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PROCEDE DE SEPARATION, D'IDENTIFICATION ET DE
QUANTIFICATION D'ISOENZYMES ET D'ISOFORMES DE LA
PHOSPHATASE ALCALINE
Objet de l'invention

La présente invention concerne essentiellement un
procédé électrophorétique permettant de séparer et d'identi-
fier les isoenzymes et les isoformes de la phosphatase alca-
line présentes dans un liquide physiologique ou un extrait
de tissu.

Elle concerne également un procédé densitométrique
permettant de quantifier les isoenzymes et les isoformes
mises en évidence par le procédé électrophorétique de 1'in-
vention.

L'invention s'étend également aux préparations
utilisées pour la mise en oeuvre du procédé et aux produits
de celui-ci. .

Arriere-plan technologique

Le terme de phosphatase alcaline (EC3.1.3.1), en
abrégé PAL, regroupe un ensemble d'enzymes catalysant, & pH
basique, l'hydrolyse d'esters phosphoriques.

Ia PAL est présente au niveau des membranes cellu-
laires et se trouve dans la plupart des tissus de 1'organis-
me. En fonction de leur localisation, on parlera des iso-
enzymes intestinale, rénale, osseuse, hépatique, placentaire
et intestin foetal. Les PAL circulent également dans le sérum
sanguin. 4

Dans l'organisme humain, quatre génes différents
contrdlent l'expression de la PAL: un géne tissulaire non

spécifique (codant pour les isoenzymes osseuse, hépatique et

73
I
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rénale, notamment), un géne intestinal, un géne placentaire
et un géne intestin foetal, chacun de ces génes codant pour
une isoenzyme correspondante.

Chacune de ces isoenzymes peut subir une ou plu-
sieurs modifications post-translationnelles altérant ses
propriétés physico-chimiques mais conservant ses propriétés
biologiques et devenir une isoforme.

On connailt actuellement les isoformes suivantes:
isocenzyme liée a une immunoglobuline, isoenzyme tétramére,
isoenzyme ayant une teneur anormale en acide sialique, iso-
enzyme liée a un débris de membrane cellulaire (appelé macro-
moléculaire), isoenzyme liée a une lipoprotéine, par exemple
a la LpX.

Ie nombre et la quantité des différentes isocenzymes
et isoformes de la phosphatase alcaline varient trés forte-
ment en fonction d'une part de l'adge et d'autre part de
1'état de santé des individus. :

Les isoenzymes osseuses et hépatiques ont été
particuliérement étudiées, car toute pathologie primaire ou
secondaire affectant les'systémes osseux et/ou hépato-bi-
liaire est susceptible d'occasionner une augmentation ou une

~ 7z

b

diminution selon le cas des isoenzymes osseuses et/ou hépati-

ques dans le sérum sanguin et de s'accompagner de l'appari-
tion d'une autre isoenzyme ou d'une ou plusieurs isoformes.

On sait que le taux d'isoenzymes osseuses sériques
décroit de l'enfance vers l'dge adulte et présente des poin-
tes au moment des poussées de croissance. Un arrét de crois-
sance chez l'enfant se marque par une diminution anormale du
taux d'isoenzymes osseuses. Les poussées de croissance s'ac-
compagnent de la présence, dans le sérum sanguin, d'une
seconde fraction osseuse qui apparait sous forme de tétrame-
res.

Cette fraction est absente du sérum de 1l'adulte
normal, mais on 1l'y découvre lorsqu'un processus multiplica-
tif pathologique est présent au niveau des os (maladie de
Paget, métastases osseuses...).

Une activité ostéoclastique sera caractérisée par
la présence d'isoenzyme osseuse a teneur moindre en acide



10

15

20

25

30

35

0910GQz6

sialique.

IL'isoenzyme hépatique reste normalement & un taux
constant tout au long de la vie d'un individu en bonne santé.

Les maladies dégénératives du foie comme la fi-
brose, les maladies occasionnant une infiltration hépatique
et résultant en une destruction progressive des hépatocytes,
résultent en une diminution, puis en une disparition de
l'isoenzyme hépatique.

