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Aminopeptidasen, die im normalen menschlichen Blutserum, 
im Serum schwangerer Frauen und im Serum leberkranker Pati- 
enten vorkommen, lassen sich mit IIilfe der Elektrophorese in 
St~rkegel voneinander trennen und unterscheiden. Zu ihrem 
Nachweis im Gel eignet sich eine Modifikation yon Gomoris histo- 
chemischer Aminopeptidase-Reaktion. 

Die yon Smi th ies  1, ~ beschriebene Methode der Zonenelektrophorese 
von Serumproteinen in St~Lrkege] zeichnet sich durch eine augerordentliche 
Trennsch~rfe aus. Sic wurde in den letzten Jahren mit Erfolg nicht nur 
zur Untersuchung yon Seren, sondern auch yon anderen Proteingemi- 
schen, Enzymen, ttormone~l und Gewebsextrakten, herangezogen a, ~ 

Im folgenden berichten wir fiber die Anwendung der Sti~rkegel-Elek- 
trophorese zur Trelmung und Unterscheidung verschiedener Amino- 
peptid~sen, vor allem solcher, die im menschlichen Serum vorkommen. 
Serum besitzt eine betr~chtliche Aminopeptidase-Wirksamkeit 5. W~h- 
rend der Schwangerschaft erf~hrt der Aminopeptidasespiegel eine be- 
deutende ErhShung 6, die - -  wenigstens zum Tell - -  auf das Auftreten 
eines zus~Ltzlichen Ferments zuriiekzufiihren ist. Diese neuuuftretende 
Aminopeptidase ist durch ihre Fiihigkeit, Cystinylpeptide zu hydroly- 
sieren, gekennzeiclmet 6 und mit der erstm~ls vom Fekete 7 im Schwan- 

1 0 .  Smithies, Bioehem. J. 61,629 (1955). 
"~ O. Smithies, Adv. Prot. Chem. 14, 65 (1959). 
a R. L.  Hunter und C. L.  Marlcert, Science [New York] 125, 1249 (1957). 
4 j .  de Grouchy, l~ev. frang, dtudes clin. biol. 3, 881 (1958). 
5 M .  N .  Green, K .  Tsou, R.  Bressler und A.  Seligman, Arch. Biochem. 

Biophys. 57, 458 (1955). 
6 H.  T u p p y  und H. Nesvadba, 5{h. Chem. 88, 977 (1957). 
v K .  Fekete, Endol~dnol. 7, 1 (1930). 
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gerenserum gefundenen,  das H y p o p h y s e n h i n t e r l a p p e n - H o r m o n  Oxytoc in  
spa l t enden  , ,Se rum-0xy toe inase"  ident iseh  s. 

Zur Auffindung der Aminopeptidasen auf den St~rkegel-Streifen bedien- 
ten wir uns einer spezifisehen und empfindliehen Mcthode, die auf Gomoris 
histoehemischen Aminopeptidase-Nachweis 9 zuriickgeht. Naeh Gomori werden 
Gewebesehnitte mi t  e~ner L6sung inkubiert,  die ein Aminos~ure-~-naphthyl- 
amid a l s  Enzymsubs t ra t  und ein Diazoniumsalz enthglt ;  das ~-Naphthyl- 
amin, das aus dem Substrat  unter  der Einwirkung der Aminopeptidase frei- 
gesetzt wird, kuppel t  mit  dem Diazoniumsalz zu einem unl6sliehen Farbstoff  
und die St~gtten der Farbstoffablagerung bezeiehnen die Stcllen der Enzym- 
akt ivi ta t .  Diesc histoehemisehe l~eal~tion, deren Methodik yon Burstone und 
Folio 1~ sowie Nachlas, Craw]oral 
und  Seligman 11 vervollkommo 
net worden ist, lieB sich ftir eine 
A nf~rbung yon Aminopepti-  
dasen auf St~rkegel-Streifen 
adaptieren.  Als Substrat  kamen 
L-Leucin- ~-naphthylamid oder 
DL-A]anin- ~-naphthylamid, als 
Kupplungskomponente  Fas t  
Garnet  Sa]t GBC 1~ zur Ver- 
wendung. Zur Beschleunigung 
der Azo-Kupplung wurde der 
Inkubationsmischung Pereain 
zugesetzt 1~. Eine Verwendung 
yon I~ - Cystin- di- ~-naphthylamid 
als Substrat  zur selektiven An- 
fgrbung der Serum-Oxytocinase 
im St/~rkege] scheitertc an sciner 
geringen LSslichkeit. 

