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1. Es wird eine 5~ethode entwickelt, die den Nachweis und 
die quantitative Bestimmung der Proteolyse n i t  kleinen 
Trypsin- und Pepsinmengen gestattet. 

2. Die Methode beruht auf der Durchfiihrung der Biuret- 
reaktion in der nach Einwirkung proteolytiseher Fermente 
enteiwei~ten LSsung und Messung der Ext~inktion bei 530 m#. 

3. Es wird naehgewiesen, dal3 bei k~rzer Einwirkungsd~uer 
yon geringen Trypsinmengen aLd Casein aussehliel31ieh Poly- 
peptide entstehen. 

4. Es ist n i t  dieser Methode mSglich, die proteolytische 
\Virksamkeit yon Thrombin schnell und sicher zu bestimmen. 

lm Verlaufe unserer Untersuchungen fiber die proteolytischen Enzyme 
versehiedener 0rgane w~ren wit vor die Aufgabe gestellt, geringe 
Proteolysegrade bei Anwesenheit von Nuele~sen zn bestimmen. Die 
in unserer Zusammenste]lung 1 erw~hnten Methoden kamen ~ui Grand 
ihrer geringen Empfindliehkeit nicht in Betraeht. Die )/[essung der 
Pro~eolysegrade durch die Bestimmung der Zun~hme des s~turel6sliehen 
Tyrosins im enteiweiBten ~iltrat war in unserem Falle nicht m6glich, 
da dureh die Anwesenheit yon Nueleasen und deren Substraten weehselnde 
~engen yon Purinbasen im t;iltrat auftraten, die das Ergebnis der 
spezifisehen UV-Absorption bei 280 m,u wesentlieh beeintr~ehtigen. Die 
g~sometrische Aminostiekstoffbestimmung naeh Ker~drick und H a n k e  ~ 

]ieferte bei Trypsin als proteolytisehes Ferment ebenso wie die gaso- 

1 M .  Pantlitschlco, E .  K a i s e r  mad H.  Andres ,  Biochem. Z. 1122, 526 (1952). 
2 A .  B .  Kendr i ek  und M .  E.  Hanlce, J. Biol. Chem. 117, 161 (1937). 
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metrisehe Carboxyl-C-Bestimmung naeh Van Slyke and Mitarb. a ersg 
bei sehr langen Bebr/itungszeiten brauehbare Ergebnisse. (Diese beiden 
Methoden lieferten bei Verwendung yon Trypsin, prozentuell ausgedriickt, 
wesentlich geringere Proteo]ysewerte, als sie z. B. dureh die Best immung 
des siinrel6sliehen Tyrosins gefunden wurden.) Obwohl diese beiden 
Methoden bei TestanMysen mit  Aminosgure ausgezeiehnete Ergebnisse 
lieferten, konnten wir sie aus Grfinden, die wit weiter unten dar]egen 
und weft sie nns fiir Seriennntersuehungen zu zeitraubend waren, nieht 
verwenden. Da bei proteolytisehen Vorggngen Peptidbindungen gespalten 
werden, versuehten wir nun, die Abnahme der Zahl dieser Bindungen pro 
Versuehsansatz mit  Hilfe der Biuretreaktion direkt ohne EnteiweiBung 
zu verfolgen. Es zeigte sieh abet, dab bei der yon uns gewghlten Versuehs- 
dauer yon etwa einer Stunde keine Ver/inderungen mit Sieherheit zu 
beobaehten waren. 

Es  w u r d e  a ! so  f o l g e n d e s  f e s t g e s t e l l t :  

1. Mit Hilfe der gasometrisehen (N- and  Carboxyt-C) Amin,~saure- 
best immung konnte nur ein kleiner Bruehteil der Aminosguren gelunden 
werden, die na, eh den Ergebnissen der Messung des Gehattes an sgure- 
]Ssliehem Tya~osin dutch UV-Absorption bei 280 m# zu erwarten gewesen 
ware. ~Zird das Fil~rat des mit  8% Endkonzentrat ion TCE gef~llten 
Substr~ts egw~ 24: Stdn. mit  5 n HC1 bei t I 0 ~  hydroIysiert and an- 
sehliel~end der Aminosguregehalt gasometriseh bestimmt,  finden wit 
eisw~ 40ma.1 mehr Aminosguren ~ls vet  der t tydrolyse.  Die primer ent- 
st~ehenden Spaltprodukte sind also nieht TCE-fgllbare Polypeptide. 

2. Wghrend, wie oben erwghnt, im gesatnten Versuehsansatz keine 
i n d e r u n g  der Konzentrat ion der binreta.ktiven Substanzen naehzuweisen 
war, warden solehe im Fil trat  des mit  8 ~ Endkonzentr~tion TCE gef~tlIten 
Substrats in so groger Menge anfgefunden, dab wit darauf eine Bestim- 
mungsmethode aufbauen konnten, die zum Naehweis yon proteolytisehen 
Fermenten, wie z. B. Trypsin, Papgin, Pepsin und Thrombin gate Dienste 
leistet and  aueh im klinisehen Betrieb zur einfachen and schnellen Be- 
s t immung dieser Fermente verwendet werden kant1. 