Une cholostase intra ou extrahépatique (hépatite,
cirrhose, métastases hépatiques, compression hépatique occa-
sionnée par une tumeur de voisinage par exemple) peut occa-
sionner par contre une augmentation de 1l'isoenzyme hépatique
accompagnée de l'apparition de 1l'isoforme dénommée fraction
macromoléculaire, hépato-biliaire ou alpha 1, (liée & un
débris de membrane) ainsi que d'autres isoformes, telles que
des fractions hépatiques liées & différentes lipoprotéines.

'~ En l'absence d'une inflammation aigué, la présence
d'une isoenzyme hépatique ayant une teneur en acide sialique
diminuée est un signe de présence tumorale.

Une isoenzyme hépatique ayant une teneur anormale
en acide sialique se rencontre dans l'hyperphosphatasémie
transitoire infantile (infection virale des voies respiratoi-
res ou digestives chez l'enfant).

L'identification d'autres types d'isoenzymes de la

'phosphatase alcaline permet également de déceler des troubles

pathologiques.

On sait ainsi que la présence d'isoenzymes placen-
taires en dehors de la grossesse est le signe d'une patholo-
gie tumorale a évolution rapide, gque des iscenzymes et iso-
formes intestinales en quantités élevées peuvent é&tre 1la
marque d'une maladie systémique et que l'isoenzyme intestin
foetal se rencontre en cas de tumeur primitive du foie (hépa-
tome).

L'étude des phosphatasgs alcalines peut donc appor=-
ter une aide substantielle au diagnostic mais aussi i 1la
surveillance des patients pour suivre 1l'évolution d'une
maladie ou objectiver l'effet d'un traitement.
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Résumé de l'état de la technique
Les différentes isoenzymes sont habituellement

séparées par é€lectrophorése sur gel d'agarose ou de polyacry-
lamide ou sur membranes d'acétate de cellulose.

Selon les techniques utilisées, certaines isoenzy-
mes ou isoformes ne sont pas révélées ou ne peuvent étre
identifiées sans ambiguité. La sensibilité n'est pas toujours
suffisante non plus, ce qui empéche une détection précoce des
pathologies.

On a proposé dans le brevet US-A-4 030 995 un
procédé électrophoréticue dans lequel on utilise un détergent
non-ionique qui permet aux isoenzymes de pénétrer dans un gel
d'agarose et donc de présenter une bonne révélation. La
migration des isoformes dans le gel lors de l'électrophorése
est cependant insuffisante et ne permet pas une identifica-
tion parfaitement fiable.

L'utilisation d'un détergent non-ionique permet

notamment a l'isoforme macromoléculaire de pénétrer dans le -

gel; celle-cli n'acquérant pas de charge, reste localisée au
point d'application, ol elle est difficilement identifiable,
étant donné qu'on trouve & ce méme endroit les fractions
suivantes: intestinale, wvariant intestinal, placentaire,
diverses fractions tétramérisées, et des fractions liées a
des immﬁnoglobulines.

Les détergents anioniques, quant & eux, apportent
une charge négative aux différentes isoformes, permettant de
les étaler sur toute la longueur de la migration. Leur utili-
sation présente cependant des inconvénients: ils augmentent
le courant (avec le risque de rupture des gels) et par consé-
quent l'effet Joule (dénaturation possible des enzymes); ces
détergents sont en outre souvent dénaturants au niveau des
protéines (donc des enzymes), ils peuvent méme étre des
"anti-enzymes", c'est-a-dire causer une inhibition de l'acti-
vité phophatasique. Enfin, ils peuvent conférer une charge
trop grande pour une isoforme donnée, la faire migrer trop
fortement lors de 1'électrophorése et méme la faire sortir

.du gel.

Lorsqu'on utilise un détergent cationique seul, la
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fraction macromoléculaire dont la charge est modifiée migre
dans la direction opposée a celle qu'elle adopte en électro-
phorése de protéines sériques, ce qui rend difficile 1l'inter-
prétation.