I n  den E lek t rophe rog ram-  
men gesunder  Mgnner  und  
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Abb. i. St~rkegel-l]lektrophorese eines Nieht- 
sehwangerenserums, a) Anf/irbung der Proteinbanden 
mit Amidosehwarz 10 B; b) Darstellung der Amino- 
peptidase mit LoLeuein-~-naphthylamid und Fast 

Garnet Salt G]]C 

nichtschwangerer  F r a u e n  t r i t t  regelm/~Sig hinter  den mi t  Amidoschwarz  a n- 
f~rbbaren  Serumalbumin-  und  P o s t a l b u m i n - B a n d e n  eine nach  I n k u b a t i o n  
mi t  L-Leucin- oder  DL-Alan in-~-naphthy lamid  und  Garne t  GBC rote  
A m i n o p e p t i d a s e b a n d e  (I) auf (Abb. 1). I n  Seren schwangerer  F r a u e n  wird 
ebenso regelm~Sig noch eine zweite, bei  der  E lek t rophorese  l angsamer  wan- 
dernde  Aminopep t idase  (II)  gefunden;  in den Seren yon  t tochschwangeren  
t ibertr i ff t  diese Bande  an  In tens i t~ t  (bei Anfis mi t  n-Leucin-~-naph-  
thy lamid)  bei  wei tem die Bande  der  auch in Niehtschwangerenseren  vor-  
handenen  Aminopep t ida se  (Abb. 2). Nach  ihrer  Lage  zu schlieSen, kann  

s E.  Stoklaska und E. Wintersberger, Arch. exper. Path.  Pharmakol.  236, 
358 (1959). 

9 G. Gomori, Proc. Soc. Exper.  Biol. Med. 87, 559 (1954). 
lo ,~ .  S. Burstone und J .  E.  Folk, J. Histochem. Cytochem. 4, 217 (1956). 
11 3J. M .  Nachlas, D. T.  Craw]ord und A.  M .  Seligman, J. His~ochcm. 

Cytochem. 5, 264 (1957). 
r2 j .  F.  Burton, Nature [London] 173, 642 (1954). 
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Abb. 2. Stiirkegel-Elektrophorese eines Sehwaugeren- 

serums. Vgl, Abb. i 
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diese Bande nicht mit der ,,pregnancy-zone" identiseh sein, die Smi th ies  2 

in den Elektropherogrammen einiger Hoehsehwangerenseren festgestellt 
hat. Auger der Rotfiirbung der Aminopeptidase-Banden tritt bei allen 
Seren eine Gelbfitrbung der Serumalbumin-Bande, wahrscheinlich auf 
Grund ihres Bilirubingehaltes, ein. 

Der Beweis, dal~ die Aminopeptidase-Aktivit~t der zweiten, lung- 
sameren Bande (II) der Serum-Oxytocinase zuzuschreiben ist, konnte 
auf zwei Wegen erbracht werden: 1. Ein aus Retroplacentarserum ge- 
wonnenes, weitgehend gereinigtes Oxytocinase-Pr/~parat 13 wurde der 
Sts unterworfen; es verhielt sieh ebenso wie die in 
Schwangerenseren auftretende zweite Bande. In  einem zweiten Versueh 
wurde das Serum einer nichtschwangeren Frau mit einer hochgereinigten 
OxytocinaselSsung vermischt und, Seite an Seite mit einem Sehwangeren- 
serum, dutch St/~rkegel-Elektrophorese aufgetrennt; die miteinander ver- 
glichenen Proben erwiesen sich als ununterscheidbar. 2. Nach der Elektro- 
phorese des Serums einer Schwangeren im 10. Lunarmonat wurden aus 
dem Gelstreifen jene zwei Absehnitte ausgestanzt, die die Aminopeptidase- 
banden I und I I  enthielten, und zur AuflSsung der St~rke mit Diastase 
inkubiert. Die erhaltenen L6sungen wurden auf beschriebene Weise 6 
sowohl mi~ Leucin- als auch mit Cystin-~-naphthylamid auf ihre Amino- 
peptidase-Wirksamkeit geprfift. Es zeigte sich (Tub. 1), dub die langsamer 
wandernde Aminopeptidase Cystin-di-~-naphthylamid hydrolysierte, so 
wie es yon der Oxytoeinase des Schwangerenserums zu erwarten war, 
w/~hrend die rasehere, auch im Niehtschwangerenserum vorkommende 
Aminopeptidase dieses Substrat nur in ~ugerst geringem Mage spMtete. 
Beide AminopeptidaselSsungen hydrolysierten Leuein-~-naphthylamid. 
Die aus der Bande I I  eluierte Oxytocinase setzt ~-Naphthylamin aus Leu- 
ein-~-naphthylamid mit mehrfaeh grSgerer Gesehwindigkeit frei als aus 
Cystin-di- ~-naphthylamid. 

