Substratfilmtest fiir den Proteasennachweis

Von H.-W. DENKER

(Arbeitsgruppe Professor Gottsehewski, Max-Planck-Institut fiir Immunbiologie,
Freiburg i. Br.)

Mit einer Abbildung im Text

Fiir den Proteasennachweis sind einige Substratfilmtests bereits angegeben worden
(Apams und Tugan 1961, Rorrr w. a. 1965, Kwaan 1964, Cunvineuam 1967). Die Me-
thode, die hier beschrieben werden soll, zeichnet sich durch Einfachheit und Vielseitig-
keit aus. Sie hat sich bewihrt bei der Demonstration der proteolytischen Enzyme, die bei
der Tmplantation des Séugetierkeims im Uterus eine Rolle spielen. In anderen Geweben,
z. B. der Glandula submandibularis, ist sie den bekannten Tests zumindest ebenbiirtig.

Durch Substratfilmtests werden im typischen Fall depolymerisierende, diffusible Knzy-
me nachgewiesen. Das Substrat wird in Form eines Ausstrichs angeboten; er ist ent-
weder unter den Inkubationshedingungen von Natur aus unlislich oder in eine unlésliche
Form iiberfithrt worden. Die Schnitte montiert man heute meist direkt auf den Film
(vgl. Daoust 1965). Die Orte der Enzymalktivitit werden nachgewiesen durch Auswaschen
der diffusiblen Spaltprodukte und Férbung der stehengebliebenen Filmteile. Spezifisch
ist der Test nur, wenn der Film nur von einem einzigen im Gewebe vorhandenen Enzym
angegriffen werden kann.

In dem Test, der hier beschrieben wird, kommen Gelatineausstriche zur Anwendung.
Nachgewiesen werden daher verschiedene Proteasen. Die Ausstriche miissen fixiert wer-
den, um bei 37 °C inkubieren zu kinnen. Bei Fixierung in Formol kénnen die Filme gegen-
ither einigen Proteasen recht resistent werden. Verschiedene Fabrikate von Gelatine ver-
halten sich z. T. unterschiedlich (vgl. SiErRaAKowsKA und Suvuear 1961). Alkoholzusitze
in verschiedenen Konzentrationen beeinflussen den Quellungszustand der Gelatine (vgl.
NeMETsCHEK 1968, Scuxerr 1968). Dadurch und durch verschiedene Dicke des Films
kann man die Diffusion des Enzyms im Film und die GroBe der Abbauzone regulieren.
Auf diese Weise ist leicht eine Anpassung an die Erfordernisse verschiedener Enzyme in
verschiedenen Geweben maglich,

Herstellung der Substratfilme

Von 59, Gelatineldsung (Gelatine Merck) Ausstriche auf Objekttriger herstellen (0,2 oder
0,4 ml auf 5% 2,5 em), auf kithler Fliche waagerecht erstarren und vollstindig trocknen lassen.

Fixierung:

Fir verschiedene Enzyme und Gewebe sind verschiedene Fixierungen optimal. Getestet werden
Fixierungsgemische aus: 10 ml Formaldehydlosung siurefrei (Merck) + 90 ml Athanel 1009,
809, 50 %, 209, oder Aqua hidest.

Ausfihrung der Fixierung: 6 Stunden bei 4 °C oder Zimmertemperatur.

Anschliefiend 20 Minuten in fliefendem Leitungswasser von weniger als 20 °C waschen, Aqua
dest., Lufttrocknung.
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Die Ausstriche sind, bei Zimmertemperatur trocken gelagert, mehrere Wochen lang haltbar,
Vor Gebrauch in 1/15 m Phosphatpufferlisung des gewinsehten pH 15 Minuten quellen lassen,
senkrecht an der Luft trocknen lassen.

Ausfithrung des Tests

Kryostat-Nativschnitte auf den trockenen Film montieren. Inkubation in mit Vaseline gedichte-
ten feachten Kammern bei 37 °C 10 Minuten bis 6 Stunden {auch eine Inkubation in fliissigen
Medien ist moglich, vgl. CunyiNarnay 1967).

Schnell in Fixierungsgemisch iiberfithren (Formol 30 mi, Aqua dest. 70 ml, < 20 °C) fir — 10
Minuten.

Waschen in fliefiendem Leitungswasser 10 Minuten, Aqua dest, (nicht trocknen lassen), Firbung
in alkalischer Toluidinblaulosung (0,5 °, Toluidinblan in Boratpuffer pIl 10,0) 10 bis 40 Minuten.
Nach 40 Minuten ist der Farbstoff unter alle Partien des Schnittes gedrungen, mit Ausnahme nur
extrem fettreicher Orte. Spitlen und nétigenfalls differenzieren in Leitungswasser, Aqua dest.,
Lufttrocknung,

Entwissern in der Allkoholreihe (ab 809), Xvlol, Einschluf,

Abb. 1. Substratfilmtest fiir den Proteasennachweis, Glandulae submandibularis (oben) und sub-
lingualis major (unten), Ratte, 100, Fixiernng des Substratfims im Formolgemisch mit 5094
Athanol bei Zimmertemperatur. pH 7,5, Inkubationsdauer 30 Min. Scharf begrenzte Abbanzonen

in der Glandula submandibularis.

Ergebnis

Ungefiirbte oder schwach gefirbte Partien des Substratfilms geben die Orte der Enzym-
aktivitit an.
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