Pour toutes ces raisons, les détergents anioniques
ou cationiques ne sont habituellement guére utilisés dans les
techniques électrophorétiques pour 1'identification des
phosphatases alcalines.

Jusqu'a présent, une séparation correcte et une
identification slre des isoenzymes osseuse et hépatique
notamment n'ont pu étre obtenues qu'en recourant a des tech-
niques complémentaires impliquant une double analyse.

Ainsi, il est connu de pratiquer des électrophorée-
ses sur membranes d'acétate de cellulose en faisant migrer
sur le méme support non seulement 1l'échantillon a analyser
mais encore un échantillon thermodénaturé 10 minutes a 56°C.

Il est encore connu de traiter des échantillons a
la neuraminidase, qui &te les résidus d'acide sialique de
phosphatases alcalines & des vitesses différentes selon
l'origine (hépatique ou osseuse) de 1l'isocenzyme, ce qui
assure une meilleure séparation des bandes électrophorétiques
correspondant aux isoenzymes hépatique ou osseuse. D'aprés
les techniques connues, méme l'analyse densitométrique ne
permet pas d'observer d'une maniére nette deux fractions
séparées sans recourir a un test complémentaire. Il est a
noter que la neuraminidase n'agit pas sur la fraction intes-
tinale, constituée d'asialoglycoprotéines.

Les techniques a double analyse sont malheureuse-
ment lentes et coliteuses.

Ia durée des analyses selon les procédés connus
incluant 1l'utilisation d'un détergent est encore augmentée
par le fait que le détergent est généralement ajouté au gel
aprés le coulage et le refroidissement de celui-ci: avant
1'électrophorése proprement dite, il est nécessaire de placer
le gel dans un tampon dit d'équilibration pendant 30 minutes.
De tels tampons n'ont qu'une durée de conservation limitée

‘(60 jours) et doivent donc étre renouvelés lorsqu'on pratique
des analyses & longueur d'année.
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L'invention a pour but de mettre au point une
technique é&lectrophorétique qui permette une séparation
correcte des isoenzymes osseuse et hépatique de la phospha-
tase alcaline ainsi qu'une identification sans ambiguité de
toute autre isoenzyme ou isoforme, tout en ayant une trés
grande sensibilité. ‘

Elle a également pour but de permettre une telle
séparation qui puisse étre réalisée sans recourir & une
double analyse d'échantillons. '

Elle a encore pour but de fournir un procédé élec~
trophorétique permettant de quantifier directement les iso-
enzymes osseuse et hépatique de la phosphatase alcaline dans
du liquide physiologique ou des extraits de tissus.

Un but particuliérement intéressant est de fournir
des trousses d'électrophorése prétes a l'emploi, de longue
conservation et qui permettent d'cbtenir une bonne coloration
des échantillons tout en pouvant étre utilisées au cours
d'une procédure plus simple et dont la durée est considéra-
blement diminuée par rapport aux procédures a appliquer dans
les techniques connues.

La Demanderesse a constaté avec surprise que l'uti=-
lisation conjointe de détergent non-ionique et de détergent
anionique dans un gel d'agarose utilisé en électrophorése
permettait d'atteindre les buts ci-dessus.

Eléments caractéristiques de 1'invention

Selon l'invention, on fournit un procédé électro-
phorétique pour séparer et identifier les isoenzymes et les
isoformes de la phosphatase alcaline dans un échantillon de
liquide physiologique ou d'extrait de tissu dans lequel on
applique sur le milieu de support un tampon, au moins un
détergent non-ionique et au moins un détergent anionique, en
solution dans ce tampon.

De préférence, chaque détergent est présent dans
le tampon en une quantité de 0,1 a 10 g/l.

Avantageusement, la proportion entre le détergent
non-ionique et le détergent anionique est comprise entre

.1:0,5 et 2:1.
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De préférence, le pH du tampon est compris entre
8 et 11. Dans une forme d'exécution préférée, le pH est de
9,45.

Le tampon utilisé est de préférence du
Tris(hydroxyméthyl) aminométhane contenant de l'acide bori-
que.

