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, NOTES 

zum Nachweis von Enzym- 

Durch das Prinzip der direkten Inkubation von Enzymlijsung und Substrat- 

mit Wasser getiihlte Gloswanne 

Fig. I. Schematische Darstellung dcr Versuqhsanordnung fiLr die dilnnschichtchromatographischc 
’ Dircktmethode.:,, = Auftragyng (Inkubat) zu Beginn der cnzymatischen Rcaktion ; t.,,, lne und tn” = 
~Auftragungen (Inkubate) far verschiedenc Reaktionszeiton. 

Unterschiedliche Inkubationszeiten lassen sich durch einfaches Verschieben der 
Dtinnschichtplatte iiber der Glaswanne erreichen, ‘soclass., das betreffende Inkubat, 
dessen Zeit abgelaufen ist, in den Wasserdampffreien R&m des Brutschranks gelangt. 

_ Durch das sofortige Eintrocknen der Auftragung (Inkubat) wird die Enzymwirkung 
* abgestoppt. Nach Ablauf der letzten Inkubation wird in der iiblichen Weise chroma- 
tographiert und das erhaltene Chromatogramm kann qualitativ und quantitativ aus- 
gewertet werdeti. 
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Als Beispiel fur die beschriebene Methode wird der Nachweis der peptidatischen 
Wirkung’des menschlichen Placentaextraktes gegeniiber den D- und L-Isomeren von 
Leucylglycin und Leucylglycylglycin gefuhrt. Hierbei wurden zur Analyse 0.001 ml 
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w%ssriger Placentaextrakt (Eiweissgehalt 40 ,ug) und o.,ooz ml Substratliisung 
(4.6 x 10-8 Mel in Trispuffer pH 7.2) auf den Auftragungsstellen einer Kieselgel-G- 
Platte fur die Dauer von 4 S&l.’ bei 37 O inkubiert, Die anschliessende chromatographi- 
sche Trennung wurde im Fliessmittelsystem N-Butanol-Essigsgure-Wasser (8 : 2 : 2)l 
durchgefuhrt und die Anfarbung der Peptide und Aminosauren wurde durch Be- 
sprlihen mit Ninhydrinliisungs vorgenommen. 
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Pig. 2. Dunnschichtchromatogramm von Inkubationon des w&ssrigcn Placentacxtraktes mit D- 
Leu-gly-gly (I), L-Leu-gly-gly (2), D-Leu-gly (3) und mit L-Lcu-gly (4) bei pH 7.2 und bei 37O. t, = 
Beginn der Inkubation ; 1, = nach;vicrstfindiger’Inkubation. D-P, = D-LOU-gly-gly; L-P, = L-Leu- 
f&'-@J'; D-P, = D-hU-gty; L-P* = r.-Leu-gly. Sorptionsmittel : Kieselgel G. Fliesmittel : +Butanol 
-Essigs&ure-Wasser (8 : 2 : 2). Nachweis : Ninhydrin. 

Das abgebildete Dunnschichtchromatogramm (Fig. 2), l&sst eindeutig erkennen, 
dass nach vierst,iindiger Inkubationszeit nur die L-Peptide und nicht die isomeren D- 
Peptide hydrolysiert wurden. Ebenso ist an Hand der bei Zeit t, gebildeten Amino- 
&uren- bzw. Peptidflecken (Ecu; Gly-gly (gelbe F&bung) ; Gly (orange Farbung)) zu 
ersehen, dass, wie bereits bekannta, der peptidatische Abbau von r..-Leucyl-glycyl- 
glycin durch Placentaextrakt ‘uber die primare Abspaltung des Leucins verlauft, wobei 
das dabei intermed2i.r gebildefe Gly-gly durch nachfolgende Hydrolyse weiter zu Glycin 
aufgespalten wird. 

Durch photometrische Bestimmung der gebildeten Aminosgurenflecken bzw. 
ihrer Cu-Komplexe kann die enzymatische Peptidspaltung such quantitativ verfolgt 
werden . 
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