~ e t h o d i k  

Als Fermente verwendeten wir kristMlisiertes Trypsin ,,Novo "~, kris~alli- 
siertes Pepsin (Amour) 4, Papain (l~r i : 350) sowie ,,Topostasin Roche"% 
Als Substrat diente uns fiir Trypsin und Papain ,,Casein naeh Hammorstea" 
in l~oiger LSsung in Phospha~puffer, plzI = 7,2 und # = 0,1, fdr Thrombin 

a D. Van Slyke, R. T. Dillon, D. A. McI~ayden und P. Hamilton, J. ]Biol. 
Chem. 141, 67 (1941). 

4 Ffir die IJberlassung dieser Pr&parate sind wir den genamlten Firmen 
zu Dank verpfliehtet. 



H. 2/1957] Die Bestirnmung kleiner Proteolysegrade 261 

a-Casein, hergestellt nach der Methode yon Hipp, Groves, Custer Lmd 
~IcMeekin 5 in 0,5%iger L6sung im selben Puffer. Bei Pepsin wurde als 
Substrat eine Serumverdiinnung mit pH 2,05 verwendet (Verdiinnung yon 
1 Teil Serum und 2 Teilen 0 ,1n SMzsgure). Alle Substrate wurden, 
mi t  Toluol iibersehiehtet, im Eis aufbewahrt. Die Fermente wurden in der 
entsprechenden Pufferl6sung (Trypsin und Thrombin in Phosphatpuffer 
pH = 7,2, # = 0,1, Pepsin in Salzsgure-Kaliumchlorid-Puffer, pH = 2, 
# = 0,2) ge]6st. 

Versuehsansatz 

Trypsin, Papain und Pepsin: 2 ccm SubstratlSsung und 1 cem Ferment-  
16sung werden nach Inkubierung bei 37 ~ C mit 3 cem 16~oiger TCE enteiweiBt, 
nach 30 Min. bei 37 ~ C durch Blaubandfilter filtriert, 4 ecru Fil trat  mit  1 ccm 
20Toiger Lauge und  2 ecru Weichselbaum-l~;eagens G versetzt und nach 30 Min. 
bei 530m# und  2era Schichtdicke im Hilger-Nonrecording-Spektrograph 
gemessen. In  die Vergleiehskiivette wird der gleiehe Ansatz nach sofortiger 
Enteiweil3ung und  Behandlung wie oben gebracht. Man kann abet auch 
einen Leerwert mit  4 ccm ~Tasser verwenden, da, wie Versuche ergaben, 
beim unbebr(iteten Ansatz keine biuretpositiven Substanzen in das Fil trat  
Obergehen. 

Thrombin: Die Mischung yon Substrat und Fermentl6sung wird nach 
entspreehender Inkubationszeit  dutch Fgllung beim isoelektrischen Punkt  
des a-Caseins (pH = 4:,6) mit  2 ecru 2 m Acetatpuffer enteiweil3t, der Nieder- 
sehlag abzentrifugiert. 4 ccm der klaren LSsung werden mit  2 ccm 20~ 
Lauge und 2 ecru Weiehselbaum-Reagens versetzt und  die Ext inkt ion wie 
oben gemessen. 

Eine Adsorption yon Peptiden an das ausfallende Eiweil3 findet nicht 
statt ,  wie wir uns an Hand von Versuchen mit  genau bekannten Pepton- 
mengen, die wir den Substra~16sunge n zusetzten, iiberzeugen konnten. Die 
Aktivitgt  geben wir in Extinktionseinheiten an. Es Igl~t sieh aueh, wie wir 
spgter zeigen werden, der Prozentanteil  des abgebauten Eiweil~es bestimmen. 

E r g e b n i s s e  

Trypsin:  Wie uus Abb.  1 hervorgeht,  bes teht  bei geringer Trypsin-  
konzen t ra t ion  eine l ine , re  Abhgngigkei t  zwischen den gefundenen 
Ex t ink t ionswer t en  u n d  den Fe rmen tkonzen t r a t i onen .  Bei h6heren 
F e r m e n t k o n z e n t r a t i o n e n  bes teht  diese Linear i t~ t  n ich t  mehr.  

W e n n  ~n denselben Versuchsans~tzen die Proteolyse mi t  I-Iilfe der 
UV-Absorp t ion  gemessen wird, so bes teht  diese Line~ri tgt  zwischen 
F e r m e n t k o n z e n t r a t i o n  u n d  E x t i n k t i o n  auch bei hSheren Enzymkonzen-  
t ra t ionswer ten .  Diese Tatsaehe macht ,  wenn  m a n  grSBere Tryps inmengen  
bes t immen  will, d~s Aufstel len einer Eichkurve  bei gegebener Substra t -  

konzen t ra t ion  notwendig.  
Abb.  2 zeigt die l ine , re  Abhgngigkei t  der gefundenen Ext ink t ionswer te  

yon  der Zeit bei Anwendung  einer gegebenen Tryps inmenge  (2 y EKZ) .  