Le détergent anionique peut étre choisi parmi les
acides biliaires et les sels biliaires et consister dans ce
cas de préférence en désoxycholate de sodium ou en taurocho=-
late de sodium.

Alternativement, le détergent anionique peut con-
sister en un composé de formule

R1 = XNa
ou R, représente une chaine alkyle linéaire ou ramifiée

de 6 a 12 atomes de carbone et

X représente un groupe choisi parmi les groupes sul-
fate, sulfonate et carboxylate.

On peut également utiliser comme détergent anioni-
que dans le procédé de l'invention un dérivé d'acide aminé
dont la fonction amine porte un substituant N-alkyle ou
N-aikoyle de 6 & 12 atomes de carbone.

Le milieu de support pour 1l'électrophorése peut
étre une membrane d'acétate de cellulose, un gel de poly-
acrylamide ou un gel d'agarose.

Dans ce dernier cas, les détergents peuvent étre
ajoutés soit a la solution tamponnée d'agarose avant le
coulage des gels, soit, en mélange dans un tampon d'équili-
bration, au gel déja coulé.

Le détergent non-ionique est choisi dans le groupe
comprenant les dérivés de type Triton, Brij et Tween, le
lubroel, 1l'éthylphénylpolyoxyéthyléne glycol et le N-oxyde de
diméthyl N-N dodécylamine.

Le procédé de l'invention peut comprendre en outre
une étape de quantification des isoenzymes et des isoformes
de la phosphatase alcaline séparées et identifiées par ce
procédé. Cette quantification peut étre réalisée par analyse
densitométrique aux environs de 600 nm aprés incubation du

- gel pendant 15 minutes dans une solution contenant du

!
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5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate et du bleu de tétrazo-
lium nitre.

L'invention a également pour objet des trousses
pour 1l'électrophorése des isoenzymes de 1la phosphatase
alcaline comprenant un gel d'agarose et un agent détergent
consistant en au moins un détergent non-ionique et au moins
un détergent anionique. De préférence, le gel d'agarose de
ces trousses est fabriqué en y introduisant les détergents
en solution dans un tampon, avant la solidification du gel
contenant de l'agarose.

Les détergents sont choisis parmi ceux mentionnés
ci-dessus.

Un autre objet de l'invention est un gel d'agarose
contenant ces détergents.

Avantageusement, on fabrique les trousses de 1l'in-
vention en introduisant, avant solidification de l'agarose,
outre les détergents, de la chlorhexidine. Cette substance
est un bon agent conservateur; un objet de l'invention est
son utilisation & cette fin dans des réactifs de laboratoire.

Un autre objet de l'invention est l'utilisation des
trousses de l'invention pour l'identification et la quantifi-
cation des isoenzymes et des isoformes dans des échantillons
de liquide physiologique et des extraits de tissus.
Exemples d'exécution de 1'invention .

L'invention est illustrée par 1les exemples de
préparation de gels électrophorétiques repris ci-dessous
(exemples 1 a 4) et par un exemple de mise en oceuvre (exem-
ple 5).

Exemples 1 & 4 (préparation)

Une solution standard d'agarose est préparée de la
maniére suivante: a 1 1 d'eau distillée sont ajoutés succes-
sivement: 0,38 mole de Tris(hydroxyméthyl) aminométhane,
0,062 mole d'acide borique, environ 0,02 mole d'hydroxyde de
sodium pour obtenir un pH de 9,45. Aprés dissolution com-
pléte, 10 g d'agarose ainsi que des adjuvants connus permet-
tant d'obtenir les caractéristiques de gel souhaitées (textu-
re, rétention d'eau,...), sont ajoutés sous forte agitation.
Le mélange est porté & 95°C. Aprés dissolution compléte, il

\

»
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est refroidi & 55°C.
Exemple 1

1 g d'éthylphénylpolyoxyéthyléne glycol renfermant
10 résidus éthyléne et 0,75 g de N-lauroylsarcosinate de
sodium ainsi que 200 mg de chlorhexidine sont ajoutés a la
solution standard. Aprés dissolution compléte, l'agitation
est arrétée et on procéde au coulage des gels d'agarose (200
a4 250 gels de 10 x 7,5 cm) sur un support adéquat.

