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Zur Spezifitit und Empfindlichkeit des Proteasen-Substratfilmtests
auf Gelatinebasis

Von H.-W. Denker

(Abteilung Anatomie der Medizinischen Fakultdt der Rheinisch-Westfilischen
Technischen Hochschule Aachen)

Mit einer Abbildung und einer Tabelle im Text

Proteasen-Substratfilmtests auf Gelatinebasis haben sich insbesondere in Unter-
suchungen iiber Blastozysten- und Spermien-Proteasen bewahrt (Denker 1969,
1971 b, 1974a und b; Wendt et al. 1975 ; weitere Literaturhinweise s. Denker 1974a).
Ublicherweise werden sie als allgemeine Proteasentests von geringer Spezifitiat ange-
sehen, mit denen eine Vielzahl verschiedener Proteasen nachgewiesen werden kann.

In der vorliegenden Mitteilung werden Modellversuche besprochen, die zeigen,
daB die Gelatinefilme gegeniiber verschiedenen Proteasen durchaus eine verschie-
dene Empfindlichkeit besitzen. Am Beispiel der Protease von Kaninchen-Blasto-
zysten wird demonstriert, wie der Substratfilmtest eingesetzt werden kann, nm
Enzyme, fiir die (zunéichst) chromogene Substrate nicht bekannt sind, zu unter-
suchen und durch ihre Interaktion mit Serien von Inhibitoren von bekannter
Spezifitat zu charakterisieren und zu differenzieren.

Material und Methodik

Angewendet wurde eine bereits beschriebene hochempfindliche Version des Gelatine-Substrat-
filmtests (Denker 1974a). Die Gelatinemenge pro Objekttriger betrug 0,15 ml der 5 9%-Lisung,
die Inkubationsdauer durchweg 1%/, Std. bei 38 "C. Nach der Inkubation wurde, abweichend
von der Originalvorschrift, nicht in Formolldsung, sondern in gesittigter wiliriger HgCl,-
Losung bei 4 °C fixiert, da hierbei ein unerwiinschtes Losldsen der Substratfilme vom Objekt-
triger hesser vermieden werden kann. Auflerdem ist die Protease der Kaninchen-Blastozyste
durch Hg(l, sicher hemmbar (Denker 1971b).

Unter Verwendung dieses allgemeinen Testprinzips (Abb. 1) wurden die folgenden Experi-
mente durchgefiithrt.

