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Die Chymosinaktivitit der Proteasen des Magen- und Duodenal-Saftes
nach der elektrophoretischen Fraktionierung im .Agatj-'Gel
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}és wird ein ,,Sandwich“-Detektionsverfahren der Chymosinaktivititen der Mageri- und Duodenal-Saft-Proteasen nach der Agar-Gel-
Elektrophorese beschrieben. Mit dem Substrat Casein ist es moglich, auf Grund der Chymosin-Witkung der Magen- und Pankreas-
Proteasen alle diese Enzyme mit einem einzigen Substrat und bei gleichen pH-Bedingungen nebeneinander auf einem Zymogramme nach-

zuweisen.

The chymosin activity of the gastric and duodenal juice proteinases separated by means of agar gel electrophoresis

A “sandwich” detection technique for the chymosin activity of gastric and duodenal juice proteases separated by means of agar gel
electrophoresis is described. On the basis of their chymosin activity it is possible to detect all these enzymes in the reaction with the

substrate casein in one zymogram under the same pH condition.

Im Verlauf det letzten zehn Jahre haben vetschiedene
Autoren den heterogenen Charakter der Magen- sowie
auch Pankreas-Proteasen gezeigt. Eine glinzende aus-
fishrliche Ubersicht iiber die Heterogenitit des Pepsino-
gens und Pepsins hat SAMLOFF (1) verSffentlicht. Zwei
Studien tber einige Formen des Chymotrypsins haben
CoaN et al. publiziert (2, 3). Was das Trypsin betrifft,
haben Robinson et al. (4) im Pankreas-Saft zwei aus
zwei verschiedenen Zymogenen stammende Trypsine
gefunden, wihrend von Coan et al. (2) nur ein Trypsin
nachgewiesen wurde.

Vor einiger Zeit haben wir eine Methode fiir die Frak-
tionierung der Pepsinogene und Pepsine des Magens mit
der Agar-Gel-Elektrophorese und der sogenannten
»oandwich“-Detektionstechnik verdffentlicht (5). Die
zuletzt eingefithrte Technik erméglicht den Nachweis
der Chymosin-Aktivititen, welche die Fraktionen der
einzelnen Proteasen ebenso aufweisen. In der vor-
liegenden Arbeit werden die auf Grund der proteo-
lytischen Aktivitit entwickelten Zymogramme des
Pepsinogens und des Pepsins mit den parallelen Zymo-
grammen mit Chymosin-Aktivititen der erwihnten
Enzyme .verglichen. Die Protease-Fraktionen des
Duodenums, die Chymosin-Aktivitit aufweisen, werden
den mit spezifischen synthetischen Substraten entwickel-
ten Aktivititen fiir Trypsin und Chymotrypsin gegen-
ibergestellt.

Material und Methoden

Die Enzym-Aktivititen wurden in den iiblicherweise enthomme-
nen Magen- und Duodenal-Siften der Patienten, bei welchen die
- Sondierung auf Grund verschiedener gastrointestinaler Storungen
indiziert war, verfolgt. Bei der Duodsnalsaft-Entnahme wurden
Magnesiumsulfat und Vitamin A als Stimulantia benutzt. Beide
Stimulantia wurden in den bei einigen Fillen ausfiihrlich ange-
filhrten Mengen (siehe Text der Abbildungen) durch die’ Sonde
verabfolgt. Die Magenschleimhaut-Proben wurden aus dem

menschlichen Sektions-Material nicht spiter als 24 Stunden nach
dem Tode gewonnen?). Als Kontrolle haben wit auch die proteo-
lytischen Aktivititen der Pepsinogeni- und Pepsin-Fraktionen in
dem mit bioptischer Sonde entnommenen Matetial verfolgt und
haben im Vergleich mit relativ frischem nekroptischem Material
entsprechende Ergebnisse bekommen. Fiir die elektrophoretische
Fraktionierung wurden hier die Magenschleimhaut-Extrakte im
Phosphat-Puffer pH 6 benutzt.