Exemple 2

1 g d'éthylphénylpolyoxyéthylene glycol renfermant
10 résidus éthyléne et 0,9 g de N-lauroyl-=N-méthyltaurinate
de sodium ainsi que 200 mg de chlorhexidine sont ajoutés a
la solution standard. Aprés dissolution compléte, l'agitation
est arrétée et on procéde au coulage des gels d'agarose (200
& 250 gels de 10 x 7,5 cm) sur un support adéquat.
Exemple 3

1 g de polyoxyéthyléne lauryl éther, PEG 9-10, (PM
moyen 582) renfermant 10 résidus éthyléne et 0,75 g de
N-lauroylsarcosinate de sodium ainsi que 200 mg de chlorhexi-
dine sont ajoutés & la solution standard. Aprés dissolution
compléte, l'agitation est arrétée et on procéde au coulage
des gels d'agarose (200 & 250 gels de 10 x 7,5 cm) sur un
support adéquat.

Exemple 4

1 g de N-oxyde de diméthyl N-N dodécylamine renfer-
mant 10 résidus éthyléne et 0,75 g de N-lauroylsarcosinate
de sodium ainsi que 200 mg de chlorhexidine sont ajoutés a
la solution standard. Aprés dissolution compléte, l'agitation
est arrétée et on procéde au coulage des gels d'agarose (200
& 250 gels de 10 x 7,5 cm) sur un support adéquat.

I1 est & noter que l'utilisation de la chlorhexidi-
ne, (que l'on utilise habituellement de maniére courante pour
la désinfection des mains pendant des opérations chirurgica-
les, ou en tant que désinfectant actif dans des affections
buccales, par exemple) en tant qu'agent conservateur dans un
gel d'agarose est particuliérement avantageuse: les résultats
obtenus sont tout aussi bons qu'en utilisant classiquement

1'azide de sodium, lequel risque de former des composés

0
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explosifs au contact d'objets métalliques, par exemple dans
les canalisations d'eau.

La Demanderesse a d'ailleurs utilisé la chlorhexi-
dine avec succés & cette fin pour des gels d'agarose ou
d'agar destinés a d'autres types d'analyses électrophoréti-
ques que celles des isoenzymes de la phosphatase alcaline.
L'utilisation de chlorhexidine comme agent préservatif empé-
chant le développement de bactéries, de moisissures, levures
et algues dans des réactifs de laboratoire les plus divers
s'est, & maintes reprises, révélée efficace.

Exemple 5 (mise en oeuvre)

Un gel obtenu selon une des préparations décrites
en exemples 1, 2, 3, 4 est déposé sur la table, buvardé pour
enlever l'excés de tampon et des échantillons sont appliqués
selon un procédé courant en électrophorése. Le gel est alors
sounis a une électrophorése de 150 V pendant 25 minutes
(valeurs pour un gel de 10 x 7,5 cm) en utilisant de préfé-
rence comme tampon d'électrophorése un tampon identique a
celui utilisé pour la préparation de la solution standard
d'agarose. Aprés l'électrophorése, le gel est incubé a 45°C
pendant 15 minutes avec une solution de 10 ml d'un tampon 2-
amino-2-méthylpropanol & pH 10,6 contenant du substrat 5-
bromo-4~-chloro-3-indolyl phosphate et du bleu de tétrazolium
nitré. Le gel est alors rincé avec de 1l'eau distillée et/ou
une solution d'acide acétique & 5%, puis séché. Apreés ringa-
ge, le gel peut également étre buvardé, compressé une ou
plusieurs fols, puils séché.

I1 est & noter par ailleurs que le bleu de tétrazo=-
lium nitré amplifie la coloration obtenue grédce a la trans-
formation du substrat en un composé violet. Un quart d'heure
d'incubation dans le tampon est tout & fait suffisant pour
obtenir un excellent résultat.

lLes gels présentent, aprés électrophorése, une
série bandes de coloration violette correspondant aux diffé-
rentes isoformes ou isoenzymes contenues dans les échantil-
lons et peuvent dans la plupart des cas étre identifiées a
1'0eil nu.

