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tinins (Tab. 3) bzw. aller gelösten Urinbestandteile oder
eine entsprechende aus der Regressionsgleichung ab-
geleitete Größe — der Unsicherheitsfaktor zu groß ist.
Man darf darüber hinaus nicht übersehen, daß die Ab-
hängigkeit der Ausscheidung von der Tageszeit, über
die unsere Beobachtungen nichts aussagen, bei diesem
Problem eine große Rolle spielt.
Daher hat es auch wenig Sinn, die Steroidausscheidung
pro Gramm Kreatinin auszudrücken. Wie Tabelle 3 zeigt,
sind die Schwankungsbreiten dieses Parameters durch-
aus nicht kleiner als die der 24~Stdn.-Mengen. Aus dem
Gesagten geht hervor, daß die möglichst genaue Be-
stimmung der Sammelperiode sowie verlustloses Sam-
meln des Urins weiterhin als unerläßliche Voraussetzun-
gen zum Erzielen sinnvoller Analysenresultate anzusehen
sind.

Die geringfügige, wenn auch statistisch gesicherte Zu-
nahme der Steroidausscheidung mit dem Urinvolumen
konnte nur auf Grund der extremen Versitchsbedingungen
erkannt werden. Diese Zunahme dürfte jedoch im
normalen Schwankungsbereich der Flüssigkeitsmenge zu ver-
nachlässigen sein. Aus diesen Gründen kommt dem
Phänomen, trotz seiner statistischen Sicherung, keine
praktische Bedeutung zu. Hier zeigt sich erneut, daß bei
der Interpretation biologischer Erscheinungen die
statistische Signifikanz sehr wohl von der Relevanz des
beobachteten Effektes unterschieden werden muß. Diese
Feststellung schließt jedoch keineswegs die Frage aus,
ob der hier beobachtete Zusammenhang auf einem Stoff-
wechselphänomen oder auf einer erhöhten Sekretion be-
ruht. Bei solchen Überlegungen wird die Rolle der Niere
zu berücksichtigen sein.
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Photometrische Bestimmung der „klassischen" Leucinaminopeptidase
im Blutplasma und -serum

Von R. J. HASCHEN, W. FARR und D. REICHELT
Aus dem Institut für Klinische Biochemie der Martin-Luther-Universität, Halle\Saale

(Direktor: Prof. Dr. med. R.J. Haschen)
(Eingegangen am 14. November 1966)

Es wird eine neue photometrische Methode 2ur Bestimmung der Leucinaminopeptidase („LAP") im Serum beschrieben, die aufgrund
ihrer Empfindlichkeit und Einfachheit für Routinezwecke geeignet ist. Als Substrat dient DL-Leucinhydrazid, das durch Serum-LAP
bei pH 10,0 optimal zu Hydrazin und L-Leucin hydrolysiert wird. Das freigesetzte Hydrazin wird mit p-Dimethylaminobenzaldehyd in
salzsaurer Lösung zu einem orangeroten Farbsalz umgesetzt, dessen Konzentration der enzymatischen Aktivität proportional ist und bei
455 nm photometriert wird- Die Bestimmung bei pH 9,25 mit optimaler Mg2 +-Aktivierung ist wegen des größeren Zeitaufwandes für
Routinezwecke weniger geeignet. — Die Normalwerte der LAP-Aktivität wurden im Serum und Plasma von Blutspendern bestimmt.

A new photometric method is described for the determination of leucine aminopeptidase ("LAP") in serum. It is sufficiently sensitive
and simple for routine purposes. The substrate is DL-leucine hydrazide, which is hydrolysed by serum LAP optimally at pH 10.0 to
hydrazine and L-leucine. The released hydrazine is reacted with p-dirnethylamino-benzaldehyde in hydrochloric acid solution, to give an
orange-red salt. The concentration of tlie salt is proportional to the enzymic activity, and it is measured photometrically by its absorption
at 455 nm. At pH 9.25 with optimal Mg2+~activation, longer time is required and the method is less suitable for routine measurements.
The normal levels of LAP were determined in the serum and plasma from blood banks.

Die Leucinaminopeptidase „LAP" (L-Leucylpeptid-
hydrolase, EC 3.4.1.1) des Serums scheint nach bisherigen
Erfahrungen (l, 2, 3) ein empfindlicher Indikator von
Leberparenchymschäden zu sein. Von dieser „klassi-
schen" LAP (4) ist die Aminosäure-Arylamidase (5—9)
zu unterscheiden, die in vielen Arbeiten zu Unrecht als

