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:Jfit einer Abbildung im Text

FÜt den Proteascnnachweis sind einige Substratfilmtests bereits angegeben worden
(ADAMSund TUQAN1961, RorTT u. a. 1965, KWAAN1964, CUNNINGHAM1967). Die Me
thode, die hier beschrieben werden soll, zeichnet sich durch Einfachheit und Vielseitig
keit aus. Sie hat sich bewährt bei der Demonstration der proteolytischen Enzyme, die bei
der Implantation des Säugetierkeims im Uterus eine Rolle spielel1. In anderen Geweben,
z. B. der Glandula submandibularis, ist sie den bekannten Tests zumindest ebenbÜrtig.

Durch SubsttatfiJmtests werden im typischen Fall depolymetisierende, diffusible Enzy
me nachgewiesen. Das Substtat wird in Form eines Ausstrichs angeboten; et ist ent
weder unter den Inkubationsbedingungen von Natur aus unlöslich oder in eine unlösliche
Form Überführt wordeJ1. Die Schnitte montiert man heute meist direkt auf den Film

(vgI. DAousT 1965). Die Orte der Enzymaktivität werden nachgewiesen durch Auswaschen
der diffusiblen Spaltprodukte und Färbung deI' stehengebliebenen Filmteile. Spezifisch
ist deI' Test nur, wenn der Film nur von einem einzigen im Gewebe vorhandenen Enzym
angegriffen werden kann.

In dem Test, der hier beschrieben wird, kommen Gelatineaussttiche zur Anwendung.
Nachgewiesen werden daher verschiedene Proteasen. Die Ausstriche mÜssen fixiert wer
den, um bei 37 °C inhIbieren zu können. Bei Fixierung in Formol können die Filme gegen
Über einigen Proteasen techt resistent wetden. Verschiedene Fabrikate von Gelatine ver
halten sich z. T. unterschiedlich (vgI. SIERAKOWSKAund SHUGAR1961). Alkoholzusätze
in verschiedenen Konzenttationen beeinflussen den Quellungszustand der Gelatine (vgI.
NE~IETSCHEK1968, SCHXELL1968). Dadurch und durch verschiedene Dicke des Films
kann man die Diffusion des Enzyms im Film und die Größe der Abbauzone regulieren.
Auf diese Weise ist leicht eine Anpassung an die Erfordernisse verschiedener Enzyme in
verschiedenen Geweben möglich ..

Herstellung der Substratfilme

Von 5 % Gelatinelösung (Gelatine ~Ierck) Ausstriche auf Objektträger herstellen (0,2 oder
0,4 mZ auf 5 X 2,5 cm), auf kÜhler Fläche waagerecht erstarren und vollständig trocknen lassen.

Fixierung:

FÜr verschiedene Enzyme und Gewebe sind verschiedene Fixierungen optimal. Getestet werden
Fixierungsgemische aus: 10 mZ Formaldehydlösung säurefrei (~Ierck) + 90 mZ Athanol 100 %,
80 %, 50 %, 20 % oder Aqua bidest.

AusfÜhrung der Fixierung: 6 Stunden bei 4 oe oder Zimmertemperatur.

Anschließend 20 Minuten in fließendem r,eitungswasser von weniger als 20 oe waschen, Aqua
dest., Lufttrocknung.
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Die Ausstriche sind, bei himll\ertempemtnr trocken gelagert, mehrere Wochen lang haltbar.
V 01' Gebrauch in 1/15 m Phosphatpufferlüsung des gewÜnsc:hten]1 Tl 15 Minuten quellen lassen,

senkrecht an der Luft trocknen lassen.

AusfÜhrung des Tests

Kryostat-?\ativsdmitte auf den tnJl:kenen Fill1lmontieren. Inkubation in mit Vaseline gedichte

ten feuchten Kammern bei 37°C 10 )linuten bis (j Stunden (aHC'h eine Inkubation in flÜssigen
:J[edien ist möglich, vgl. CU:'\;\;I:'\GIL\:\[ 19(7).

Schnell in Fixiernngsgel1liseh ÜberfÜhren (Formol BO m1, Aqua dest. 70 m1, < 20°C) fÜr> 10
:JIinuten.

\Va.sehen iu fließendem Leitungs\\'asser 10 )[inuten, Aqua desto (nieht trocknen lassen), Färbung
in alkalischer Toluidinblaulösung (0,5 % Toluirlinblau in Boratpnffer ]11110,0) 10 bis 40 Minuten.
Xach 40 )Iinuten ist der Farbstoff unter alle Partien des Sehuittes gedrungen, mit Ausnahme nur

extrem fettreieher Orte. SpÜlen und nötigenfalls differenzieren in Leitungswasser, Ar[lla dest.,
Lnfttrocknung.

Entwiissern in der Alkoholreihe (ab 80%), Xylol, Einsehlnß.

Abb. 1. Substratfilmtest fÜr (len l'roteasennaehweis, Glandnlae subnl;l,ndibnlaris (oben) unrl snb

lingualis major (nnten), Hatte. 100 X. Fixierung des Substratfims im Formolgemiseh mit 50 %
Ath<lllOl bei hinllnertempemtur. pH 7,5. Illkubationsdauer 30 :Jlin. Scharf begrenzte Abbauzonen

in der Glandula submanrlibularis.

Ergebnis

Ungefärbte oder sdmach gefärbte Partien des Substratfilllls geben die Orte der EIlZYlll
aktivität an.
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