Modeilversuche mit aufgeiropften Enzymlésungen: Von einer Serie verschiedener Endo-
und Exopeptidasen wurden Verdiinnungsreihen hergestellt, jeweils 10 gyl auf die Substratfilme
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Abb. 1. Schematische Darstellung des Prinzips eines Substratfilmtests. Ein Kryostat-Nativ-
schnitt wird direkt auf dem Substratfilm montiert. Nachzuweisende Enzyme (Kreuze) miissen
diffusibel sein: Sie penetrieren in den Gelatinefilm (Pfeile) und hydrolysieren ihn wihrend
der Inkubation.
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aufgetropft und wie oben angegeben in der feuchten Kammer inkubiert. Testansétze: Trypsin
vom Rind (EC 3.4.21.4; Serva Nr. 37260, frei von Chymotrypsin, 180 EU/mg, ca. 2500 Anson-
E/mg) in 0,067 m Phosphatpuffer pH 7,6 mit 0,006 m CaCly; a-Chymotrypsin vom Rind
(EC 3.4.21.1; Serva Nr. 17160, ca. 45 BTEE-E{mg, ca. 600 Anson-E{mg) in 0,05 m Tris-
Puffer pH 8,0 mit 0,025 m CaCl,; Elastase (aus Pankreas; EC 3.4.21.11; Merck Nr. 24552,
80 E/mg gegeniiber Orcein-Elastin als Substrat) in 0,05 m Tris-Puffer pH §8,8; Kollagenase
(EC 3.4.24.3: Calbiochem Nr. 234136, 83 U/mg gegeniiber Kollagen als Substrat, Gehalt an
unspezifischen Proteasen: 0,01 9) in 0,05 m Tris-Puffer pH 7,2 mit 0,1 m CaCl,; Papain aus
Papaya carica (EC 3.4.22.2; Boehringer/Mannheim Nr. 15464, ca. 30 U/mg gegeniiber BAEE)
in 0,05 m Tris-Puffer pH 8,0 mit 0,005 m Cystein und 0,002 m EDTA; Pepsin vom Schwein
(EC 3.4.23.1; Boehringer/Mannheim Nr. 15445, ca. 2500 Anson-E/mg) in 0,01 und 0,1 n
Natriumacetat-HCl-Puffer pH 1,8; Plasmin (EC 3.4.21.7; AB KABI, Stockholm, eca. 15
cagein units/mg protein) in 0,067 m Phosphatpuffer pH 7,6 mit 0,02 m Lysin-HCl; Leucinamino-
peptidase aus Schweinenieren (x-Aminoacylpeptide hydrolase, cytosol, EC 3.4.11.1; Sigma
Nr. L-1503, Type V, 132 U/mg gegenuiber L-Leucinamid, frei von BAEE-, BTEE- oder TAME-
spaltender Alctivitit) in 0,05 m Tris-Puffer pH 8,5 mit 0,004 m MgCl,; Aminosiure-Arylamidase
aus Schweinenieren (x-Aminoacyl-peptide hydrolase, microsomal, EC 3.4.11.2; Boehringer/
Mannheim Nr. 15073, ea. 4 Ujmg gegeniiber L-Leucin-p-nitranilic) in 0,067 m Phosphatpuffer
pH 7.2; Carboxypeptidass A aus Rinderpankreas (EC 3.4.12.2; Boehringer/Mannheim Nr.
15441, ca. 35 U/mg gegeniiber Hippuryl-L-phenylalanin, Gehalt an Chymotrypsin und Trypsin
nicht nachweisbar) in 0,05 m Tris-Puffer pH 7,6 mit 0,1 m NaCl und 0,007 m CoCl,; Carboxy-
peptidase B aus Schweinepankreas (EC 3.4.12.3; Boehringer/Mannheim Nr. 15265, ca. 150 U/
mg gegeniiber Hippuryl-L-arginin, Fremdaktivitéiten: Carboxypeptidase A < 29, nach Be-
handlung mit DFP Chymotrypsin und Trypsin nicht nachweisbar) in 0,06 m Tris-Puffer
pH 7,6 mit 0,1 m NaCl.

Inhibitorversuche an der Blastozysten-Protease vom Kaninchen: Kaninchen-Uteri mit
Blastozysten wurden 7 Tage post coitum gewonnen, mit flissigem Stickstoff eingefroren, am
Kryostaten nativ 14 ym dick geschnitten und die Schnitte fiir den Test direkt auf den Gelatine-
filmen montiert (vgl. auch Denker 1971b, 1974a und b, 1975). Die Substratfilme wurden vor
der Montage der Schnitte mit Inhibitorlésung durchtrinkt und anschliefend luftgetrocknet,
und zwar auf folgende Weise:

1. Wasserléeliche Inhibitoren wurden in 0,1 m Phosphatpuffer pH 7.0 gelost. Die Hilfte des
Substratfilms wurde mit 0,2 ml Inhibitorlésung 5 min lang bedeckt, dann wurde die Lésung
abgegossen und der Film an der Luft getrocknet. Die andere Halfte des Films wurde als
Kontrolle nur mit Puffer in der gleichen Weise behandelt. Rinderserumalbumin, dem Kon-
troll-Puffer in der gleichen molaren Konzentration wie in den entsprechenden Inhibitor-
losungen zugesetzt, blieb ohne jeden Einflufl auf den Ausfall der Reaktion.

2. Im Fall von wasserunldslichen Inhibitoren wurde der ganze Substratfilm zunichst wie be-
schrieben mit reinem Phosphatpuffer (0,4 ml) durchtrinkt; nach der Lufttrocknung wurde
dann die Halfte des Films mit der Inhibitorlésung (Lésungsmittel: N,N.Dimethylformamid,
Methanol, Athanol) und die andere Hilfte mit dem Lésungsmittel allein bedeckt und
schlieBlich wieder getrocknet.