LAP bezeichnet wurde. Sie wurde vor allem bei intra-
und extrahepatischer Obstruktion erhöht gefunden (10).
Als spezifisches Substrat der LAP gilt L-Leucinamid (4).
Leucin- und vor allem Alanin-p-nitroanilid (11) und
-jff-naphthylamid (12) werden dagegen vorwiegend oder
ausschließlich von der Aminosäure-Arylamidase hydro-
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lysiert (9). Leucin-p-nitroanilid ist auch deshalb zur Be-
stimmung der LAP ungeeignet, weil es beim pH-
Optimum dieses Enzyms eine beträchtliche Spontan-
hydrolyse erleidet (13). Die „klassische" LAP kann
prinzipiell mit folgenden Methoden bestimmt werden:
Titration in Alkohol (14); Titration in Aceton (15);
Quantitative Papierchromatographie (16—18); Mikro-
diffusion (19) und Bestimmung des freigesetzten Am-
moniaks mittels des optischen Tests (20). Bei Verwen-
dung des weniger spezifischen L-Leucylglycins als Sub-
strat kann man auch den Zuwachs an Aminostickstoff
mit der Ninhydrin-Methode messen (21).
Alle diese Methoden sind mehr oder weniger umständ-
lich. Verwendet man dagegen anstelle von Leucinamid
Leucinhydrazid, so läßt sich eine einfache und empfind-
liche photometrische Methode entwickeln, die an
Spezifität den mit Leucinamid arbeitenden Verfahren
nicht nachsteht.

Methodik
Prinzip
Die Leucinaminopeptidase der menschlichen Leber ver-
mag die Hydrolyse von DL-Leucinhydrazid zu L-Leucin
und Hydrazin zu katalysieren:

T3
CH3—CH—GH,,—CH—Cf

CHS JB. NH-NH*
DL-Leucinhydrazid

CH3—CH—OV- CH—Cf + NH2—NH2
H20

CH3 NH2
L-Leucin Hydrazin

Das freigesetzte Hydrazin bildet mit p-Dimethylamino-
benzaldehyd unter beidseitiger Kondensation einen
gelben Farbstoff folgender Zusammensetzung (22) :

NH2
\

NH2

Hydrazin
=/

p-Dimethylaminobenzaldehyd

N=CH- -N(CH3)2

N=CH—^ y—N(CH3)2
\=/

4,4/-Dimethylamino-benzaldazin

Dieser Farbstoff wird durch Zugabe von Salzsäure, die
gleichzeitig die enzymatische Reaktion unterbricht, in ein
orangerotes Farbsalz chinoider Natur umgewandelt
(23,24):

N=CH- (CH3)2

NH-C=< >=N(CH3)2

Die der LAP-Aktivität proportionale Extinktion des
Farbsalzes wird am Absorptionsmaximum von 455 nm
gemessen (Abb. 1).

o.s

orangerotes Farbsalz

420 440 460 4dOm 500

Abb. l
Absorptionsspektrum des chinoiden Farbsalzes in 0,08N HC1

11,3 · 10-· M Hydrazin im Meßansatz. Schichtdicke l cm
(„Spekol", VEB Carl Zeiss, Jena)

Chemikalien
Substrat
Darstellung von DL-Leucinhydrazid (26--28):
0,1 Mol DL-Leucinäthylester, frisch freigesetzt aus DL-Leucin-
äthylesterhydrochlorid mit Triäthylamin (29), wurde in absol.
Äthanol mit 0,15 Mol Hydrazinhydrat (85proZ;) 6 Stdn. am Rück-
fluß gekocht. Das Reaktionsprodukt wurde im Vakuum zur
Trockne eingedampft, der Rückstand in absol. Äthanol auf-
genommen und wiederholt eingedampft, bis das überschüssige
Hydrazinhydrat beseitigt war. Der Rückstand wurde zuerst aus
absol. Äthanol/absol. Äther, dann aus absol. Isopropanol/Cyclo-
hexan umkristallisiert.
Ausbeute: 51% der Theorie. Fp.: 85—86°; Lit.-Fp.: 87° (28).
C5H15N30 (Mol.-Gew.: 145,2); N, ber.: 28,94%, gef.: 28,89%.
Das erhaltene DL-Leucinhydrazid war dünnschichtchromato-
graphisch rein (Kieselgel G „Merck", Laufmittel: 96proz. Äthanol/
H2O (63:37); Artfärbung mit 0,5proz. Ninhydrin in H2O-ge-
sättigtem n-Butanol mit 0,7% Eisessig).
Von diesem Substrat wurden folgende Stammlösungen hergestellt
und bei —18° aufbewahrt:

Stammlösüng A: 224 mM (325 mg/10 m/aqua bidest.),
Stammlösung B: 160 (232 mg/10 m/aqua bidest.) für Ansätze

mit Mg2+-Zusatz.

