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Polymorphism in Alkaline Phosphatase 

Summary: I. In horizontal starch-gel electrophoresis placental extracts show 
an alkaline phosphatase polymorphism which - according to ROBSON and HARRIS - 
depends on the fetal genotype. Investigations carried out with a series of 73 
placentas revealed 5 of the common 6 phenotypes. Their frequencies were in 

good accordance with the figures published by the English authors. However, 
there had been difficulties in.typing because of obscure realizing of the 
patterns. 

2. Although there exists a polymorphism of the heat-stable alkaline phospha- 
tase as observed in 66 serum samples from women at delivery, only four types 
could be distinguished which, however, could not be related to the placenta] 
patterns with any certainty. 

3. In all but one of 66 samples of cord serum, investigated simultaneously, 
a single band only could be observed moving at a slower speed than the serum 
bands of adult pregnant and non-pregnant persons. This is in conformity with 
the results of the other investigators. 

4. In 18 samples of unheated serum the amount of heat-labile alkaline phospha- 
tase was unimportant and did not alter the features of the heat-stable por- 
tion of the enzyme. 

5. Contrary to expectations, the alkaline phosphatase polymorphism has no 
medicolegal relevance. 

Zusan~enfassung: I. Plazenta-Extrakte weisen in der horizontalen Stgrkegel- 
Elektrophorese einen Polymorphismus der alkalischen Phosphatase auf, der~ 
nach ROBSON und HARRIS vom Genotyp des Feten bestimmt wird. In 73 untersuch- 
ten Plazentaproben wurden 5 der 6 hgufigen Phgnotypen beobachtet, deren Fre- 
quenz sehr gute Ubereinstimmung mit den Werten der englischen Autoren aufwies. 
Die Typisierung war allerdings wegen undeutlicher Darstellung der Muster sehr 
schwierig. 

2. In 66 Seren von MHttern wurde zum Geburtstermin zwar auch ein Polymorphis- 
mus der hitzestabilen alkalischen Phosphatase beobachtet, der jedoch nur 4 
Typen umfaBte und keine sichere Zuordnung zu den Plazentamustern gestattete. 

3. Die 66 untersuchten Nabelschnurseren wiesen in Ubereinstimmung mit anderen 
Autoren bis auf ! Ausnahme nur I Bande auf, die langsamer wanderte als die 
Serum-Fraktionen der erwachsenen schwangeren und nichtschwangeren Probanden. 

4. Hltz~labile alkalische Phosphatase war bei 18 Seren, die auch ohne Erhitzen 
untersucht wurden, nur gering konzentriert und stSrte die Darstellung des 
hitzestabilen Enzyms nicht. 

5. Entgegen den Erwartungen hat der Polymorphismus der hitzestabilen alkali- 
schen Phosphatase keine rechtsmedizinische Relevanz. 
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E~ E ~ 0 ~ :  Alkalische Phosphatase, Polp~orphismus 

Der Serumspiegel der alkalischen Phosphatase steigt wghrend der Schwanger- 

schaft vom Ende des ersten Trimenons bis zur Geburt an. Diese Zunahme betrifft 

nur den hitzestabilen Anteil der Enzymgruppe, der plazentaren Ursprungs ist. 

Er ist in kleinen Mengen auch noch nach ~er Geburt bis zur 12. Woche post 

partum nachweisbar (CAYLA und FABRE, McMASTER e~ ~.). 

BOYER beschrieb als erster den genetischen Polymorphismus der alkalischen 
Phosphatase. Er fand 3 Phgnotypen bei 20 Schwangeren in der vertikalen St~rk- 
egel-Elektrophorese bei pH 9.7 und stellte eine Dbereinsti~nung der Serum- 
muster mit der Darstellung aus den Plazenta-Extrakten dieser Probandinnen 
fest. Die Seren enthielten jeweils noch eine langsamer wandernde Bande, die 
in den Plazenta-Extrakten nicht zu beobachten war. Im Nabelschnurblut wurde 
dagegen ein anderes Bild gefunden mit einer einzelnen, sehr langsam wandern- 
den Bande, die bei Erwachsenen nicht auftrat. Als Ursache for diesen abwei- 
chenden Befund wurde eine Schranke in der Plazenta angenommen. 

