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' Diinnschlchtchromatographlsche Dlrektmethode zum Nachweis von Enzym-
"wu-kungen ‘ ' : -

Durch das Prmzxp der direkten Inkubation von En7ymlosung und Substrat-
losung auf der Diinnschichtplatte mit nachfolgender. chromatographischer Analyse
wird eine gleichzeitige Untersuchung sehr geringer Mengen biologischen Materials auf
verschiedene Enzymwirkungen hin erméglicht. Diese . Methodik. kann' deshalb leicht
Verwendung finden zur enzymatischen Untersuchung von ]egllchen Punktmnsmatenal
tierischer oder pflanzlicher Herkunft mit einem Elwelssgeha.lt von nur 10-20 ug.:

Die einfache Methodik besteht darin, dass 0.001.bis 0.002 ml der, ]ewexls vor-
gesehenen Substratpufferlésung (entsprechend ro-7 bis: Mpl Substrat) von einem
bestimmten pH mit 0.001 ml der auf enrymatlsche Aktxwtat hin zu untersuchende
Flussigkeit oder Extrakt direkt auf die marklerten Startstellen einer- entsprechend
beschichteten Diinnschichtplatte aufgetragen wn'd D1e Auftragungen zu Beginn der
enzymatischen Reaktion, also bei #,, werden mit einem Pohn sofort abgetrocknet und
diejenigen Auftragungen, welche den. verschledenen Inkubatlonszelten entsprechen,
werden fiir deren Dauer feucht gehalten. Dies' geschleht durch Umch'ehen der Diinn-
sch1chtplatte, sodass die. Auftragungsfléichen, : die somit den Inkubaten entsprechen
iiber eine mit Wasser gefﬁllte schmale Glaswanne m Brutschrank be1 der gewﬁnschten
Temperatur (z B. 37°) feucht. gehalten werden ) 1b "'1~.¢1st ‘es’ unbedmgt ‘not-
wendig, dass d1e Dﬁnnschlchtpla.tte auf den Rémdem ‘der. v'Glaswanne dxcht auﬁlegt
damit die Sittigung des Zwischenraumes Wasserﬂéiche—Inkubatlonsﬂachen mlt Was-
serdampf gewahrlelstet blelbt (smhe Fig. 1). EER R S

* Diinnschichtplatte EUckseitEI

feuchte Zone ‘

Auflage Tmit Vasser getiihite Glaswanne

' Fxg 1. Schematische Darstellung der Versuchsanordnung fiir die dinnschichtchromatographische
Direktmethode. ty = Auftragung (Inkubat) zu Beginn der enzymatischen Reaktion; ¢,, ty- und ,» =
‘Auftragungen’ (Inkubate) fur verschiedene Reaktionszeiten.

Unterschiedliche Inkubationszeiten lassen sich durch einfaches Verschieben der
Diinnschichtplatte {iber der Glaswanne erreichen, sodass das betreffende Inkubat,
~ dessen Zeit abgelaufen ist, in den Wasserdampffreien Rdum des Brutschranks gelangt.
_Durch ,das sofortige Eintrocknen der Auftragung (Inkubat) wird die Enzymwirkung
-abgestoppt. Nach Ablauf der letzten Inkubation wird in der {iblichen Weise chroma-
tographiert und das erhaltene Chromatogramm kann qualitativ und quantitativ aus-
_gewertet werden. ‘
o Als Beispiel fiir die beschriebene Methode wird der Nachweis der peptidatischen
Wirkung des menschlichen Placentaextraktes gegeniiber den p- und L-Isomeren von
Leucylglycin und Leucylglycylglycin gefithrt. Hierbei wurden zur Analyse o.001 ml
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wissriger Placentaextrakt (Eiweissgehalt 40 x#g) und 0.002 ml Substratlésung
(4.6 X 10~® Mol in Trispuffer pH 7.2) auf den Auftragungsstellen einer Kieselgel-G-
Platte fiir die Dauer von 4 Std. bei 37° inkubiert. Die anschliessende chromatographi-
sche Trennung wurde im Fliessmittelsystem #n-Butanol-Essigsiure-~Wasser (8:2:2)!
durchgefiihrt und die Anfirbung der Peptide und Aminosiduren wurde durch Be-
sprithen mit Ninhydrinlésung? vorgenommen.
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Fig. 2. Diinnschichtchromatogramm von Inkubationen des wiissrigen Placentaextraktes mit D-
Leu-gly-gly (1), L-Leu-gly-gly (2), p-Leu-gly (3) und mit L-Leu-gly (4) bei pH 7.2 und bei 37°. ¢, =
Beginn der Inkubation; {; = nacli vierstiindiger Inkubation. p-P; = p-Leu-gly-gly; .-P, = r-Leu-
gly-gly; p-P; = p-Leu-gly; L-Py == L-Leu-gly. Sorptionsmittel: Kieselgel G. Fliesmittel: n-Butanol
-Essigsiure~-Wagser (8:2:2). Nachweis: Ninhydrin.

Das abgebildete Diinnschichtchromatogramm (Fig. 2) ldsst eindeutig erkennen,
dass nach vierstiindiger Inkubationszeit nur die L-Peptide und nicht die isomeren p-
Peptide hydrolysiert wurden. Ebenso ist an Hand der bei Zeit ¢, gebildeten Amino-
sduren- bzw. Peptidflecken (Eeu; Gly-gly (gelbe Firbung); Gly (orange Firbung)) zu
ersehen, dass, wie bereits bekannt?, der peptidatische Abbau von L-Leucyl-glycyl-
glycin durch Placentaextrakt iiber die primire Abspaltung des Leucins verliuft, wobei
das dabei intermediir gebildete Gly-gly durch nachfolgende Hydrolyse weiter zu Glycin
aufgespalten wird.

Durch photometrische Bestimmung der gebildeten Aminosdurenflecken bzw.

ihrer Cu-Komplexe kann die enzymatische Peptidspaltung auch quantitativ verfolgt
werden.
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