Auf eine Herstellung des L-Leucinhydrazids wurde aus folgenden
Gründen verzichtet: Eine Hemmung durch die D-Komponente ist
nicht anzunehmen, da sich die JW/VÄtfi//x-Konstanten für DL-Leucin-
hydrazid (bezogen auf die L-Komponente, s. u.) und L-Leucinamid
(18,30) weitgehend entsprechen. Weiter entfällt bei der Synthese
der DL-Verbindung die Einführung einer Amino-Schutzgruppe
und der Syntheseweg wird dadurch erheblich vereinfacht, d. h.
man benötigt billigere Ausgangs- und Endprodukte.

Puffer
Es wurde ein 0,2M MonoäthanolaminpufFer (25) (final 0,114M) vom
pH 10,15 (final pH 10,0) verwendet.
Herstellung: Lösung I: 0,4M Monoäthanolamin-HCl-Stammlösung

(39,04g//);
Lösung II: 0,4N NaOH

50 m/ Lösung I und 44 m/ Lösung II werden gemischt und nach
pH-Kontrolle mit aqua bidest. auf 100 m/ aufgefüllt.
Für die pH-Kurven wurde ein 0,2M Monoäthanolamin/Triäthanol-
amtn-Puffer (25) verwendet. Bei der Bestimmung der Serum-LAP
unter Zusatz von Mg2+-Ionen wurde ein 0,25M Mortoäthanolamm-
puffer (25) (final 0,125M) vom pH 9,25 (final pH 9,25) benutzt. Die
Hydrochloride von Mono- und Triäthanolamin wurden aus den
freien Basen nach deren Destillation hergestellt (25).

Substrat-Puffer-Lösung
Für eine Serie von Ansätzen wurden Puffer und Substrat-Stamm-
lösung A vorher im Verhältnis 4+1 gemischt. Das Substrat laßt
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sich sowohl in wäßr. Lösung als auch im Gemisch mit Puffer etwa
14 Tage im eingefrorenen Zustand aufbewahren, ohne daß eine
erhebliche Eigenspaltung eintritt (s. Abb. 2).

i t i i
0 1 2 3 * 5 6 Tage " 1 3 4 5 S Tage

et Zeit b Zeit
Abb. 2

Hydrolyse von 32 mM DL-Leucinhydrazid unter verschiedenen
Aufbewahrungsbedingungen

a) in wäßriger Lösung, b) in 0,2 M Monoäthanolaminpuffer pH 10,15

Puffer-Aktivator-Lösung
I. 0,25M Monoäthanolamin-Puffer, pH 9,25
II. 40mMMgCl2· 6H2O-Lösung (0,8133 g/100 ml aqua bidest).
Für die Bestimmung der Serum-LAP mit Zusatz von Mg2+-Ionen
werden I und II vorher im Verhältnis 5+1 gemischt.

Reagenz
Die Herstellung des Reagenzes erfolgte in Anlehnung an eine Vor-
schrift von KALLOS und Mitarbeitern (31,32).

I. Lösung von 4 g p-Dimethylaminobenzaldehyd in 100 m/
96proz Äthanol oder Methanol.

II. O,!N Salzsäure (s. Abb. 3).

Gebrauchslösung: I und II werden jeweils vor der Verwendung im
Verhältnis 1+17 gemischt.

Ö 0,0350,0500,075 OJOQ 0,1250,WK
HCL

Abb. 3
Abhängigkeit der Extinktion des chinoiden Farbsalzes von der

HCWConzentration
Die Messung erfolgte unter Ansatzbedingungen bei pH 10,0. Abszisse:
Die Angaben beziehen sich auf die in den Meßansätzen vorliegenden

Endkonzentrationen

Arbeite Vorschrift
Elektrophoretische Isolierung von LAP und Aminosäure-Arylamidase
aus Leberhomogenat
Das aus menschlicher Leber hergestellte Homogenat wurde im
Stärkeblock elektrophoretisch aufgetrennt. Der Stärkeblock wurde
dann in Richtung zur Anode in 19 Fraktionen von l cm Breite
zerschnitten und jeweils mit l m/ aqua bidest. eluiert. Die Enzym-
aktivität dieser Eluate wurde gegenüber DL-Alanyl-/5-naphthyl-
amid (Aminosäure-Arylamidase) und DL-Leucinhydrazid (LAP)
untersucht (9) (Abb. 4).

U/lEluat

60

20

}uciri(

'Starf JO 5 cm
Anodische Wanderungssfrecke

Abb. 4
Elektrophoretische Auftrennung von Arylamidase und Leucin-
aminopeptidase aus menschlicher Leber im Stärkeblock (Veronal-
Na/HCl-Puffer pH 8,6, = 0,05, 6—7 V/cm, 16 Stdn. bei 4°)
Substrate: DL-Alanyl-/8-naphthylamid (l mM, bezogen auf L-Kompo-
nente) für Arylamidase; DL-Leucinhydrazid (l mM, bezogen auf

L-Komponente) für LAP

Gewinnung von Serum und Plasma

Die Blutproben wurden 15 Min. nach der Blutentnahme 15 Min. bei
4500 g in vorgekühlten Einsätzen zentrifugiert und das Serum vor-
sichtig abgehoben.
Für die Plasmagewinnung wurden die Röhrchen (10 m/) vor der
Blutentnahme mit zwei Tropfen Heparin „Richter" (Budapest)
versetzt.
Als Modell für ein pathologisches Serum mit hoher LAP-Aktivität
wurde Normalserum verwendet, das durch Zusatz von elektro-
phoretisch isolierter LAP auf eine hohe Enzymaktivität gebracht
worden war.