Da somit Leuein-~-naphthylamid ein ausgezeiehnetes Substrat aueh fiir 
die Oxytoeinase darstellt, is~ die Wirksamkeit dieses Enzyms keineswegs 
auf Cystinylpeptide besehr~nkt. Die Besonderheit der Oxytoeinase ist folglieh 
nieht darin zu erblieken, dab sie nur  Cystinylpeptide spaltet, sondern dag zu 
ihren Substraten aueh  Cystiny!peptide zghlen. - -  Die Spaltbarkeit des 
L-Leuein-~-naphthylamids dutch Oxytoeinase ist yon Bedeutung nieht nur 
im Hinbliek auf die Anf~rbung des Enzyms in Elektropherogrammen, son- 
dern aueh f/Jr seine mikroskopiseh-histochemisehe Lokalisierung. In An- 
betraeht der 2r yon Aminopeptidasen, die Leuein-~-naphthylamid- 
spalten, ist ein positiver Naehweis der Oxytoeinase in Gewebssehnitten 
mit Hilfe dieses Substrates nieht ohne weiteres mSglieh. Wohl aber 
kann der Befund, dal] bestimmte Zellen oder Gewebe ~-Leuein-~-naphthyl- 
amid n ieh t  spalten, als Hinweis auf die Abwesenheit yon Oxytoeinase 
gelten. 

1, H. T u p p y  und E. Wintersberger, Mh. Chem. 91, in Vorbereitung (1960). 
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Tabelle 1. E n z y m a t i s c h e  W i r k s a m k c i t  der du reh  St~rkege]-  
E l e k t r o p h o r e s e  g e t r e n n t e n  A m i n o p e p t i d a s e n  des 

S e h w a n g e r e n s e r u m s  

1,2 mI der EnzymlSsungen, die aus den die Aminopeptidasen I u n d  I I  ent- 
haltenden Gelstiieken dutch Behandlung mit Diastase gewonnen worden 
waren, wurden mit 0,3 ml einer 12proz. LSsung vola Gummiarabieum ver- 
setzt. Von diesel: Misehungen wurden je 0,75 ml mit je 0,25 ml Aminos/~ure- 
~-naphthylamid-LSsung 2 Stdn. bei 37 ~ inkubiert. Die kolorimetrisehe Aus- 
wertung der Aminopeptidase-Aktivitat erfolgte auf besehrie'bene Art 6. Die 
in der Tabelle angeftihrten Werte (E565) sind die im Beekman-Spektrophoto- 
meter gemessenen Extinktionswerte (~u 565 inV., 1 em Schiehtdieke). 
Die Blindwerte wurden dadureh erhalten, dag aminopeptidasefreie Gclst/ieke 
auf gleiehe Weise wie die aminopeptidaseh~ltigcn mi~ Diastase verdaut und 
die verfliissigten Proben mit den Substraten inkubiert und kolorime~riseh 
ausgewertet wurden. 

Aminopep'~idase Subs'Grat E~5 /~Iindwm't E:6~ korr. 

]3ande I 
Bande I 
Bande I I  
Bande I I  

l~-Leuein- ~-naphthylamid 
l.-Cystin-di- ~-naphthylamid 
l~-Leuein- ~-naphthylamid 
l~-Cystin-di-~-naphthylamid 

1,986 
0,162 
0,534 
0,033 

0,096 
0,029 
0,096 
0,029 

1,890 
0,133 
0,438 
0,004 

In einer friiheren Arbeit :4 wurde festgestellt, dab die Aminopeptidase- 
aktivitgt des Serums gegeniiber L-Cystin-di-~-naphthylamid nieht nut 
w~hrend der Graviditi~t stark erhSht ist, sorldern dab eille deutliehe Er- 
hSl~ung tiber dell niedrigen Normalwert aueh bei manehen Lebererkran- 
kungen auftritt. Bei der ehemisehen Bestimmung der Oxytoeinaseaktivi-. 
t~t im Serum mit Cystin-di-~-naphthylamid als Substrat ~, 1~ war es daher 
nieht mSglich, zudschen einer friihen Sehwangersehaft und einer Leber- 
erkra~lkung zu unterseheiden. Es wurde vermutet, dab es sieh bei der in 
Seren Leberkranker gefultdenea Cystin-di-~-naphthylamid spMtenden 
Aminopeptidase nieht um die Serum-Oxy~oeinase, sondern um ein allderes, 
im normalen Serum nicht vorkommendes proteolytisehes Ferment ~hn- 
lieher Spezifit~t handelt. Dutch Elektrophorese in St~rkegel konnte nun 
gezeigt werden, dag die ErhShung des Serum-Aminol0eptidasespiegels bei 
Lebererkrankungen tats~tehlieh auf eiI: yon der Aminopeptidase des nor- 
m~ten Niehtsehwangerenserums und yon der Serum-Oxytoeinase ver- 
schiedenes Enzym zurtiekzuffihrei1 ist. Diese Aminopeptidase wandert 
etwas laxtgsamer als die Serum-Oxytoeinase und ist d~durch yon ihr deut- 
lieh unterseheidbar. Im Serum eines Hepatitis-Patienten wurden sogar 
zwei Aminopeptidasen, zuss zu der im normalen Niehtsehwangeren- 
sermn vorhandenen, gefunden; keines yon diesen Fermen~en war mit der 
Oxytocinase identiseh. 