Die Technik der elektrophoretischen Pepsinogen- und Pepsin-
Fraktionierung haben wir frither ausfiihrlich beschrieben (5). In
gleicher Weise wird auch die Elektrophorese der Duodenalsaft-
Enzyme durchgefiihrt.

Noch wihtend der elektrophoretischen Fraktionierung werden die
Agar-Gel-Detektionsschichten vorbereitet. Diese bestehen aus
dem Agar (10 g/l) in 2mmol/l Phosphat-Puffer pH 6 mit 2 mmol/l
Endkonzentration an CaCl, und 17,5 g/l der aufgeldsten fettfreien
Trockenmilch?). Nach det Fraktionietung werden die Elektro-
phorese-Agar-Gel-Plittchen fiir 15 min in Phosphat-Puffer
(Elektrophoresepuffer) eingetaucht. Wihrend dieser Zeit sollen
die die Detektion stérenden, Artefakte-bilderiden Stoffe aus der
Elektrophoreseschicht ausgeschwemmt werden. Die iiberfliissige
Pufferlésung wird mit Filterpapier abgetupft. Auf die so vor- -
bereiteten Agar-Gel-Schichten wetden die Detektionsschichten
gelegt. Die so entstandenen ,,Sandwichs* werden einem feuchten
Milieu bei 37°C so lange ausgesetzt (60—120 min), bis die Frak-
tionen mit Chymosin-Aktivititen als dichtes Prizipitat erscheinen.
Im Falle des Trypsins und Chymottypsins hellt sich dieses Prizipi-
tat durch die folgende proteolytische Aktivitit friiher oder spiter
auf. Fiir die Identifizierung des Trypsins und Chymotrypsins des
Duodenal-Saftes wird das wurspriingliche Enzymelektrophero-
gramm quer in 5 mm breite Streifen geschnitten. Die Streifen
werden in Inkubationsmilieu eingetaucht und eluiert. Die Zusam-
mensetzung der Inkubationslésung zur Chymotrypsindetektion:
3 ml 0,5 mol/l Tris-Puffer pH 7,5; 66 mmol/l CaCl, und 0,1 ml
0,13 mol/l Carboxypropionyl-phenylalanin-p-nitranilid. Inkuba-
tionslésung zur Trypsindetektion: 2,5ml 0,2 mol/l Tris-Puffer,
pH 7,8; 25 mmol/l CaCl,, dazu witd 0,3 ml 10 mmol/l Benzoylatrgi-
nin-p-nitranilid zugefiigt. Beide Substrate wurden von der Firma
BoEHRINGER bezogen. Die verschlossenen Reagenzgliser werden

1) Fir das iiberlassene Material danken wjr Hertn Dr. B.
HasanEec, II. Institut fiir Pathologische Anatomie des Universitits-
kinderkrankenhauses Brno.

2) Priparat LAKTINO, Industrie fiir Milchernihrung, CSSR.
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16 Stunden im Thermostat bei 37°C inkubiert. Anschlieend witd @

dic Extinktion der Lésung in der Kiivette bei 405 nm gegen Leer- ZH. [T T T T —— T

wert gemessen. Als Leerwert dient die Inkubationslésung, in ;
welcher ein 5 mm breiter Agar-Gel-Streifen ohne Enzym-Aktivitit *
cluiert wurde. :