Bestimmung ohne Mgz+-Zusat%

Hauptwert Leerwert

Substrat-PufFer-Lösung

Serum

Farbreagenz

Serum

0,5 m/ 0,5 m/
auf 25° temperieren

0,2 m/ —
60 Min. bei 25° inkubieren

5,0 m/ 5,0 m/
mittels Fortuna-Pipette (gleichzei-
tige Durchmischung) hinzugeben

— 0,2m/

Mindestens 30 Min. zur Farbentwicklung bei 25° belassen (s. Tab.
1); dann beide Ansätze bei 455 nm und d = l cm gegen das Re-
agenz messen.

Bestimmung mit Mg*+-Aktivierung

Häuptwert Leerwert

Puffer-Aktivator-Lösung

Serum

Substrat-Stammlösung B

Farbreagenz

Serum

0,3 m/ 0,3 m/
0,1m/

2 Stdn. bei 25° präinkubieren

0,1 m/ 0,1 m/
30 Min. bei 25° inkubieren

4,5 m/ 4,5 m/
wie oben zugeben
— 0,1 m/

Farbentwicklung und Messung wie oben.
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Tab. l
Ermittlung der Zeitdauer bis zur vollständigen Entwicklung des Farb-

stoffes bei zwei Hydrazinsulfatlösungen unterschiedlicher
Konzentration

Min. nach
Reagenzzugabe

5
10
15
20
25
30
35

c lernB455
8,5 · lO-'M 3,1 · 10-·
Hydrazin Hydrazin

0,205
0,295
0,340
0,375
0,385
0,385
0,385

,120
,28
,36
,40
,43
,43
,43

Anmerkungen
Nach Zugabe des Farbreagenzes nimmt die Farbintensität von
Haupt- und Leerwert auch nach Ablauf von 30 Min. infolge nicht-
enzymatischer Hydrolyse langsam zu. Der JE-Wert bleibt aber
praktisch unverändert (s. Tab. 2).

Tab. 2
Extinktionszunahmen von Haupt- und Leerwert als Funktion der Zeit

Min. nach
Reagenzzugabe

30
90

180
300

E

Hauptwert

0,238
0,278
0,300
0,330

1cm
455

Leerwert

0,142
0,180
0,203
0,232

A-C 1cm

0,096
0,098
0,097
0,098

Bei Aktivitäten über 10 U//wird die Inkubationsdauer auf 10 Min.
verkürzt und evtl. bei 0,5 cm Schichtdicke gemessen.
Eine Verdünnung des Serums mit aqua bidest. oder 0,9proz.
NaCl-Lösung ist unbedingt zu vermeiden (s. Abb. lOe).

Eichung
Aus einer 0,2 IHM Hydrazinsulfatlösung (26mg// aqua bidest.)
wurde eine Verdünnungsreihe hergestellt (Hydrazinsulfat von Fa.
„VEB Berlin-Chemie"). Abbildung 5 zeigt die Gültigkeit des

1,2

K J6 20 24 26·10~6

Hydrozin

Abb. 5
Abhängigkeit der Farbintensität von der Hydrazinkonzentration

(„Spekol", VEB Carl Zeiss, Jena)

LAMBERT-BEERschen Gesetzes für den gemessenen Könzentrations-
bereich. Der millimolare Extinktionskoeffizjent ( ) des Farbstoffes
in 0,08NHC1 beträgt:
45,63 mM-1 cm-1 bei 455 nm (spektrale Halbwertsbreite 11 nm),
42,79mM-1 cm-1 bei 436 nm (Hg-Linie), 40,7 mM"1 "1 bei
455 nm, 0,15 mm Spaltbreite.

Berechnung der
Die LAP-Aktivität wird in Einheiten — Units (33) — angegeben.
Die Enzymkonzentration errechnet sich unter Zugrundelegung
einer Kinetik nullter Ordnung nach folgender Formel:

Enzymkonzentration · t · Vs
-u//.

Dabei sind AE = Differenz von Haupt- und Leerwert; == milli-
molarer Extinktionskoeffizient; t = Inkubationszeit in Min.;

V G = Gesamtvolumen nach Reagenzzugabe und V s = Volumen-
anteil des. Serums vom Inkubationsansatz in m/.

