hatte das Pankreas-
karzinom (histologisch gesichert!) nicht zu einer Steno-
sierung der Gallenwege gefiihzt.

Bei cinigen Patienten gab die vergleichende Bestimmung dex
LAP und Arylamidase wertvolle Hinweise zur Diffe-
rentialdiagnose.

Z. klin, Chem. u. klin. Biochem. [ 7. Jahtg. 1969 [ Heft 3

a) Im Blutserum einer Patientin (S 233) mit der kli-
nischen Diagnose VerschluBikterus war eine eindeutige
Erhohung der LAP-Aktivitit erkennbar, wihrend die
Arylamidase normale Werte zeigte. Die auf Grund des
biochemischen Befundes gestellte Diagnose einer Hepa-
titis erfuhr ihre Bestitigung dadurch, daB bei der vor-
genommenen Operation keine Ursache fiir einen Ver-
schluBikterus nachgewiesen werden konnte und in der
gleichen Zeit auch ein Kind der Patientin an Hepatitis
erkrankte.

b) Incinem anderen Fall (S 230) war nach Auftreten von
Schmerzen im Oberbauch mit Erbrechen und einem
leichten Ikterus die Klinikaufnahme wegen Verdachtes
auf Hepatitis erfolgt. Der Ikterus war nach kurzer Zeit
wieder abgeklungen. Trotz eines Anstiegs der Trans-
aminasen wurde wegen der nachgewiesenen ErhShung
der alkalischen Phosphatase im Blutserum eine Gallen-
wegserkrankung vermutet. Diese Vermutung schien
zunichst durch cin negatives Cholezystogramm be-
stitigt. Wegen Verdachtes auf Cholezystitis bei Zystikus-
verschluB und passagerem CholedochusverschluB war
eine Operation vorgesehen. Eine Kontrolle des Chole-
zystogramms ergab jedoch eine vollig normale Dat-
stellung des Gallenwegssystems. Die im Anfang der
Erkrankung nachgewiesene LAP-Erh6hung konnte
retrospektiv als deutlicher Hinweis auf eine subik-
terisch verlaufende Hepatitis angesehen werden.

c) Bei einer weiteren Patientin (S 154) mit der klinischen
Diagnose Hepatitis war der Ikterus nach starken
Schmerzen im Oberbauch aufgetreten, die sich auch im
weiteren Verlauf der Erkrankung wiederholten. Die
Transaminasen waren nur gering erhSht. Eine spitere
Rontgenuntersuchung  ergab eine kinderfaustgroBe
wandverdickte steinverdichtige Gallenblase, so daf3 der
Patientin die Cholezystektomie angeraten wurde. Der
statke Anstieg der Arylamidase bei fehlender Ert-
hohung der LAP und der klinische Verlauf legten nahe,
daB es sich bei der Patientin um einen partiellen Ver-
schluBikterus auf dem Boden einer Cholelithiasis
handelte.

6. Untersuchungen zur Differenzierung der
bei Erkrankungen erhéhten Serum-Amino-
peptidaseaktivititen

Identifivierang der bei akuter Hepatitis erhihten Serum-
Auminopeptidase mit der LAP

Mit Anti-Rindetlinsen-LAP-Serum vom Kaninchen
konnte die Manganchlorid-aktivierbare hydrolytische
Aktivitit von Hepatitisserum gegeniiber Leucinamid
vollstindig durch Prizipitation des Enzymproteins ge-
hemmt werden. Das Serum (S 281) wurde wegen seiner
hohen Aktivitit (20000 mE/m/) in einer Verdiinnung
von 1:29 eingesetzt und zeigte ohne Zugabe von Anti-
-Serum eine Hydrolyse des Substrates von 149, in
30 Min, Nach Zugabé von Anti-Serum in einer Ver-
diinnung von 1:20 und 1:40 war unter gleichen Be-
dingungen cine Hydrolyse des Substrates nicht mehr
mef3bar (Abb. 9).

30¢
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Abgrenzung  der  bei  Verschluffikterns erhibten Serum-
Aminopeptidase von der ,klassischen'* LAP

Die Leucinamidhydrolyse (bei pH 8,0 ohne MnCly)
durch VerschluBikterusserum (S 304) wurde mit Anti-
Rinderaugenlinsen-LAP-Serum im Verdiinnungsbereich
von 1:1280 bis 1:40 nicht beeinfluBt (Abb. 9). Die
maximale Abnahme der Aktivitit von 6% (= 0,8%
Hydrolyse) liegt im Bereich des methodischen Fehlers.
Die Aktivitit des Serums gegeniiber Leucinamid wurde
durch Manganchlorid gehemmt. Den gleichen in-
hibierenden Effekt zeigte Manganchlorid auch bei den
iibrigen VerschluBikterusseren. Die Leucinamidhydro-
lyse mit VerschluBikterusserum ist somit nicht auf die
LAP, sondern auf die Arylamidase bzw. andere Amino-
peptidasen zuriickzufiihren.

