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Die direkte Detektion der Pepsinogen- und Pepsin-Fraktionen
nach der Agar-Gel-Elektrophorese mit denaturiertem Substrat
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(Eingegangen am 21. Juli 1970)

Es wird eine Methode der Fraktionierung von Pepsinogen und Pepsin auf Agar-Gel beschricben. Die Enzym-Aktivititen werden mit
hitzedenaturiertem Substrat, welches durch die ,,Sandwich*“-Technik zugefiihrt wird, nachgewiesen. Die Enzym-Aktivititen der einzelnen
Pepsinogen- oder Pepsin-Fraktionen sind schon wihrend der Inkubation als helle Streifen auf dem triiben Hintergrund sichtbar. Als
Beispicle werden die Fraktionierung des Pepsins aus dem Magensaft und des Pepsinogens aus Magenschleimhaut-Extrakt angefiihrt.
Die Vereinfachung dieser Technik besteht darin, daB die Darstellung der Enzym-Aktivititen schon wihrend der Inkubationszeit ohne
Firbung beobachtet werden kann.

The direct detection of pepsinogen and pepsin fractions in agar electrophoresis gels, using denatured substrate

A method is described for the fractionation of pepsinogen and pepsin on agar gel. The sites of enzyme activity are located with heat-
denatured substrate, which is introduced by the “sandwich” technique. The enzyme activitics of the individual pepsinogen or pepsin
fractions become visible during the course of the incubation as light bands on the turbid background. The method is illustrated by the

fractionation of pepsin from gastric juice and of pepsinogen from extracts of gastric mucosa.
The method is simple in that the bands of enzyme activity become visible during the incubation without the use of colour reagents.

Die Feststellung, daB8 kristallines Pepsin aus Schweine-
magen mehr als eine aktive Komponente enthilt, geht
schon aus der 1940 veroffentlichten Arbeit von HERRIOTT
und Mitarbeitern hervor (1). Weitere Berichte dariiber
haben TAyLoR (2), RYLE und Mitarbeiter (3), UrieL (4)
und andere Autoren hinzugefiigt.

Die Einfithrung selektiver analytischer Methoden, wie
z. B. der Siulenchromatographie an Ionenaustauschern
und der Elektrophorese an verschiedenen Trigern er-
brachte weitere Beweise fiir die heterogene Struktur des
aus der menschlichen oder tierischen Magenschleimhaut
extrahierten Pepsinogens. TANG und TaNG (5) isolierten
durch Chromatographie an DEAE-Cellulose zwei Pepsi-
nogene, SEIJFFERs und Mitarbeiter (6, 7, 8) gewannen
drei Pepsinogene aus Magenschleimhaut-Extrakt. Durch
Agar-Gel-Elektrophorese des gleichen Materials haben
KusuNER und Mitarbeiter (9) und weiter HIrRsCH-MARIE
(10, 11) vier Pepsinogene identifiziert, welche sie nach
abnehmender elektrophoretischer Beweglichkeit P I bis
1V bezeichnet haben. HANLEY und Mitarbeiter (12) diffe-
renzierten durch Stirke-Gel-Elektrophorese drei Pepsi-
nogene, wovon P II und P III eine Verdoppelung auf-
wiesen. Mit der Agar-Gel-Elektrophorese gewannen
SaMLoFF und Mitarbeiter (13) im Magenschleimhaut-
Extrakt acht scharf getrennte Fraktionen. Die Diskre-
panz in der Zahl der von verschiedenen Autoren
gefundenen Pepsinogen-Fraktionen hingt also von der
benutzten Technik ab. Die Autoren sind sich aber
dariiber einig, daB die Pepsinogen-Heterogenitit der
Fundus-Magenschleimhaut wesentlich bunter als die
der Pylorus-Magenschleimhaut ist.

Wurde zur Pepsinogen-Separation die elektrophoretische
Technik benutzt, erfolgte die Detektion der Enzym-
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Aktivititen durch Eintauchen des feuchten Elektro-
pherogramms in die stark saure Protein-Losung (Albu-
min, Fibrin, Eier-EiweiB}, Casein oder Himoglobin).
In das Elektropherogramm diffundiertes Protein wird
an Stellen, wo die Isoenzyme in der Agar-Gel-Schicht
nach der Elektrophorese lokalisiert sind, durch
Wirkung des sauren Milieus und Konversion der
Pepsinogene in Pepsin gespalten, so dall nach Fixie-
rung, Trocknen und Firbung mit Amidoschwarz 10B,
die Fraktionen der proteolytischen Aktivititen als
helle Zonen auf dem dunkelblauen Hintergrund sicht-
bar werden.

In diesem rein methodischen Beitrag legen wir unsere
Erfahrungen mit der Fraktionierung von Pepsin und
Pepsinogen durch Agar-Gel-Elektrophorese vor. Wir
benutzten fiir die Detektion der Enzym-Aktivitit dena-
turiertes Substrat, welches durch die ,,Sandwich-
Technik mit dem Enzym in Kontakt gebracht wurde.
Wir waren bestrebt, mit dieser Technik die Verfolgung
der Enzym-Reaktion bereits im Laufe der Inkubation
méglich zu machen. Diese Technik stellt iiberdies eine
generelle Vereinfachung des Detektions-Vorganges von
Protease-Aktivititen dar.