Für die oben beschriebene Arbeitweise ergibt sich demnach:
Bei Messung ohne Mg2+-Zusatz: Enzymkonzentration

bei optimaler Mgz+-AJkMertmg: Enzymkonzentration
= - 36,5 U//,
Die Enzymaktivität sollte prinzipiell bei 25° bestimmt werden (33).
Geschieht dies bei niedrigerer (Zimmer-) Temperatur, so lassen
sich mit Hilfe von Q10 = 2,3 (ohne Zusatz von Mg2+-Ionen) und
Q10 = 2,2 (bei optimaler Mg2 ̂ Aktivierung) nach der Formel (34)

logF =
25 —t

10 •logQ10

die Umrechnungsfaktoren Fx (ohne Zusatz von Mg2+-Ionen) und
F2 (bei optimaler Mg2+-Aktivierung) errechnen, mit denen man die
bei tp ermittelten Aktivitäten auf 25° umrechnen kann (s. Tab. 3).

Tab. 3
Faktoren (Fi und F2) zur Umrechnung von bei Zimmertemperaturen

(t°) gemessenen Aktivitäten auf 25°
t°

20
21

I!
24
25

Fi

1,52
,40
,28
,18
,09
,00

Fa

1,48
1,37
1,27
1,17
1,08
1,00

Ergebnisse
Normalwerte
Es wurde Serum und Plasma von Blutspendern in der
beschriebenen Weise untersucht (Tab. 4). Wie aus der
Abbildung 6 zu ersehen ist, weisen sowohl die Serum-
ais auch die Plasmawerte ohne und mit Aktivierung eine
log-normale Verteilung auf. Die höhere Aktivität im
Serum im Vergleich zum Plasma (ohne Mg2+-Zusatz)

Tab. 4
Normalwerte der LAP in Serum und Plasma von Blutspendern

Anzahl der
Blutspender

Männer Frauen log

Serum
pH 10,0
Plasma
pH 10,0
Plasma
pH 9,25
Mg2+-Akt.

48

24

24

%
38
35

47 0,9412—1

23 0,7553—1

25 0,2945

Unterer und
oberer Grenzwert

(95% Vertrauens-
log s bereich) U/i

0,1657 0,417—1,87

0,2116 0,22 —1,51

0,151 0 —3,95

IJi JM

W

0,2 0,1 Oß 1,0 2,0 W 6,0 U/l

Abb. 6
Verteilung der Normalwerte der LAP-Aktivität im

I Plasma pH 10,0
II Serum pH 10,0

III Plasma p H 9,25, Aktivierung mit 4 mM Mg2+
Darstellung im Wahrscheinlichkeitsnetz mit logarithmischer Abszissen-

teilung
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ist wahrscheinlich auf die Freisetzung von LAP aus den
Thrombocyten bei der Gerinnung zurückzuführen. Die
LAPtAktivitäten von Thrombocyten und Serum ver-
halten sich nach früheren Untersuchungen (35) etwa wie
500:1. Die Unterschiede der Enzymaktivitäten bei
Männern und Frauen sowie bei verschiedenen Alters-
gruppen waren nicht signifikant.

Experimentelles
Vergleich der Hydrolyse von L-Leucinamid undDL-Leucin-
hydrayid
Abbildung 7 stellt die Hydrolyse von L-Leucinamid und
DL-Leucinhydrazid durch Normalserum und Modell-
serum als Funktion des pH dar. pH-Optima und Um-
satzraten stimmen für beide Substrate nahezu überein
(s. Tab. 5). In beiden Fällen wird das Enzym durch
4mM Mg2+-Ionen um das 4fache aktiviert. Der bei
pH 7,0—7,5 auftretende niedrigere Gipfel ist auf eine
Beimengung von Arylamidase zurückzuführen.

Tab. 5
Vergleich der Umsatzraten von L-Leucinamid und DL-Leucinhydrazid

unter gleichen Bedingungen

ohne Mga+-Zusatz
pH 10,0
mit Mg*+-Zusatz
pH 9,0 bzw. 9,25

L-Leucinamid
U/i

27,5

56,7

DL-Leucinhydrazid
U/i

23,7

50,5

Tab. 6
Hydrolyse von DL-Leucinhydrazid durch Modellserum bei pH 9,25 in

Abhängigkeit vom Puffersystem

Puffersystem
Molarität der
Stammlösung

% Hydrolyse
(L-Verbindung)

Theorell-Stenhagen
Veronal/HCl 0,1
Olycin/NaOH 0,1
Tris/HCl 0,1
Triäthanolamin-HCl/NaOH 0,1
Monoäthanolamin-HCl/NaOH 0,1

0,76
0,72
0,58
1,04
1,18
1,20

LAP-Aktivität als Funktion des Puffersystems
Als günstigstes Puffersystem erwies sich Mono- bzw.
Triäthanolaminhydrochlorid/NaOH (Tab. 6). Die Puf-

lr\
10 pH 8 W pH

a) und c) Substrat: L-Leucinamid (16 mal); b) und d) Substrat: DL-Leucinhydrazid (16 mM, bezogen auf L-Komponente); a) und b) ohne,
c) und d) mit Aktivierung durch Mga+-Ionen (4 ). Puffer: Mono-/Triäthanolamin-HCl/NaOH (0,114 M). Inkubationstemperatur: 25°.