Nachweis einer signifikanten Korrelation gwischen der Hydro-
lyse von Leucin-p-nitroanilid und Leucinamid bei pH 8,0 mit
Normal- und Verschlufikterusserum

Zwischen der Hydrolyserate von Leucin-p-nitroanilid
und Leucinamid mit Seram von Normalpersonen und
Patienten mit benignem und malignem VerschluB-
ikterus wurde eine statistisch signifikante Korrelation
nachgewiesen (Abb. 11). Der Korrelationskoeffizient r
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Abb. 11

Graphische Darstellung der Korrelation der Hydrolyse von L-Leucin-
p-nitroanilid (bei pH 7,2) und L-Leucinamid (bei pH 8,0) durch Serum
von Patienten mit VerschluBikterus

betrug bei Normalpersonen 0,529, bei Patienten mit
VerschluBikterus +0,865. Der t-Test ergab in beiden
Gruppen eine signifikante Korrelation mit einem
p < 0,001. Diese Befunde legen nahe, daB Leucinamid
(bei pH 8,0) und Leucin-p-nitroanilid entweder durch
die gleiche Aminopeptidase, d. h. durch die Aryl-
amidase, hydrolysiert werden, oder daB zwei Enzyme —
die Arylamidase und eine nicht niher charakterisierte
_ Aminopeptidase — bei VerschluBikterus im gleichen
Verhiltnis freigesetzt werden und in das Blutserum
gelangen.

Diskussion

In zahlreichen Untersuchungen ist gezeigt worden, daB
die Bestimmung von Aminopeptidasen im Serum einen

betrichtlichen diagnostischen Wert haben kann. Hierbei
sind allerdings durch die Anwendung verschiedener
Substrate und Inkubationsbedingungen Unsicherheiten
bei der Deutung der Ergebnisse entstanden. Diese
Unsicherheiten werden auch dadurch erhSht, da3 zu den
Aminopeptidasen eine groBfere Anzahl von Enzym-
individuen mit einem zum Teil sehr breiten und sich
gegenseitig iiberlagernden Substratspektrum gehéren .
(5, 31, 33, 34, 70). Von den verschiedenen Arminopepti-
dasen sind bisher die ,klassische LAP (7, 10, 70) und
die Arylamidase(n) (42—44, 71, 72) am besten unter-
sucht und charakterisiert. Nach diesen Untersuchungen
ist die LAP ein phylogenetisch altes (12), im tierischen
Organismus weit verbreitet vorkommendes, zytoplas-
matisch lokalisiertes Enzym vom Molekulargewicht
326000 (73), das mit 0,05m L-Leucinamid bei pH 8,9 bis
9,1 unter MnCl,-Aktivierung in spezifischer Weise
erfaBt werden kann. Das LAP-spezifische Gen ist in der
Phylogenese offenbar nur langsam mutiert worden —
gegen Rinder-LAP gerichtete Kaninchen-Antikérper
prizipitieren auch die LAP zahlreicher anderer Species
einschlieBlich der von Mensch und Frosch (12, 58). Nach
den bisherigen Untersuchungen scheirien in der Rinder-
augenlinse (12) keine LAP-Tsoenzyme vorzuliegen. Aus
immunologischen Versuchen ist zu schlieBen, daB auch
beim Menschen immunologisch voneinander unter-
scheidbare LAP-Isoenzyme nicht vorhanden sind (12,
58).

Die LAP liBt sich eindeutig von Arylamidase(n) nicht
nur hinsichtlich der zelluliren Lokalisation, des Sub-
stratspektrums und physiko-chemisch, sondern auch
immunologisch abgrenzen. LAP wund Arylamidase
zeigen keine immunologische Verwandtschaft (70). Die
Arylamidase(n) sind frither in Mikrosomen oder Mito-
chondrienfraktionen nachgewiesen worden, da Lyso-
somen nicht abgetrennt wurden. In einer neueren
Arbeit (71) wurden sie in Lysosomen lokalisiert. Aufler-
dem wurden sie in Membranen aufsitzenden Partikeln
(74) gefunden. Von verschiedenen Autoren wurde die
Arylamidaseaktivitit in Isoenzyme aufgetrensdt (42 bis
44, 59—68).