Material

Pepsin wurde im Magensaft, Pcpsinogen im Urin und wiBr.
Extrakten von Magenschlcimhaut, welche aus dem menschlichen
Material (nicht spiter als 24 Stdn. nach dem Tode) gewonnen
wutrde, bestimmtl).

1) Fiir das iiberlassene Material danken wir Herrn Dr. B. HABANEC,
1I. Institut fiir Pathologische Anatomie des Universititskinder-
krankenhauses Btno.
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Methodik und Ergebnisse

Fiir die elektrophoretische Fraktionierung in 1,2proz.
Agar-Gel haben wir Puffer von pH 5, 6 und 7 benutzt.
Am besten hat sich Phosphat-Puffer pH 6 (u = 0,05)
bewihrt, weil bei diesen Bedingungen die Fraktionierung
nicht nur des Pepsinogens, sondern auch des Pepsins
méglich ist. Wie bekannt ist, verliert im sauren Milieu
zu Pepsin aktiviertes Pepsinogen durch nachfolgende
Neutralisierung oder Alkalisierung seine urspriingliche
Aktivitit vollig.

Die Elektrophorese fithren wir auf Objekttrigern
(26 X 76 mm, 3 m/ 1,2proz. Agar) durch. Der Start in
Form einer kleinen Rille von 16 X 1 mm befindet sich
19 mm von dem kathodischen Rand des Agar-Gel-
Plittchens entfernt. Das Auftragen der ana partes mit
2proz. Agar in Puffer (u =0,1; pH 6) verdiinnten
Probe nehmen wit bei einer Temperatur von 44° vor.
Die stark sauren Magensaftproben missen etwa eine
Stunde gegen Elektrophorese-Puffer dialysiert werden.
Fiir die Aktivierung des Pepsinogens zu Pepsin im
sauren Milieu hat sich uns die Dialyse gegen 0,In Salz-
siure mit nachfolgender Dialyse gegen den Puffer,
welcher zur Elektrophorese benutzt wurde, bewihrt.
Dieses Vorgehen bictet eine gute Trennung ohne
Kriimmung der Fraktionen. Die Elektrophorese dauert
80 Minuten bei 30—35V und 5—6 mA pro Agar-
Schicht.

Die Detektion der Enzym-Aktivititen wird mit dem
hitzedenaturierten Substrat durchgefithrt. Als Substrat
wurde entweder eine Losung von Human-Trocken-
plasma oder Eialbumin benutzt. Im ersten Fall wird
Trockenplasma aus 150 m/ Plasma nur mit 100 m/
destilliertem Wasser gelsst. Zu 40 m/ des warmen fliis-
sigen 1,2proz. Agar fiigt man nach Abkiihlen auf etwa
60° 6m/ der Plasma-Protein-Lésung. Nach Ein-
mischen wird diese Losung auf dem Wasserbad er-
wirmt, bis das Plasma-Protein zu denaturieren beginnt
und eine dichte Triibung, aber keinen Niederschlag oder
Flocken bildet.

Genauso verfihrt man bei der Vorbereitung der Agar-
Gel-Detektionsschicht mit Eialbumin, nur daB 10proz.

Eialbumin-Substrat in 0,9proz. NaCl-Lésung hergestellt
wird.

Dann wird die Agar-Substrat-Lésung durch ein dichtes
Nylonfilter filtriert und je 3 m/ auf Objekttriger pipet-
tiert. Nachdem das Agar-Gel erstarrt ist, werden die
Plittchen fiir 15 Minuten in 0,1 N Salzsiure eingetaucht.
Diese Zeit reicht aus, um den optimalen pH-Wert in
der Agar-Gel-Schicht nicht nur fiir die Konversion des
Pepsinogens zu Pepsin, sondern auch fiir die mit Pepsin
katalysierte enzymatische Reaktion zu erreichen. Anders
ist es nicht moglich, dieses stark saure Milieu im Agar-
Gel einzustellen, weil stark saure fliissige Agar-Losung
nach Abkiihlen nicht mehr erstarrt. Salzsiure-Uberschuf
wird mit Filterpapier-Streifen abgesaugt und.die so
vorbereitete Detektionsschicht nach der Elektrophorese
auf die Elektrophoreseschicht gelegt. Die so ent-
stehenden ,,Sandwiches* werden feuchtem Milieu bei

37° ausgesetzt. Schon wihrend der Inkubationsperiode
kann man dort, wo die Fraktionen mit proteolytischer
Aktivitit lokalisiert sind, helle Zonen beobachten. Dieln-
kubationszeit kann man entsprechend der Aktivitits-Dar-
stellung wihlen. Stoppen der enzymatischen Reaktion
ist nicht notwendig, ist aber durch Eintauchen des
,,Sandwiches® in 5proz. Trichloressigsiure mdglich.
Die Dokumentation der noch feuchten Enzymelektro-
pherogramme kann man durch Projizieren auf Photo-
papier durchfiibren. Fiir die direkte Densitometrie »ill
situ* hat sich uns der nahe UV-Bereich (366—400nm)
bewihrt. Es gibt aber auch die Moglichkeit, die auf
Photopapier projizierten Enzymelektropherogramme
im Auflicht densitometrisch auszuwerten.