:4 W. Mi~ller-Hartburg, H. Nesvadba und H. Tuppy,  Arch. Gyn:tko]. 191, 
442 (1959). 
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Werle,  S e m m  und E n z e n b a c h  15 besehrieben ein in E r y t h r o c y t e n  
vorkommendes, Oxytocin spaltendes Enzym, welches yon der Oxytocinase 
des Schwangerenserums verschieden ist. Erythroeytenlysate besitzen 
auch eine betrs Cystin- und Leucin-~-naphthylamid spaltende 
Wirksamkeit. Dadureh erklart es sich, warum die Verwendung h~moly- 
tischer Seren bei der chemischen Oxytocinase-Bestimmung mit Cystin-~- 
naphthylamid zu Fehlern ftihren kann l~. ~Jberraschenderweise konnte 
jedoch bei der St~,rkegel-Elektrophorese serumfreier, h~molysierter Ery- 
throeyten keine Aminopeptidase-Aktivit~t gefunden werden. Aueh bei 
Zusatz yon Erythroeytenlysat  zu Sehwangerenseren t ra t  weder eine zu- 
s~tzliche Bande noch eine Ver~inderung der Serumoxytocinase-Bande auL 
Eine StSrung machte sich allerdings bei der Durehfiihrung der Elektro- 
phorese bei p i t  8,7 insoferne bemerkbar, als das aus den Erythroeyten 
stammende g~moglobin mit der gleiehen Geschwiudigkeit wie die Oxyto- 
einase wanderte und mit seiner Farbe die bei dam Aminopeptidase-Naeh- 
weis entstehende lgotf~rbung iiberdeekte. Wurde die Elektrophorese 
hingegen bei pH 8,0 vorgenommen, so blieb d~s It~imog]obin hinter der 
Oxytocinase betr~ichtlich zurfiek und st6rte deren Auffi~dung nicht; da 
aueh unter diesen Bedinguixgen eine Anf~rbung yon Erythroeyten-Fer- 
menten nieht eintritt, ste]lt die Verwendung h~imolytischer Seren bei dem 
e]ektrophoretisehen Naehweis der Serum-Oxytocinase - -  im Gegensatz 
zu den Verh~iltnissen bei der ehemisehen A k t i v i t ~ t s b e s t i m m u n g -  
keine FeMerque]le dar. 

Die yon S m i t h  und Mitarb. 16, 17 eingehend untersuehte Leueinamino- 
peptid~se aus Schweinenieren wandert bei der Elektrophorese in St~rkegel 
bei pI-I 8,0 und unter Verwendung eines Magnesiumionen enthaltenden 
Puffers nur wenig langsamer als die raschere, im Sehwangeren- wie im 
Niehtschwangerenserum vorkommende Aminopeptidase (I); sie l~i[~t sich 
ira Stgrkegel ohne Schwierigkeiten durch Anf~rbung mit n-Leuein-~- 
naphthylamid und Fast Garnet Salt GBC siehtbar machen. In Abwesen- 
heir yon Mg ++ l~iBt sieh die Leueinaminopeptidase elektrophoretiseh 
nur sehr schwer naohweisen, was gegen die Identit~t dieses Enzyms 
mit einer der in vor]iegender Arbeit untersuchten Amino-peptidasen 
des mensehlichen Blutserums spricht. 