Ergebnisse und Diskussion

Nach der Agar-Gel-Elektrophorese weist das Pepsin des
Magensaftes zwei Fraktionen auf. Die Fraktion niher
der Anode erscheint stets mit zweimal so hoher Aktivitit
wie die zweite, langsamer wandernde Fraktion. Diese
Fraktion verliert im pH Bereich 6,5 ihre Aktivitit,
die schneller anodisch wandernde Fraktion verliert
dagegen die Aktivitit bis zum pH Bereich 7. In seltenen
Fillen haben wir auch die umgekehrte Situation in dem
kritischen pH-Bereich 6,5—7,0 beobachtet (Abb. 1).
In diesem Zusammenhang verweisen wir auf die Arbeit
von SEIJFFERS et al., in welcher die Autoren mittels pH
7,1 das Magen-Pepsin in alkali-stabil und alkali-labil
differenziert haben (6, 7). Aus den oben erwihnten An-
gaben geht deutlich hervor, daB im normalen alkalisch
reagierenden Duodenalsaft keine Pepsin-Aktivititen
mehr nachweisbar sind. Was die Chymosin-Aktivitit
des Pepsins betrifft, decken sich die Fraktionen mit den
Protease-Aktivititen des Pepsins, welche im stark sauren
Milieu beobachtet wurden. Die Chymosin-Aktivitit
weist aber eine groBere Resistenz im pH Bereich 6,5—7,0
auf, so daf} unter Bedingungen, in welchen die eine oder
beide proteolytische Aktivititen des Pepsins nicht mehr
sichtbar sind, die Chymosinaktivititen noch nachweisbar
sind (Abb. 2). Demzufolge kénnen in neutral reagieren-
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Abb. 1

Die Aktivitidten der Pegsin-lsoenzyme des Magensaftes im kritischen

pH-Bereich 6,5—6,8. Siehe Text
KU.
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Abb. 2

Die proteolytischen (a) und Chymosin-Aktivititen (b)
des Magensaftes von drei Kranken. Die angegebenen
pH-Werte sind die urspriinglichen Werte der entnom-

menen Magensifte :
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Abb. 3

Die Chymosin-Aktivitdten der Proteasen in drei Proben des Duo-
denalsaftes von einegm Patienten. a: ohne Stimulation; b: nach MgSO,
(15 ml, 250 g/1); c: nach Vitamin A Stimulation (10000 I. E.). In a und
b entsprechen die zwei am schnellsten wandernden Fraktionen den
Chymosin-Aktivitaten der Pepsin-Isoenzyme

den oder schwach alkalischen Duodenalsiften mit Hilfe
der Chymosin-Aktivitits-Detektion mit dem Substrat
Casein die Chymosin-Aktivitit der Fraktionen des
Magenpepsins als. auch die Chymosin-Aktivitit der
Pankreas-Proteasen nebeneinander identifiziert wer-

Fundus

den. Die auf Grund der Chymosin-Witkung der Pro-
teasen entstandenen Fraktionen des Paracaseins werden
im Laufe lingerer Inkubationszeit durch die im pH
Bereich 6 proteolytische Wirkung der erwihnten En-
zyme gespalten, was man als zentrifugale Aufhellung der
urspriinglich massiven Triibung des Paracasein-Streifens
beobachten kann. In den.Abbildungen erscheinen die
Zymogramme als Negative und die Aufhellungen sind
dadurch als dunkle Streifen darge,stelﬁt (Abb. 3).

Aus der Pepsinogen-Fraktionierung der Magenschleim-
haut geht die kompliziertere Heterogenitit des Fundus
gegeniiber dem Pylorus hervor. Die Chymosin-Aktivi-
titen des -Pepsinogens sind deutlich geringer im Ver-
gleich mit den Aktivititen des Pepsins, welches vor der
eigenen Fraktionierung aus demselben Pepsinogen in
einem stark sauren Milieu konvertiert wurde (Abb. 4).
Die Chymosin-Aktivitit in einer Probe des Magen-
schleimhaut-Homogenates des Pylorus, welche sich nicht
mit der entsprechenden Protease-Aktivitit des Pepsins
deckt, konnten wir uns noch nicht erkliren (Abb. 5).
Das unregelmiBlige Vorkommen |dieses Enzyms,
welches als Rennin angesehen werden konnte, fordert
noch weitere Beobachtungen.