Abbildung 1 stellt die Elektropherogramme des Magen-
saft-Pepsins, welches mit Puffer pH 6 bei steigenden
Laufzeiten fraktioniert wurde, dat. Die zweite Abbildung
zeigt die Elektrophorese des Pepsins und Pepsinogens
aus der Magenschleimhaut des Fundus und Pylorus.
Aus der Abbildung geht das Vorkommen der 3 bis 4
Pepsinogen-Fraktionen im Fundus-Extrakt hervor. Nach
vorherigem Ansiuern desselben Materials kann man nicht
nur eine Beschleunigung der elektrophoretischen Be-
weglichkeit, sondern auch die Reduktion der Anzahl der
Pepsin-Fraktionen beobachten. Was das Pepsinogen-
Zymogramm der Pylorus-Schleimhaut betrifft, ist diese
Heterogenitit nicht so kompliziert, was auch in guter
Ubereinstimmung mit den Befunden anderer Autoren
ist.

Laufzeit
in Minuten

+ . - - -

20

40

TN AT

o e e v et s

60

80

Abb. 1
Agar-Gel-Elektrophorese von Magensaft-Pepsins nach 20, 40, 60 und

80 Min. Laufzeit. Elektrophorese: Phosphatpuffer pH 6 = 0,05;
5—6mA pro Schicht, 4--5 Vjom. Fir die Deteltion der Pepsin’
Aktivitaten wurde Plasmaprotein als Substrat benutzt; Inkubations-
zeit 60 Min. Die Abbildungen wurden durch Projizieren der Enzym-
elektropherogramme auf Photopapier hergestellt
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Abbildung 3 stellt einen Vergleich derselben Proben, in
welchen die Enzym-Aktivititen entweder mit Blut-
plasma oder Eialbumin dargestellt wurden, vor.

Diskussion

Die beschriebene Detektions-Technik zur Pepsinogen-
und Pepsin-Fraktionen-Bestimmung stellt cine Verein-
fachung dieses Vorganges dar. Als sehr vorteilhaft
sehen wir die Méglichkeit der direkten Beobachtung der
Darstellung von Enzym-Aktivititen schon im Laufe der
Inkubations-Periode an.

Die beschleunigte elektrophoretische Bewcglichkeit der
proteolytisch aktiven Fraktionen erfolgt auf Grund des
Verlustes der basischen Peptide, welche bei der Konver-
sion des Pepsinogens in Pepsin vorkommen. Im Ver-
gleich mit den Befunden von SAmrorr (13) haben wir
eine niedrigere Zahl von Pepsinogenen gefunden. Wir
miissen aber beriicksichtigen, daB3 der erwihnte Autor
die Elektrophotrese auf 20 cm langen Platten bei einer
Laufzeit von 3 Stunden durchfiihrt. Beachtenswert ist,
daBl er nur die Migrations-Beschleunigung nach vor-
herigem Ansdueren beschrieb, nicht aber die Reduktion
der Anzahl der Fraktionen. Der Befund der ungleichen
Zahl von Pepsinogenen in Magenschleimhaut des Fun-
dus im untersuchten biologischen Material deutet auf
genetisch bedingtes Vorkommen der einzelnen Frak-
tionen. Die urspriinglichen Vorschlige von HANLEY und
Mitarbeitern, daB im Falle der Pepsinogen-Heterogenitit
die Bildung aller Fraktionen einem einzigen Gen unter-
geordnet ist und die Differenzierung durch Modifikation
des Produktes dieses einzigen Genes erst spiter erfolgt,
sind unseres Erachtens nicht berechtigt. Es gilt vielmehr
als wahrscheinlich, daf} die Bildung jedes Pepsinogens
unter der Kontrolle eines selbstindigen Genes steht.
Dies wird auch mit der Arbeit von SamrLorF und Mit-
arbeitern (13) bestitigt, wo in allen Magenschleimhaut-
Extrakten nicht dieselben Pepsinogen-Fraktionen iden-
tifiziert wurden. Den letzten Beweis dafiir stellt die
neuere Arbeit von SAMLOFF und Mitarbeitern (14) dar,
welche den genetischen Polymorphismus des Pepsino-
gens bereits bespricht. Die Verwendung dieser Be-
stimmung fiir genetische Ziele hat auch uns zu dieser
methodischen Studie gefiihrt.
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Abb. 2

Fraktionierung des Pepsinogens und Pepsins aus dem Magenschleim

haut-Extrakt des Fundus und Pylorus. Fiir die Detektion der En-

zym-Aktivitdten wurde Plasmaprotein als Substrat benutzt; In-
kubationszeit 80 Min. Weitere Angaben im Text
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-
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Pepsin-Fraktionierung des

Magensaftes. Die
wurden mit dem Plasmaprotein und mit Eialbumin als Substrat
dargestellt; Inkubationszeit 60 Min.

Enzymaktivitdaten
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