Besonders die Befunde von (74), die zeigen konnten,
daB die Arylamidase in der Leber in besonderen, der
Leberzellmembran knopfartig aufsitzenden Partikeln, die
in die Gallenginge hineinragen, angereichert ist, lassen
verstehen, warum eine Erhohung dieses Enzyms im
Serum vor allem bei Cholestasen beobachtet wird.
Demgegeniiber hat sich in unseren Untersuchungen
gezeigt, daBl die cytoplasmatisch lokalisierte LAP in
sehr spezifischer Weise in frithen Stadien der Hepatitis
epidemica im Serum auftritt, wihrend sie in keinem
einzigen Fall von VerschluBikterus béobachtet werden
konnte. Damit erweist sich das Verhalten der im Serum
nachweisbaren LAP als besonders niitzlich fiir die
Differentialdiagnose des Ikterus. Von Vorteil ist, daB die
LAP im Notrmalserum nicht oder nur in nicht nach-
weisbaten Mengen (Hemmung durch Manganchlorid
bei pH 9,0) vorhanden ist. Dadurch ergeben sich in
pathologischen Fillen bis zu 600fache Steigerungen der
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unter LAP-Optimalbedingungen gemessenen Leucin-
amidspaltung, bei der Arylamidase finden sich nur bis
zu 3fache Aktivititsanstiege.

Bei unseren Untersuchungen gingen wir von der Vor-
stellung aus, daB8 die LAP als ein in zahlreichen Organen
vorkommendes Enzym bei Erkrankungen, die mit einer
Zellmembranschidigung oder einer Zellzerstorung ein-
hergehen, einen Anstieg im Serum zeigen miiBte
(75, 76, 77). Es ist zunichst nicht ohne weiteres ver-
stindlich, warum die LAP in sehr spezifischer Weise
fast ausschlieBlich bei Hepatitis epidemica acuta bzw.
bei Leberzellschidigungen im Serum erscheint. Immer-
hin bleibt nicht ausgeschlossen, daB genauere Verlaufs-
kontrollen bei derartigen Erkrankungen wie Infarkte,
Tumoren usw. doch noch kurzfristige LAP-Anstiege
aufdecken. Diese Frage bedarf einer weiteren Ab-
klirung von klinischer Seite. Weiterhin sollten ein-
gehendere Verlaufskontrollen der LAP bei Hepatitis
epidemica durchgefithrt werden. Da wir bereits einen
Tag nach dem Auftreten des Ikterus eine bis zu 500fache
Erhéhung der LAP-Aktivitit bestimmt haben, kann
vermutet werden, daB es bereits vor dem Auftreten des
Ikterus bei akuter Hepatitis epidemica zu einem LAP-
Anstieg im Serum kommt (leider konnten wir Hepa-
titisfille zu einem derartig frithen Zeitpunkt nicht er-
fassen). Unter dieser Voraussetzung diirfte sich der
LAP-Nachweis als ein Screening-Test fiir Hepatitis
epidemica eignen.

Fiir den eindeutigen Nachweis von ,,klassischer* LAP
im menschlichen Serum halten wir den Befund einer
wenigstens 50%igen Aktivierung mit Manganchlotid
bei pH 9,0 fiir ein unerliBliches Kriterium. Der Nach-
weis des Anstiegs der Leucinamidhydrolyse iiber die

3 S-Grenze hinaus geniigt nicht, da er auch durch die-

Arylamidase (vgl. z. B. Tab. 2/8) sowie anderer Amino-
peptidasen bedingt sein kann. Duich das Kriterium der
50proz. Aktivierung mit Manganchlorid werden offen-
bar auch geringfiigige LAP-Anstiege, die bei anderen
Erkrankungen vorhanden sein kénnen, vgl. z. B.
Tab. 2/2, 4, 11, eliminiert.

Die papierchromatographische Auswertung der Leucin-
amidhydrolyse st6Bt in verschiedenen Laboratorien auf
Schwierigkeiten. In der hier angegebenen und in (57)
niher beschriebenen Ausfithrung stellt sie jedoch eine
sehr zuverldssige, wenn auch etwas arbeitsaufwendige
Methode dar. Fiir klinische Laboratorien diirfte daher
die Bestimmung der LAP mit Leucinhydrazid (46, 47)
von Interesse sein. Hier bleibt allerdings abzuwarten, ob
sich dieses Substrat in gleicher Weise als LAP-spezifisch
erweist wie Leucinamid.

Wit danken fiir das bereitgestellte L-Leucin-p-nitroanilid
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