Getestete Inhibitoren: Trypsininhibitor aus Sojabohnen (Kunitz; Merck Nr. 24 020); Trypsin-
Kallikrein-Inhibitor vom Rind (Trasylol®; Bayer AG); Trypsin-Akrosin-Inhibitor aus Se-
minalplasma vom Schwein, Gemisch aus den Fraktionen SSPI-T und I1; sekretoriseher Trypsin-
inhibitor aus Rinderpankreas (PSTI); Leupeptin, Antipain, Chymostatin und Pepstatin
(H. Umezawa, Tokyo); (die letzteren 6 Inhibitoren wurden freundlicherweise von Herrn
Prof. H. Fritz, Miinchen, zur Verfiigung gestellt); & -Antitrypsin und x;-Antichymotrypsin
(Behringwerke, Marburg); p-Nitrophenyl-p-Guanidinobenzoat (NPGB; Merck Nr. 10562);
2-Hydroxy-5-nitro-n-toluolsulfonsduresulton, Weitere Angaben zu den Inhibitoren wvgl.
Denker (1975).
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Ergebnisse

Die Ergebnisse der Modellversuche mit anfgetropften Enzymlosungen sind in
Tabelle 1 zusammengefalit. Zu beachten ist, daf} die unter ,,Material und Methodik**
angegebenen spezifischen Aktivititen der verschiedenen Enzympriparate mit
Ausnahme der in Anson-Einheiten angegebenen nicht ohne weiteres vergleichbar
sind, sondern sich auf den Umsatz sehr verschiedener Substrate unter verschiedenen
Bedingungen beziehen. Eine Einheit der Proteasenaktivitit, die fiir alle diese sehr
verschiedenen Enzyme gelten wiirde, existiert nicht. Der Vergleich mul} daher
in erster Linie auf der Bagis der Enzymkonzentration (in mg/ml) durchgefithrt
werden und kann nur einen groben Anhalt liefern. Es zeigt sich dennoch, dal} die
Gelatine-Substratfilme durch Trypsin, Papain, Elastase und Chymotrypsin
leicht und durch Kollagenase, Plasmin und Pepsin weniger leicht lysiert werden.
Gegeniiber den Exopeptidasen Leucinaminopeptidase, Arylamidase und Carboxy-
peptidase A sind sie erwartungsgeméf resistent. Das verwendete Carboxypeptidase-
B-Priparat ergab zwar in den Konzentrationen 1 und 5x 107! mg/ml eine Lysis,
doch war diese Aktivitat durch 10~! m Diisopropylfluorphosphat (DFP) hemmbar,
8o daBl man davon ausgehen muB, dal sie von Verunreinigungen durch Serin-
Endopeptidasen verursacht wurde, auf die die Herstellerfirma bereits hinweist
(s. Material und Methodik).

Tabelle 1
Empfindlichkeit des Gelatine-Substratfilmtests fiir verschiedene Proteasen

\Ta.clnvei&.barl;eitsgwnze
{(vollstindige Lysis)') (mg/ml)

Trypsin 1x10-*
Papain 15105
Chymotrypsin Ly q0=2
Elastase ) 1x10-8
Plasmin 5x 10
Kollagenase 1102
Pepsin 1x10-2

Leucinaminopeptidasze
Arylamidase
Carboxypeptidase A
Carboxypeptidase B

@+ Das Enzym lysiert auch in der héchsten getesteten Konzentration, d. i, 1 mg/ml, die Gelatine-
Substratfilme nicht.

1) In héheren Verdiinnungsstufen, hier nicht angegeben, findet sich noch eine unvollstindige
Liysis.

%) Nach Behandlung des Enzympréparates mit 0,1 m DFP.