Des résultats expérimentaux obtenus avec un grand
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nombre d'échantillons de différentes origines ont permis
d'identifier d'une maniére fiable et sans recourir & une
analyse complémentaire, les isoenzymes et isoformes suivan-
tes: isoenzymes liées & des lipoprotéines, isoenzyme liée a
la IpX, fraction X présente dans 1'hyperphosphatasémie tran-
sitoire infantile, la fraction macromoléculaire, la fraction
intestin foetal, des fractions tétramérisées (telles que la
seconde fraction osseuse, la deuxiéme et la troisiéme frac-
tions placentaires, la fraction variant intestinal), la
fraction hépatique, la fraction osseuse, la fraction intes-
tinale adulte, et les fractions hépatique, osseuse, intesti-
nale placentaire, chacune de ces fractions se présentant sous
une forme liée a une immunoglobuline.

L'analyse densitométrique aux environs de 600 nm
permet de déterminer avec précision les quantités des diffé-
rentes fractions présentes dans un échantillon donné. Si de
telles analyses sont effectuées sur un méme patient au cours
du temps, elles permettent un suivi de 1'évolution d4'une
maladie, ou un diagnostic précis.

Bien que les exemples ci-dessus illustrent des
formes d'exécution particuliérement avantageuses de l'inven-
tion, ils n'en limitent nullement la portée.

Un mélange de détergent non-ionique et de deétergent
anionique dans un tampon peut également étre utilisé dans des
techniques d'électrophorése dans lesquelles le support est
constitué par de l'acétate de cellulose par exemple

Au cas ou on dispose par exemple d'un gel Beckman
Paragon® SPE ne contenant pas un tel tampon & deux détergents
tel que décrit plus haut, on ne sortira pas du cadre de
1'invention en laissant incuber un tel gel classique dans un
tel tampon: les résultats obtenus bien que la procédure soit
plus longue, sont tout & fait similaires; une telle maniére
de procéder constitue une alternative qui ne sort pas du
cadre de l'invention.
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REVENDICATIONS

1. Procédé électrophorétique pour séparer et iden-
tifier les isoenzymes et les isoformes de la phosphatase
alcaline dans un échantillon de liquide physiologique ou
d'extrait de tissu dans lequel on applique sur un milieu de
support un tampon et du détergent caractérisé en ce qu'on
utilise au moins un détergent non-ionique et au moins un
détergent anionique en solution dans ce tampon.

2. Procédé suivant la revendication 1, caractérisé
en ce que chaque détergent est présent dans le tampon en une
quantité de 0,1 a 10 g/1 de tampon.

3. Procédé suivant l'une quelconque des revendica-
tions 1 et 2, caractérisé en ce que la proportion entre le
détergent non-ionique et le détergent anionique est comprise
entre 1:0,5 et 2:1.

4, Procédé suivant l'une quelconque des revendica-
tions 1 & 3 caractérisé en ce que le pH du tampon est compris
entre 8 et 11.

5. Procédé suivant 1l'une quelconque des revendica-
tions précédentes, caractérisé en ce que le tampon utilisé
est du Tris(hydroxyméthyl) aminométhane contenant de 1l'acide
borique.

6. Procédé suivant l'une quelconque des revendica-
tions précédentes, caractérisé en ce que le détergent anioni-
que est choisi parmi les acides biliaires et les sels biliai-
res.

7. Procédé suivant la revendication 6, caractérisé
en ce que le détergent est un sel biliaire, de préférence le
désoxycholate de sodium ou le taurocholate de sodium.

8. Procédé suivant l'une quelconque des revendica-
tions 1 & 5, caractérisé en ce que le détergent anionique
consiste en un composé de formule

R1 - X Na
ol R, représente une chaine alkyle linéaire ou ramifiée

de 6 & 12 atomes de carbone et

X représente un groupe choisi parmi les groupes sul-
fate, sulfonate et carboxylate.