Bei Verwendung von L-Leucinamid als Substrat erfolgte die Auswertung mittels quantitativer Papierchromatographie (16—18)

Abb/7
Vergleichende Hydrolyse von L-Leucinamid und DL-Leucinhydrazid in Abhängigkeit vom pH

Normalserum, ·—· Modellserum (9,95 Tie. Serum + 0,05 Tie. LAP-Eluat)

Stdh.0
. \-+~ 0 ' ' — ' : ' ' *·

Stdn. 6 · 8,2 8,6 9,0 0,4 pH 8,6 9,0 9,4 pH

Abb. 8
' Hydrolyse von 32 IHM DL-Leucinhydrazid in wäßriger Lösung in Gegenwart von Aktivatoren der LAP

D—D 0,2 mai Mn"+; V—V 4 mir Mg*+; o—o ohne Aktivator
a) und b) als Funktion der Zeit; c) und d) als Funktion des pH; Inkubation: a) und c) bei 25°, b) und d) bei 37°
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fersubstanzen wurden selbst hergestellt (s. o.). Ein
2uerst verwendetes kommerzielles Produkt enthielt etwa
0,1% Mn. Geeignet sind die Produkte der Fa. Fein-
chemie K.-H. Kallies K. G., Sebnitz (Sachsen).

Nichten^jmatiscbe Hydrolyse von Leucinhydra^d
Bei der Überprüfung der Aktivierbarkeit der LAP durch
Mg2+- bzw. Mn2+-Ionen zeigte sich, daß Mn2+ für die

Aktivierung bei dieser Methode nicht geeignet ist. Die
nichtenzymatische Hydrolyse von Leucinhydrazid wird
durch pH-Änderungen im praktisch wichtigen Bereich
kaum beeinflußt. Mit steigender Temperatur nimmt die
Hydrolyse deutlich zu. Manganionen wirken sich unter
allen Umständen nachteilig aus. Dagegen ist der Effekt
von Magnesiumionen vergleichsweise gering (Abb. 8).
Aus diesem Grunde wurde in weiteren Versuchen nur

0,5 1,0 1,5 2,0 2j 3,0-3,54,0$^
W 30 20

0,2 Ofl 0,6 0,6 1,0 JML
Pufferkonzentration

1/T-103

Abb. 9
LAP-Aktivität bei Mg2+-Aktivierung in Abhängigkeit

a) von der Pufferkonzentration, ·—· Monoäthanolamin-HCl/NaOH; o—o Tris/HCl; -̂ - Triäthanolamin-HCl/NaOH; b) vom pH-Wert; .
c) von der Aktivatorkonzentration; d) von der Präinkubationsdauer; e) von der Substratkonzentration (Darstellung nach LINEWEAVER-
BURK [36]) bei zwei verschiedenen Enzymkonzentrationen (80- und 160fache LAP-Aktivität vom Normalserum); f) von der Inkubations-
dauer (Enzymaktivität in % Hydrolyse L-Leucinhydrazid, 1% Hydrolyse . E ̂ 1? von 0,91); g) von der Enzymkonzentration (Verdün-
nung eines 170fach erhöhten Modellserums mit Normalserum, Abszisse: Vol. % Modellserum); h) von der Temperatur (Darstellung nach

ARRHENIUS [37]).
Inkubationsbedingungen für alle Parameter außer dem jeweils variablen: Puffer: 0,12521 Monoäthanolamin pH 9,25; Aktivierung: 4 mM Mg2+,

2 Stdn. Präinkubation; Substrat: 32 mM D L-Leucinhydrazid; Inkubationstemperatur: 25°

0,1 0,2 6,30,40,5 0,6 H
a, Puffer b

25 50 75 .„ .,
% Modellserum f

Abb. 10
LAP-Aktivität ohne Zusatz von Metallionen in Abhängigkeit

a) von der Pufferkonzentration (Monoäthanolamin-HCl/NaOH); b) vom p H-Wert; c) von der'Substratkonzentration (Darstellung nach
LINEWEAVER-BURK [36]) bei drei verschiedenen Enzymkonzentrationen (10-, 25- und 60fache LAP-Aktivität vom Normalserum); d) von
der Inkubationsdauer (Enzymaktivität in % Hydrolyse L^Leucinhydrazid, 1% Hydrolyse . . \£™· von 1,0); e) von der Enzymkonzen-
tration (Verdünnung eines 200-fach erhöhten Modellserums mit Normalserum o—°, mit 0,9-proz. NaCl-Lösung ·—·, mit aquabidest. — :