Versucht man eine grobe Abschitzung der absoluten Empfindlichkeit des
Substratfilmtests fiir Trypsin, und geht man dabei von der gefundenen vollstindi-
gen Lyse durch eine Trypsinkonzentration von 1 x 10~* mg/ml (bei einer spemﬁqchen
Aktlnt&t des Praparates von 2500 Anson-E/mg) aus, so entspr&che dies in einem
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histochemischen Test bei einem angenommenen Areal von z. B. 10 ym x 10 ym
und einer Schnittdicke von 14 ym einer Trypsinmenge von ca. 1 x 107 mg Trypsin
entsprechend 3,5 x 1071¢ Anson-Einheiten.

Die Protease sich implantierender Kaninchen-Blastozysten zeigt im Gelatine-
Substratfilmtest sehr starke Lysiseffekte (zu weiteren Details vgl. Denker 1971b,
1974a und b). Von den getesteten Inhibitoren hemmen dieses Enzym sehr stark,
d. h. im Konzentrationshereich von 13 10-8 bis 5x 1075 m (Konzentration in der
fiir die Durchtrinkung des Substratfilms verwendeten Losung): Sojabohnen-Tryp-
sininhibitor, Trasylol®, SSPI — I 4 II. Leupeptin, Antipain, PSTI, «;-Anti-
trypsin und NPGB. Schwiichere, aber noch eindeutig positive Hemmeffekte
zeigen x;-Antichymotrypsin (1 x 10~* m) und Chymostatin (11072 m). Pepstatin
und 2-Hydroxy-5-nitro-a-toluolsulfonsiuresulton sind ohne nachweisbare Hemm-
wirkung.

Diskussion

Wie die Modellexperimente mit aufgetropften Enzymlosungen zeigen, sind die
Gelatine-Substratfilme leicht durch die Exopeptidasen Trypsin, Papain, Elastase
und Chymotrypsin abzubauen; fiir Pepsin, Plasmin und Kollagenase sind die
Gelatinefilme nur ein miBig gutes Substrat. Zu beachten ist, daBl das Kriterium
hier die vollstindige Lysis, d. h. das Zerlegen in diffusible Bruchstiicke ist. Damit
kommt dem Ort des Angriffs im Protein-Geriistwerk (der bei verschiedenen Endo-
peptidasen verschieden ist) eine wesentliche Bedeutung zu, und es kénnen durchaus
Diskrepanzen bestehen zu einer Aktivititsbestimmung, die sich etwa auf die Zahl
der freigesetzten Aminogruppen stiitzen wiirde. Unter diesen Voraussetzungen
entspricht es der Erwartung, daBl Exopeptidasen (Leucinaminopeptidase, Arylamid-
ase, Carboxypeptidasen) die Substratfilme nicht lysieren.

Uber die Zuordnung der Blastozysten-Protease vom Kaninchen, die die Gelatine-
filme sehr leicht angreift, konnen andererseits auf Grund der Inhibiterversuche
jetzt erste Aussagen gemacht werden. Das Enzym wird stark gehemmt durch
SSPI, Leupeptin, Antipain, PSTI und NPGB, welche eine ausgeprigte Spezifitit
fiir Trypsin zeigen und Chymotrypsin nicht hemmen. Das aktive Zentrum des
Blastozysten-Enzyms mul} dem des Trypsins sehr dhnlich sein. Andererseits weist
der zwar schwiichere, aber eindeutige Effekt von x;-Antichymotrypsin und Chymo-
statin darauf hin, dal auch eine Beziehung zu Chymotrypsin besteht, obwohl
2-Hydroxy-5-nitro-a-toluolsulfonséduresulton ohne Wirkung blieb. Das Inhibitor-
spektrum schliefit eine Einordnung als kollagenase- oder pepsin(kathepsin-D)-
dhnlich aus (z. B. kein Effekt von Pepstatin). Interessanterweise spaltet das Enzym
aber typische synthetische Trypsin- und Chymotrypsin-Substrate (wie BAEE,
BANA, GPNA, ATEE) nicht in meBbaren Raten. Es ist daher méglicherweise
eher mit Elastase verwandt, obwohl auf Grund des Inhibitorspektrums sicher
nicht identisch mit Pankreas-Elastase oder elastase-dhnlichen Enzymen aus Leu-
kozyten (Denker 1975, Denker und Fritz, in Vorhereitung). Auch gelang es bisher
nicht, eine Aktivitit gegeniiber Orcein-Elastin zu zeigen (Denker, unverdffentlicht).
Es ist andererseits auffillig, daf} die Gelatinefilme durch Pankreas-Elastase leicht
abgebaut werden, wie die Modellexperimente zeigen.