5 N. J. Hipp, M. L. Groves, J. H. Custer und T. L. McMeekin, J. Dairy 
Sei. 85, 772 (1952). 

6 N. Weiehselbaum, Amer. J. Clin. Pathol. 10, 49 (1946). 
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Wegen der kurzen Dauer der Einwirkung des Fermentes ist die Verwen- 
dung yon vorgewiirmten LSsungen sowie eine gena.ue Zeitmessung un- 
bedingt erforderlieh. 

Ein Ansatz mit 2 y EKZ Trypsin Endkonzentration, wie oben beschrie- 
ben, wurde in ZentrifugenrShrchen durehgeftihrt, sofort und naeh 1 Std. 
Bebriitung mit gleichen Teilen 16~oiger TCE enteiweiBt, zentrifugiert, 
der Niedersehlag noehmals mit 8}/oiger TCE gewasehen. Von der fiber- 
stehenden F1/issigkeit wurden 4 ecru zur Bestimmung mit HiKe der 
Biuretreaktion verwendet und die Extinktion auf die gesamte ~enge 

0,33 ~,o z,o 4g 

Abb.  t .  K_ris~llisiertes Tryps in  (Bebr f i tungsdauer  
1 Std . ) ;  - - o - - o - - o - -  E x t i n k t i o n  bei 280 mtt, 

cm SOl ich td ieke ;  - - •  - -  • - -  • - -  E x t i n k t i o n  
bei 530 m/~, 2 cm Schichtdicke  
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Abb.  2. Kr is tMlis ier tes  Tryps in  (2 y -Endkonzen-  
trabion/ccm); --o--o---o-- Exbinktion bei 
2 8 0 m # ,  icm Schichtd icke;  - - x - - • 2 1 5  
Ex~ink t ion  bei 530 mp, 2 cm Schichtd icke  

yon 6 ecru berechnet. Der Niederschlag wurde in 1 ccm 20%iger Natron- 
lauge gelSst und damit ebenfalls die Biuretreaktion durchgeffihrt. Aus 
untenstehender Zusammenstellung ersieh~ man, dab die Zahl der Peptid- 
bindungen, ausgedriickt durch die Extinktion der Biuretreaktion, wenn 
man die iiberstehende Fliissigkeit und den Niederschlag gemeinsam be- 
trachtet,  keine _~nderung erf~hrt. Wir haben also, wie oben erw~hnt, 
die 1KSglichkeit, den prozentuellen Abbau des Substrats durch verschie- 
dene Enzyml6sungen zu bestimmen. Damit in Einklang steht auch die 
Tatsache, dab die Konzentr~tion der Spaltprodukte im TCE-Filtrat  
durch Dialyse in Cel]ophansehl~uchen, wenn man die Volumszunahme 
korrigiert, nicht ge~ndert wird. 

Tabe l l e  i 

E x t i n k t i o n  des E x t i n k t i o n  
] [nkubat ionszei t  TCE-16sl.  Ante i l s  des Niederschlages  Ges. E x t i n k t i o n  A b b a u  in % 

0 
1 Std. 

0 
0,127 

0,537 
0,407 

0,537 
0,534 

0 
23,7 
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Pepsin: Aueh fiir Pepsin konnte, wie aus nntenstehender Abb. 3 
hervorgeht, dieselbe lineare Proportionalit~t der Extinktionswerte in 
bezug auf die Abhiingigkeit vonde r  Konzentration des Fermentes bzw. 
der Zei~ bei gegebener Fermentkonzentration gefunden werden. 
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Abb. 3. Kristallisiertes Pepsin (Bebriitungsdauer 
1 Std.) 

Abb.  4. Kristallisiertes Thrombin (100 y-End- 
konzentration/ccm) 

Papain: Von der Wiedergabe der Papain-Proteolyse-Kurven nehmen 
wir Abstand, da prinzipiell dieselben Ergebnisse wie bei Trypsin erhalteu 
wurden. 

Thrombin: W/~hrend es uns nicht mSglieh war, die proteolytisehe 
Wirkung des Thrombins auI Casein mit ttilfe der iibliehen Methode nach- 

SO 130 750 Z00 
T h r o m h / n  - * 

Abb. 5. Kristallisiertes Thrombin (Bebrfitungsdauer 4: Std.) 

zuweisen, erlaubt die Bestimmung der biuretaktiven Substanzen im Filtrat 
des beim isoelektrischen Punkt gefiillten a-Caseins ohne weiteres die 
Messung des Proteolysegrades. Bei geringerer Thrombinkonzentration 
empfiehtt es sich, die Inkubationszeit zu verl~ngern und eine Eichkurve 
aufzustelien. 