Abszisse: Vol.% Modellserum); f) von der Inkubationstemperatur [Darstellung nach ARRHENIUS (37)].
Inkubationsbedingungen für alle Parameter außer dem jeweils variablen: Puffer: 0,114M Monoäthanolamin pH 10,0: Substrat: 32 mM DL-

Leucinhydrazid; Inkubationstemoeratur: 25°
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Magnesium als Aktivator verwandt. Über die Aufspal-
tung von Peptidbindungen durch Schwermetallionen,
wie z. B. Cer3+-, Cer4+- und Th4+-Ionen wurde früher
von BAMANN und Mitarbeitern (36) berichtet.

En^jmstabilität
Die Enzymaktivität ist im Serum bei Aufbewahrung
desselben im Kühlschrank mindestens bis 48 Stdn.
konstant.

Optimierung der Bestimmung mit Mgz+- Aktivierung
Die bei der Untersuchung der einzelnen Parameter er-
haltenen Ergebnisse zeigt Abbildung 9. Danach ergeben
sich für eine Bestimmung der LAP- Aktivität im Serum
mit Mg2+-Zusatz folgende optimale Bedingungen:
Monoäthanolamin-HCl/NaOH-Puffer, 0,125M (final),
pH 9,25; 4mM Mg2+, 2 Stdn. Präinkubation bei 25°;
Substratkonzentration: 16 mM (Km =1,5 IHM, Mittel aus
zwei Bestimmungen); Maximale Spaltung bei 56°,
Temperatur-Optimum zwischen 30° und 40°, Q10 = 2,2.
Die Bestimmung der Serum-LAP mit Mg2 +- Aktivierung
erschien für Routinezwecke weniger geeignet, da die
notwendige Präinkubation einen größeren Zeitaufwand
bedingt. Deshalb wurde auch eine Methode zur Be-
stimmung der Serum-LAP ohne Aktivierung aus-
gearbeitet.

Optimierung der Bestimmung ohne
In Abbildung 10 sind die wichtigsten Parameter zu-
sammengestellt. Danach ergeben sich folgende optimale
Bedingungen : Monoäthanolamin-HCl/NaOH-Puffer
0,114M, pH 10,0; Substratkonzentration: 16 mM (Km =
1,7 mM, Mittel von 3 Bestimmungen); Maximale Spal-
tung bei 40°, Temperatur-Optimum bei 25°, Q10 = 2,3.
Das auf der Abbildung lOb im pH-Bereich 7,5 'auf-
tretende flache Optimum ist wiederum der Arylamidase
zuzuschreiben. Abbildung 10 d zeigt im gemessenen
Bereich (bis 1,8% Hydrolyse) einen linearen Verlauf der
Zeit-Ümsatz-Kurve.
Zur Ermittlung der Beziehungen zwischen Meßgröße
und Enzymkonzentration wurde ein mit Leber-LAP an-

gereichertes Serum mit Normalserum verdünnt. Es er-
gab sich eine lineare Korrelation. Bei Verdünnung des
LAP-reichen Serums mit bidest. Wasser oder 0,9proz.
NaCl-Lösung weichen die Kurven von der Geraden ab
(Abb. lOe). Daraus folgt, daß bei dieser Bestimmungs-
methode das Serum nicht mit Wasser oder physiolog.
NaCl-Lösung verdünnt werden darf, da bei pH 10,0 mit
zunehmender Verdünnung auch die Denaturierung
stärker wird.

Zuverlässigkeit der Methode (39,40)
Spe^ifität: Die spezifische Bestimmung der Serum-LAP
setzt eine deutliche Abgrenzung von der gleichfalls im
Serum vorhandenen Arylamidase voraus. Diese vermag
auch Substrate wie Leucinamid und Leucinhydrazid zu
hydrolysieren (9). Durch ein abweichendes pH-Optimum
(7,0) und die fehlende Aktivierbarkeit bzw. eine Hem-
mung durch Mn2+- und Mg2+-Ionen läßt sie sich aber
weitgehend von der LAP abgrenzen (s. Abb. 7).
Richtigkeit: Bei Mischversuchen mit Modell-Seren von
hoher Aktivität und Normalserum ergab sich ein
Korrelationskoeffizient von 0,998 bzw. 0,999 (Abb. 9g
und lOe).
Wiederholbarkeit: Bei jeweils 10 Bestimmungen wurden
an der oberen Normgrenze (1,9 U// bzw. 4,0 U//)
folgende Variationskoeffizienten gefunden: Bestimmung
im Serum ohne Zusatz von Mg2+-Ionen: V k = 1>9%;
Bestimmung im Plasma mit optimaler Mg2+-Aktivierung
V* = 2,1%.