Bei Auftrennung der Blastozysten- und Uterussekret-Proteasen des Kaninchens
in der Mikro-Disc-Elektrophorese erweist sich, dafl mit Benzoylarginin-S-naphthyl-
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amid (BANA) und Glutarylphenylalanin-§-naphthylamid (GPNA) andere Fraktio-
nen die Hauptaktivitit zeigen als mit Gelatinefilmen als Substrat (Denker und
Petzoldt, in Vorbereitung). Es erscheint daher sinnvoll, sich bei Proteasenunter-
suchungen nicht nur auf die Verwendung von chromogenen Substraten zu stiitzen.
Wenn auch Enzyme erfalit werden sollen, fir die geeignete Amid- oder Ester-
substrate nicht oder noch nicht bekannt sind, ist die Anwendung eines Gelatine-
Substratfilmtests unerliBlich. Dabei mull beachtet werden, dall mit Substratfilm-
tests grundsitzlich nur diffusible Enzyme nachgewiesen werden (Daoust 1961,
Denker 1971 a), im Gegensatz zur Situation bei Verwendung diffusibler chromogener
Substrate im fliissigen Inkubationsmedium. Im letzteren Fall werden bekanntlich
in erster Linie entweder primir oder durch Fixierung strukturgebundene Enzyme
dargestellt, wihrend die diffusiblen Fraktionen ins Inkubationsmedium hinein
verlorengehen. Membranmethoden dirften eine Mittelstellung einnehmen.

Friulein Gerda Bohr sei fiir ihre ausgezeichnete technische Assistenz herzlich gedankt.
Herrn Prof. Dr. H. Fritz, Miinchen, danken wir fiir wertvolle Ratschlidge, und ihm und Herrn
Prof. Dr. H. G. Schwick sowie Herrn Dr. N, Heimburger, Behringwerke Marburg, und Herrn
Dr. E. Truscheit, Bayer AG, Wuppertal, fiir die Uberlassung von Inhibitoren.

Diese Untersuchungen wurden durch die Deutsche Forschungsgemeinschaft unierstitzt
(De 181/4).

Summary

Highly sensitive gelatin substrate films prepared according to a recent variant of the procedure
are studied for their susceptibility to the action of various endopeptidases and exopeptidases.
Trypsin, papain, elastase, and chymotrypsin are found to hydrolyze the gelatin films most
eagily, while higher enzyme concentrations are required in case of pepsin, plasmin and colla-
genase. The exopeptidases, i.e. leucine aminopeptidase, amino acid arylamidase and carboxy-
peptidases A and B do not cause lysis of gelatin substrate films.

The example of a rabbit blastocyst protease involved in implantation is given to demon-
strate the application of gelatin substrate film tests for studies of enzymes which have no or
little activity against known synthetic substrates (like BANA or GPNA) but hydrolyze gelatin
films. Studies of interactions of this blastocyst protease with various inhibitors of known
specificity, however, show that the active center of this enzyme nevertheless has striking
similarities to trypsin (and also to chymotrypsin). The enzyme is possibly related to elastase.
It is emphasized that, besides this, there are a number of different protease type enzymes in
rabbit blastocyst and uterine tissues, some of which can be demonstrated only with chromo-
genie substrates and some only by gelatin methods. Aspects of applicability of the two types
of protease tests are briefly discussed.
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Wie sich aus Hemmversuchen mit TLCK und Antipain ergibt, ist der beschriebene Lysiseffekt
von Chymotrypsin vorwiegend auf in dem verwendeten Pridparat enthaltene Souren van

Trypsin zuriickzufiihren. Gegenilber reinem Chymotrypsin sind die Gelatine-Substratfilime
weitgehend stabil.