9. Procédé suilvant l'une quelconque des rgvendica-
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tions 1 & 5 caractérisé en ce que le détergent anionique est
un dérivé d'acide aminé dont la fonction amine porte un sub-
stituant N-alkyle ou N-alkoyle de 6 & 12 atomes de carbone.

10. Procédé suivant l'une quelconque des revendica-
tions précédentes, caractérisé en ce que le milieu de support
est une membrane d'acétate de cellulose.

11. Procédé suivant l'une quelconque des revendica-
tions 1 a 9, caractérisé en ce que le milieu de support est
un gel de polyacrylamide.

12. Procédé suivant l'une quelconque des revendica-
tions 1 & 9, caractérisé en ce que le milieu de support est
un gel d'agarose. '

13. Procédé suivant la revendication 12, caractéri-
sé en ce que les détergents sont ajoutés & une solution tam-
ponnée d'agarose avant le coulage des gels.

14, Procédé suivant la revendication 12, caractéri-
s€ en ce que les détergents sont ajoutés en mélange dans un
tampon d'équilibration au gel d'agarose déja coulé.

15. Procédé suivant l'une quelconque des revendica=-
tions précédentes, caractérisé en ce que le détergent non-
ionique est choisi dans le groupe comprenant les dérivés de
type Triton, Brij et Tween, le lubrol, l'éthylphénylpolyoxyé-
thyléne glyceol et le N-oxyde de diméthyl-N-N-dodécylamine.

16. Procédé suivant 1l'une quelconque des revendica-
tions précédentes, caractérisé en ce qu'il comporte en outre
une étape de quantification des isoenzymes et des isoformes
de la phosphatase alcaline séparés et identifiés.

17. Procédé suivant la revendication 16, caractéri-
sé en ce qu'on incube le gel aprés électrophorese pendant 15
minutes avec un substrat contenant du 5-bromo-4-chloro-indo-
1yl phosphate et du bleu de tétrazolium nitré et en ce qu'on
procéde & une analyse densitométrique aux environs de 600 nm
des bandes colorées obtenues, ce qui permet une quantifica-
tion.

18. Trousse pour l'électrophorése des isoenzymes
de la phosphatase alcaline comprenant un gel d'agarose et un
agent détergent, caractérisé en ce que le gel d'agarose

- contient en tant qu'agent détergent au moins un détergent
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non-ionique et au moins un détergent anionique.

19. Trousse suivant la revendication 18, caractéri-
sée en ce que le gel d'agarose est fabriqué en y introduisant
les détergents, en solution dans un tampon, avant la solidi-
fication de l'agarose.

20. Trousse suivant l'une quelconque des revendica-
tions 18 et 19, caractérisée en ce que le ou les détergents
anioniques sont choisis parmi les détergents d'une quelconque
des revendications 6 & 9 et en ce que le ou les détergents
non-ioniques sont choisis parmi les détergents de la revendi-
cation 15.

21. Gel d'agarose compris dans une trousse suivant
1l'une quelconque des revendications 18 a 20.

22, Procédé de fabrication de trousses pour 1l'élec-
trophorése des isoenzymes de la phosphatase alcaline, carac-
térisé en ce qu'on prépare une solution standard d'agarose
dans un tampon, qu'on la chauffe, qu'on la laisse refroidir,
et qu'on y ajoute au moins un détergent non ionique et au
moins un détergent anionique avant solidification.

23. Procédé suivant la revendication 22, caracté-
risé en ce qu'on ajoute également, avant solidification, de
la chlorhexidine.

24. Utilisation d'une trousse suivant l'une quel-
conque des revendications 18 & 20 pour l'identification et
la quantification des isoenzymes et isoformes de la phospha-
tase alcaline dans des échantillons de liquide physiologique
et des extraits de tissu.

25. Utilisation de 1la chlorhexidine en tant
gqu'agent conservateur dans des réactifs de laboratoire,
notamment dans des gels d'agar ou d'agarose.

A
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