BOYER's Befunde wurden hinsichtlich des Polymorphismus der alkalischen 
Ser~-Phosphatase von BECKMAN und GRIVEA in der horizontalen St~rkegel- 
Elektrophorese bei pH 9.2 nachgeprNft. Sie fanden wie BOYER bei Frauen zum 
Geburtstermin 3 Phgnotypen (Abb. I. Proben I-3) und im Nabelschnurblut die 
einzelne, langsamer wandernde Bande. 4 bis 5% von 274 Neugeborenenseren wiesen 
au~erdem - im Gegensatz zu BOYER - eine schneller wandernde Bande ebenso wie 
ein Teil der Schwangeren auf (abb. I, Proben 4 und 5). Die Ehemgnner der unter- 
suchten Frauen zeigten ein Muster ohne die schnell wandernden Banden, die in 
der Schwangerschaft auftreten, dagegen in 40% der ]31Fglle eine besonders 
langsame Fraktion (Abb. ], Proben 6 und 7). Diese wurde nur bei ]0% von 264 
Frauen zur Zeit der Entbindung beobachtet und war dann meistens schwgcher als 
bei den M~nnern. Ein Vergleich mit dem Muster aus Plazenta-Extrakten der un- 
tersuchten Frauen wurde aber nicht vorgenommen. 

ROBSON und HARRIS untersuchten 338 Plazenta-Extrakte in der horizontalen 
St~rkegel-Elektrophorese und zwar in zwei Arbeitsggngen bei pH 8.6 und pH 
6.0. Mit dieser Technik konnten sie 6 h~ufige Phgnotypen unterscheiden (Abb.2). 
FNr ihre Vererbung nahmen sie ein Modell von 3 autosomalen Allelen an, da die 
Frequenzen der Varianten in Einklang mit dem HARDY-WEINBERG-Gesetz standen. 
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Abb. I. Serummuster der hitzestabilen alkalis~hen Phosphatase nach BECKMAN und 
GRIVEA (Horizontale Stgrkegel-Elektrophorese, pH 9.2) 
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In einer sp~teren VerSffentlichung berichteten die Autoren Hber die Beo~ach- 
tung yon weiteren 9, jedoch seltenen Ph~notypen (Abb. 2). Das Genmodell wurde 
daher von 3 h~ufigen um 6 seltene Allele eines autosomalen Genlocus erweitert. 
Die Untersuchung der Plazenta-Extrakte yon 400 heterozygoten Zwillingen zeigte, 
dab der Ph~notyp der alkalischen Plazenta-Phosphatase vom Genotyp des Feten 
bestimmt wird, was nicht verwundert, da die Plazenta fetalen Ursprungs ist. 
AuBer den beschriebenen Hauptfraktionen traten auch langsamer wandernde, 
schwgchere Zonen auf, die Variati6nen aufwiesen, die wir aber im Folgenden 
auBer acht lassen, da sie entbehrlich sind. Sie wurden auch von ROBSON und 
HARRIS 1967 anders beschrieben als 1965. 

BECKMANI~ a~. haben diese Befunde an Plazenta-Extrakten im wesentlichen 
best~tigt. THOMAS und HARRIS erkl~rten die etwas geringere Aktivit~t der homo- 
und heterozygoten l-Typen gegenHber S- und F-Typen mit deren geringerer Ther- 
mostabilitgt. 

Der reiche Polymorphismus der alkalischen P~az~-P~osp~s~ verhieB eine 

besonders gute Eignung fHr forensische Fragen, zumal die Frequenzen der Vari- 

anten Unterschiede in verschiedenen Populationen zeigten (BOYER; BECKMAN und 

BECKMAN; ISHIMOTO; BOTTINI ~ aS.). AuBerdem schien gHnstig, dab OYA die Akti- 

vit~t des Fermentes auch an getrockneten Spuren yon Schwangerenblut festge- 

stellt und ihren Nachweis als Test fHr Schwangeren- oder Geburtsblut empfoNlen 

hatte. 
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Abb. 2. Plazentatypen der hitzestabilen alkalischen Phosphatase nach ROBSON 
und HARRIS (Horizontale St~rkegel-Elektrophorese; Auftrennung in zwei Arbeits- 
g~ngen) 
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Nach den vorliegenden Befunden muBte vermutet werden, dab das Serummuster 

der alkalischen Phosphatase am Ende der Schwangerschaft und kurz nach der Ge- 

burt eine Zuordnung zum Muster der alkalischen Plazenta-Phosphatase dieser 

Frauen gestatten wHrde. Es bestand die Aussicht, dab die verbesserte Technik 

von ROBSON und HARRIS den an Plazenta-Extrakten festgestellten vielf~itigen 

Polymorphismus in entsprechender Weise auch an den Seren schwangerer Frauen 

sowie an Blutspuren erkennen lieBe, da erwiesen war, dab der hitzestabile 

Anteil der Enzymgruppe plazentaren Ursprungs ist. Damit kSnnten die Unter- 

suchungsmSglichkeiten bei KindestStung und verheimlichter Geburt verbessert 

werden. 