Empfindlichkeit: Da der Variationskoeffizient an der
oberen Grenze der Norm niedrig ist, ist die Empfind-
lichkeit der Methode entsprechend hoch.

Für die Überlassung der elektrophoretisch isolierten LAP sowie
der Abbildung 4 sind wir Herrn Dipl.-Chem. N. REHFELD zu be-
sonderem Dank verpflichtet.
Wir danken dem Bezirksinstitut für Blutspende- und Transfusions-
wesen (Direktor: Dr. med. W. SCHUBERT) für die Bereitstellung
der Blutproben und den Herren Dr. H. JESCHKEIT (Institut für
organische Chemie) und Dr. R. MASTHOFF (Institut für anor-
ganische Chemie) für die Anfertigung von Elementar- und spektro-
graphischen Analysen.
Für technische Assistenz danken wir Frau G. HENNING.
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, Zur Immunchemischen Bestimmung
von Enfcymproteinen der Alkoholdehydrogenase mit Hilfe der Nephelometrie1)

Von T. O. KLEINE

Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Universität Hamburg (Direktor: Prof. Dr.J. Kuh n au)

(Eingegangen am 4. März 1967)

Mit Hilfe von präzipitierenden, auf Alkoholdehydrogenase aus Hefe und Pferdcleber spezifischen Antikörpern wird ein Mikrotest be-
schrieben, worin die Enzymprotein-Antikörper-Trübung nephelometrisch serienmäßig bestimmt wird. Im Hefehomogenat sowie im
Überschuß an Fremdprotein (menschliches Blutserum) kann mit dieser Methode in einem Gesamtvolumen von 0,40 m/ 0,3—0,6 und
mehr Enzymprotein mit einem mittleren Fehler von ± 4% gemessen Werden.

Precipitating antibodies to alcoholdehydrogenase (Alcohol: NAD oxidoreductase E. C. 1.1.1.1) from yeast and horse liver were used in
a microtest for serial measurement of the turbidity caused by the enzyme-protein-antibody-reaction in vitro. With this method and a mean
error of ± 4%, 0,3 to 0,6 //g of enzyme protein and more per 0,40 m/ can be measured in yeast homogenate as well as in the presence of
excess foreign protein (human blood serum).

Enzyme werden im allgemeinen mit Hilfe ihrer Re-
aktionsgeschwindigkeit (Aktivität) unter definierten
Standardbedingungen gemessen. Hierbei wird die
Enzymquantität nur insofern berücksichtigt, als die-
jenige Enzymmenge bestimmt wird, die l ! Substrat
pro Min. unter jenen Bedingungen umsetzt (1). Für die
heutige Enzymchemie sind jene Meßbedingungen bei
der Bestimmung von allosterisch oder induktiv beein-
flußter Enzymaktivität ungenügend: Eine z. B. in einem
Gewebehomogenat erhöhte oder verminderte Enzym-
aktivität kann auf eine quantitative Vermehrung oder
Verminderung des Enzymproteins oder aber auf eine
allosterische Steigerung oder Hemmung der Enzym-
aktivität zurückgeführt werden. Beide Phänomene lassen
sich durch die Messung der Reaktionsgeschwindigkeit
unter Standardbedingungen nicht voneinander unter-
scheiden.
Mit Hilfe des nephelometrisch gemessenen Antigen^
Antikörperkomplexes, einer für quantitative Messungen
von Proteinen des Blutes (2—9) bereits bewährten
x) Mit Unterstützung der Deutschen Forschungsgemeinschaft.

Methode haben wir versucht, einen Test zur quanti-
tativen Messung des Enzymproteins aufzubauen, mit
dem Enzymprotein im Homogenat oder in Gegenwart
hoher Fremdproteinkonzentrationen gemessen werden
kann. Durch die simultane Messung von Menge und
Aktivität eines Enzyms ist es u. E. möglich, genauere
Aussagen über dieses Enzym zu machen als es die bis-
herigen Methoden erlaubten.

Methodik
Erzeugung von Antikörpern auf Alkoholdehydrogen-
ase1) aus Hefe und Pferdeleber
2 kg schweren, männlichen Kaninchen (Neuseeländer Albinos)
werden mit eintägigem Intervall aufeinanderfolgend 0,5, 1,0, 1,5,

o 2,0 und 4,0 mg Enzymprotein Hefe-Alkoholdehydrogenase
(HADH) bzw. Alkoholdehydrogenase aus Pferdeleber (LADH)2»3)

*) Der Trivialname Alkoholdehydrogenase wird hier gebraucht für
das Enzym Alkohol: NAD oxidoreductase EC 1.1.1.1.
2) Bezogen von C. F. Boehringer, Mannheim.
3) Abkürzungen: HADH = Hefe-Alkoholdehydrogenase; LADH
= Leber-Alkoholdehydrogenase; EDTA = Äthylendiamintetra-
essigsäure.
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