Im Zymogramm deés Duodenalsaftes kann man meist
vier Chymosin-Aktivititen bestimmen, wie aus Ab-
bildung 6 ersichtlich ist. Die einzelnen Enzyme haben
wir mit den synthetischen Substraten fiir Chymotrypsin
und Trypsin identifiziert. In der Abbildung 7 sind mit
der gestrichelten Linie die Gradienten der zwei anodisch
und eines schwicheren katodisch lokalisietten Streifens
gezeichnet. Das Trypsin kommt als eine homogene

Pylorus

Prot,.
Pepsinogen
Chym. .
Prot.
Pepsin S e i
Chym.
@ ® t
Start1 Start o@
: Abb. 4

Die proteolytischen und Chymosin-Aktivititen der Pepsinogen- und Pepsin-Fraktionen in verschiedenen Magen: i
e 1 Ch ctivi P - - r schleimhaut-Homogenaten.
Chym. = Chymosin-Aktivitat der Pepsinogen- oder Pepsin-Fraktionen. Prot. = proteolytische Aktivititen; die D%tektion der lsoengyr%ge waul?ge
) im stark sauren Milieu durchgefiihrt o
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Abb. 6

Die Chymosin-Aktivititen der Proteasen in drei verschiedenen Proben

des Duodenalsaftes, welche von einem Patienten (K. A.) ohne (a) oder

nach Stimulation mit MgSO, (18 ml, 250 g/1) (b) oder mit Vitamin A (c)
(10000 I. E.) entnommen wurden
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Abb. 7

Die Chymosin-Aktivitdten des Chymotrypsins und Trypsins des Duo-
denalsaftes. Die Identifizierung dieser Pankreas-Proteasen wurde mit
synthetischen Substraten durchgefiihrt. Siehe Text
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Abb. 5
Atypisch lokalisierte Chymosin-
Fraktion im Magenschleimhaut-
Homogenat des Pylorus nach der
elektrophoretischen Trennung
a = die proteolytische Aktivitat
b = die Chymosin-Aktivitat

Jr.W.

S.G.

Abb. 8

Die Chymosin-Aktivitdten der Proteasen des Duodenalsaftes von zwei
Zwillingspaaren

Fraktion in der Region des Startes vor und wird da-
durch charakterisiert, daB bei der Detektion mit dem
Substrat Casein in der Regel unmittelbar nach der Um-
wandlung in Paracasein dieses gespalten wird, was sich
als Aufhellung der Triibung zeigt.

Abbildung 8 zeigt die Zymogramme von zwei zwei-
eiigen Zwillingspaaren, auf welchen auf Grund der
Chymosin-Aktivitit die Lokalisation der Pankreas- und
der Magen-Proteasen ersichtlich ist. Aus den Unter-
suchungen der Chymosin-Aktivititen der Duodenalsaft-
Proteasen gehen die individuellen Unterschiede in der
Lage und Form sowie auch in den Aktivititen der
einzelnen Fraktionen hervor3).

-3) Fiir die Eiigkeitsdiagnose danken wir Frau Dr. med. A. Kusi-
kovi, C. Sc., Abteilung der Physiologie des Forschungsinstitutes
fiir Pidiatrie, Brno.
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In Ubeteinstimmung mit den Befunden von CoAN et al.
(3) zeigen die Zymogramme drei Chymotrypsin-Frak-
tionen, die alle Chymosin-Aktivitit aufweisen. Das Tryp-
sin zeigt sich als einzelne homogene Fraktion in der
Nihe des Startes mit maximaler Chymosin-Aktivitit.
Wenn auch dieser Beitrag vielmiehr den Charakter eines
Vergleichs bietet, geht aus den Ergebnissen hervor, dafl

die wichtigsten Magen- und Pankreas-Proteasen auf-
grund der Chymosin-Wirkung mit einem einzigen
Substrat und bej gleichen pH Bedingungen nachge-
wiesen werden kénnen.

Fiir die technische Mitarbeit danken wir Frau H. MASARAKOVA
und Frau D. MATULOVA. .
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