Es wurde daher in 66 Fgllen ein Vergleich angestellt zwischen Venenblut von 

M~ttern zur Zeit der Geburt, Plazenta-Extrakt und Nabelschnurblut und dabei 

die von ROBSON und HARRIS angegebene Methode der horizontalen Stgrkegel- 

Elektrophorese bei pH 8.6 und pH 6.0 angewandt. Ferner wurden 7 weitere Pla- 

~zenta-Extrakte ohne zugehSrige Blutproben sowie Alterungsvorg~nge, Blutspuren 

und 5 Blutproben nichtschwangerer Personen untersucht° 

TECHNIK 

I. Material: Plazentaextrakte: Kochsalzeluat nach Z~rkleinerung mit "Kauma- 
schine" 

Serumproben: Vorbehandlung 56°C 30 min. 

2. Elektrophorese: 

a. bei pH 8.6: Gelpuffer pH 8.6: 

BrHckenpuffer 
pH 8.0: 

Spannung 6 V]cm; 

b. bei pH 6.0: Gelpuffer pH 6.0: 

BrHckenpuffer 
pH 6.0 

Spannung 8 V/cm; 

3. F~rbung: Puffer pH 8.8: 

0.076 M Tris 
0.007 M Zitronensgure 

0.3 M Bors~ure 
Einstellung mit 10 N NaOH 

Laufzeit 6 h bei 
Zimmertemperatur 

0.0025 M Bernsteinsgure 
0.0046~M Tris 

O.41M Zitronensgure 
Einstellung mit 10 N NaOH 

Laufzeit 6 h bei 5°C 

0.1M Tris 
0.007 M Zitronensgure 

FgrbelSsung: 200 mg Natriumnaphthyl-(1)-phosphat 
200 mg Echt-Blau-RR-Salz 
20 Tropfen MgSO4-L~sung 10% 
20 ml PufferlSsung 

F~rbung bei 37 ° , 30 - 60 min. 
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Die Verteilung der in den Plazenta-Extrakten gefundenen Ph~notypen zeigte 

trotz der k$einen Vergleichszahl eine gute Ubereinstimmung mit den yon ROBSON 

und HARRIS verSffentlichten Frequenzen (Abb. 3). Die Muster lieBen sich aber 

zum Teil nur schwer mit den bestehenden Schemata der englischen Autoren in 

Einklang bringen. Der Vergleich mit ihren Befunden wurde ferner dadurch er- 

schwert, dab ihre Arbeiten nur sehr wenige Originalfotos enthalten, was bei 

dieser Situation verstgndlich ist. Abb. 4 zeigt Lichtbilder yon eigenen Phero- 

grammen, aus denen auBer den grunds~tzlichen Typisierungsschwierigkeiten noch 

hervorgeht, dab sich die Fraktionen bei pH 6.0 - wegen des fHr das Enzym un- 

gHnstigen Milieus - weniger scharf darstellten und schw~cher anf~rbten als 

nach Auftrennung bie pH 8.6. Wegen dieses schlechten Resultats wurde auf eine 

neue Typisierung verzichtet. 

Ein weiterer Arbeitsaufwand mit dem Ziele besserer Auftrennung und Klassifi- 

zierung erHbrigte sich auch deshalb, weil die Untersuchung der hitzestabilen 

alkalischen Ser~-Phosphatase - entgegen den Erwartungen - keinen so vielf~l- 

tigen Polymorphismus erbrachte wie die Plazenta-Extrakte und auch keine deut- 

liche Zuordnung zu den Plazenta-Typen erlaubte. Mit gutem Willen lieBen sich 

4 Serumtypen unterscheiden, die in Abb. 6 skizziert sind (Typen Ibis IV). 

Sie stirmnen nicht mit den Mustern Hberein, die BECKMAN und GRIVEA bei pH 9.2 

erhielten (Abb. 1). Die Differenzierung wurde vor allem durch die schwache 

Muster 
bei  pH 8.6 

pH 6.0 

PhSnotyp S FS F SI 

ROBSON 
und HARRIS n 250 196 47 61 

°/o/,1.9 32.8 ?.9 10.2 
Eigene 
Befunde n 32 24 6 7 

/o/`3.8 32.9 8.2 96_ o 

se(tene 
FI ~ VQrianten insgesamt 

26 ? 10 59? 

/`.4 1.2 1.7 100 

4 0 0 73 

5./` 0 0 100 

Abb. 3. Plazentatypen der hitzestabilen alkalischen Phosphatase schematisch 
nach ROBSON und HARRIS (1965) mit Frequenzen in England und Marburg 



304 I. Oepen und F. MUller 

"1- 

o 

~i~!~ii!ii~ii~i~!!~i !ilill ~ ~ 

q 

"1- 

if)  

LL"-" 

tl_ 

"~Z 

Ll_ 

o O_ 

LL 

, ~  r..b cd 

• ~ 0 • 

~aO 0 0 

~ LL I~- ~ ~-~ ~.~ 



Zum Polymorphismus der alkalischen Phosphatase 305 

~E 

Z 

U~ 

~ r ~  

z 

O9 

I.~ U') l i .  

m 
m (9 

-.a-o9 ~- ~m z.~ m u% M 

m ~ ~ ~ ~ -<1  

z ~ ~  
09 ~.m .m ~ o ~ 

4~ (D-.40J ~ :o 

O.~,,t z ,.~ m.m.~ 

~-- ~ ~ ~-~ ~ ~ 

~ ~:~,~ ~ ~--- 

~ ~-] ~ ~ • 0 

l:~ • .u ~ ,-4 4~ ,-~) 
• r- u~ ~ ~ ~ ~ m. ~-~ 



306 I. Oepen und F. MUller 

'Serumtyp I E 

i I 
pH 8,6 

Plc~zentetyp 

pH 6.0 

i 
n 33 18 ]0 5 66 

% 50 27 15 8 100 

S n 18 8 2 0 28 
°/o 5~ ~ 20 0 

FS n 8 z; 6 4 22 
°/o 24 22 60 80 

F en 3 2 1 0 6 
1o 9 11 10 0 

St n 2 4 1 0 ? 
~/~ 6 22 10 0 

F I n  2 0 0 1 3 
% 6 0 0 20 

Abb. 6. Serumtypen der hitzestabilen alkalischen Phosphatase bei Frauen zum 
Geburtstermin und Plazentatypen dieser Probandinnen; die Prozentzahlen der 
senkrecht aufgegliederten Plazentatypen beziehen sich auf die Gesamtzahlen 
der zugeh8rigen Serumtypen oberhalb der senkrechten Reihen (Auftrennung nach 
ROBSON und HARRIS) 

Anf~rbung und die schlechte Auftrennung bei pH 6.0 kompliziert, die noch 

ungHnstiger war als die der Plazenta-Extrakte. Ein Vergleich zwischen Serum- 

und Plazentatyp der untersuchten Frauen (Abb. 6) zeigt ledigllch, da6 ein- 

fache Muster wie I sowie S und Fund mehrbandige Muster wie II, III, IV und 

FS, SI, FI eher, aber keineswegs immer kombiniert auftreten. Dieser vage 

Zus~mmenhang ist forensisch nicht verwertbar. 

Auch die Nabelschnurseren waren unergiebig. Sie wiesen bis auf ! Ausnahme 

nur eine einzige Bande auf, die wie bei BOYER sowie BECKMAN und GRIVEA nicht 

so weit wanderte wie die Zonen aus Geburtsblut und Plazenta-Extrakten (Abb. $ 

und 5). Die von den letztgenannten Autoren in 4-5% der F~lle beobachteten 

Muster mit 2 Fraktionen wurden - mSglicherweise wegen der kleinen Zahl der 

Proben - seltener gefunden. 

Die 5 Seren (nichtschwangerer) Vergleichsprobanden (4 ~, ~ ~) wiesen nur 

eine schmale Bande auf, die sich in der Auftrennung bei pH 8.6 sehr schwach 

und bei 6.~ gar nicht anf~rbte. Sie lief etwas langsamer als Typ I. 
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Die auf Stoff getrockneten Blutspuren entwickelten nach Kochsalzelution, 

ebenso wie frische oder gealterte Plazenta-Extrakte, auf der ganzen Laufstrecke 

eine Fgrbung vonder Breite der Impfschlitze, die mit Zunahme von Alter und 

Konzentration der Proben die spezifischen Zonen immer schlechter erkennen 

lieBen (Abb. 4 und 5). 

GegenHber unterschiedlichen Aufbewahrungsbedingungen (18 Tage bei Zimmer- 

temperatur sowie 9 Monate bei -20°C) erwiesen sich die Muster der Seren eben- 

so wie die der Plazenta-Extrakte als stabil, w~hrend die Blutspuren schon nach 

3 his 4 Tagen eine Diagnose nicht mehr erlaubten. Eine Verlagerung der Zonen, 

wie sie ROBSON und HARRIS durch Einwirkung von Neuraminidase hervorriefen, 

wurde jedoch bis auf I Ausnahme (Abb. 5, Probe 3) nicht beobachtet. 

Auf die Inkubation der Seren bei 56°C fHr 30 min h~tte vermutlich verzichtet 
werden kSnnen, da der Anteil der hitzelabilen alkalischen Phosphatase bei 18, 
ohne und nach Erhitzen untersuchten Schwangerenseren minimal war, so dab er 
sich bei der Darstellung in der Elektrophorese nicht auswirkte. 

Es wurde noch die Frage einer Korrelation zwischen ABO-System und Polymor- 

phismus der alkalischen Phosphatase gepr~ft (Tab. [), da eine Abh~ngigkeit fHr 

die hitzelabile Fraktion als sicher angenommen wird (ARFORS et al.; BECKMAN; 

BAMFORD et al.; FICHTNER et al.; WALTER). Hinsichtlich des hitzestabilen An- 

teils wurde nur von BOTTINI u. Mitarb. ein Zusammenhang behauptet: sie regi- 

strierten einen signifikanten Mangel an F-Typen bei B-Individuen und sahen 

die Ursache hierfHr in einer Wechselwirkung zwischen den beiden Systemen 

wghrend der Schwangerschaft. Eine solche Tendenz geht aus unserem Untersuchungs- 

Tabelle. Plazentatypen der hitzestabilen alkalischen Phosphatase und ABO- 
Gruppe der untersuchten Frauen 

A n 11 

°/o 35 

AB n 0 

°/,, 0 

B n ,~ 

°/o 13 

0 n 16 

°/,, 52 

13 

59 

1 

3 

5 

23 

2 

33 

I 

17 

2 

33 

1 

17 

3 1 

50 25 

o 1 

0 25 

2 0 

33 0 

1 2 

17 50 

30 

3 

11 

25 

69 
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gut nicht hervor. Diese Aussage kann jedoch wegen der kleinen Zahl der F~lle 

nicht als Gegenbeweis gewertet werden und wurde aus diesem Grunde auch nicht 

statistisch ausgewertet. 

Ein so ungHnstiges Ergebnis hinsichtlich der Eignung der hitzestabilen alka- 

lischen Phosphatase f~r forensische Fragen war nach den Erfahrungen mit ande- 

ren Enzymen nicht zu erwarten: Sowohl die Phosphoglukomutase, als auch die 

Adenylatkinase und die Adenosindesaminase erlauben eine Znordnung yon Gewebe- 

typen (Muskulatur) zu denen der Erythrozyten trotz abweichender Ausprggung 

(OEPEN; OEPEN und MERTENS).Obwohl der plazentare Ursprung der hitzestabilen 

alkalischen Serum-Phosphate schwangerer Frauen auBer Zweifel steht, unter- 

scheidet sich die 18sliche Form im Serum vonder zellgebundenen Form der 

Plazenta. Demnach wirkt sich offenbar auch gegenHber dem mHtterlichen Kreis- 

lauf ebenso wie gegenHber dem des Kindes ein Schrankenmechanismus aus, der 

den Kohlenhydratanteil oder die Untereinheiten des Enzyms betre~fen kann 

(FISHMAN). 

Wir danken Frau Dr. E. ROBSON fur freundliche Hinweise, den Hebammen der 
Universitgts-Frauenklinik Marburg fur die Hilfe bei der Beschaffung der 
Plazenta- und Blutproben, Fraulein G. MERTENS fHr die Anfertigung der Licht- 
bilder und Herrn P. PROCHAZKA fHr die Zeichnungen und Tabellen. 
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