Experimenteller Tell 
1. S t ~ r k e g e l - E l e k b r o p h o r e s e  

K~iufliche Karr wurde nach den Angaben yon Smi th ies  ~ mit 
Aoeton/HC1 partiell hydrolysiert; die gdnstigste Hydrolysendauer war yon 
Stgrke zu St~rke versehieden und muBte jeweils in Vorversuchen bestimmt 

is E.  Werle, K .  Serum und R.  Enzenbach,  Arch. Gyns 177, 211 (1955). 
1~ D. H.  Spac/cman, E .  L. S m i t h  und D. M .  Brown,  J. Biol. Chem. 212, 255 

(~955). 
iv E.  L. S m i t h  und D. H.  Spackman ,  J. Biol. Chem. 212, 271 (1955). 
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werden. Zur Herstellung des Gels wurden 14 g hydrolysierte St~irke mit  
100 ml Pnffer aufgekoeht; fiir die Trennung der Arninopeptidasen des Serums 
verwendeten wir 0,025 m Boratpuffer (pH 8,7), ffir die Versuehe mit  Erythro- 
eytenlysaten 0,025 m Boratpuffer (pH 8,0) und ftir die Elektrophorese yon 
Leueinaminopeptidase einen 0,02 m Tris-Puffer pH 8,0, der lV[gCt.) (G004 m) 
enthielt. Die heige St~rkel6sung wurde dureh Evakuieren yon Luftblasen be- 
freit., in eine geeignete Form (25 • 2,5 • 1,0era) gegossen und' ir~ 
dieser erkalten und erstarren gelassen. 1 his 2 Stdn. sparer wurde ein mit  dem 
zu untersuehenden Serum bzw. der Enzymt6sung getr~inktes St6ek Filtrier- 
papier in der yon Smithies besehriebenen Weise in den Gelstreifen eingef/ihrt. 
Die Dauer der Elektrophorese betrug 12 bis 14 Stdn., das Spannungsgef'~lle 
2 bis 3 V/em. 

2. A n f / ~ r b u n g  de r  G e l s t r e i f e n  

Naeh Beendigung der Elektrophorese wurden die Gelstreifen mit  einer 
I%asierklinge horizontal durehgesehnitten. Die eine H~lfte kam zur Anf-~rbung 
der Proteinbanden far einige Min. in eine gesgttigte L6sung yon Amidosehwarz 
10 B in Nethanol/Eisessig/Wasser (5 : 1 : 5) ; das iibersehtissige Amidosehwarz 
wurde mit  farbstofffreiem L6sungsmittelgemiseh ausgewasehen. Die andere 
H/ilfte des Gels wurde zur Darsl~ellung der Aminopeptidasen mit  einer Mi- 
sehung yon 10 ml Substratl6sung (2,6 mg L-Leuein-~-naphthylamid ira 0,2 ml 
heiBem Methanol gel6st und mit  warmen W'asser auf I0 ml verdfinnt) und 
5 ml DiazoniumsMzl6sung (10 mg Fast Garnet Salt GBC und 40 mg Nuper- 
cain in 5 ml 0,2 m Trigth~nolaminpuffer pill 7,0) 1 Stde. bei 37 ~ inkubiert 
und sodann mit Wasser gewa.sehen. ])as zur Anf/irbung der Leueinamino- 
peptidase verwendete Inkubationsgemiseh enthielt angerdem noeh MgCI~ in 
0,004 m Konzentration. - -  Da die Getstreifen w~hrend ihrer Anf~trbung, vor 
Mlem im 3{ethanol/Essigsfiure-Gemiseh, stark sehrumpfen, wurden noeh vor- 
her in ibren Rand in Abst/~nden von 1 em kleine Einsehnitte gemaeht; diese 
Skala diente naeh der Anf/~rbung zur Messung der von den versehiedenen 
Proteinen wfihrend der Elektrophorese durehlaufenen St.reeken. 

3. U n t e r s u e h u n g  der  e l e k t r o p h o r e t i s e h  g e t r e n n t e n  A m i n o -  
p e p t i d a s e n  des S e h w a n g e r e n s e r u m s  

Naeh der St~irkegel-Elektrophorese yon 0,15 ml Sehwangerenserum w~rde 
auf ehlem sehmMen, vom Elektropherogramm abgetrenngen L~ngsstreifen 
die Gage der ~ninopept idase-Banden dureh Anf/irbung festgestellt. Aus dem 
Rest des St~irkegels wurden sodann die die Banden I und I I  enthMtenden Gel- 
st[ieke herausgesehnitten, zerkleinert und mit  2 ml einer lproz. L6sung k~uf- 
lieher hoehgereinigter Diastase (Merck) 3 Stdn. bei 37 ~ unter gelegentliehem 
Umsehiitteln inkubiert. Naeh Zentrifugierem der verfl/issigten Proben wurde 
die Aminopeptidase-AktivitGt der klaren L6sungen unter Verwendung der Sub- 
st.rate L-Leuein-@-naphthylamid und L-Oystin-di-~-naphthyla.mid bestimmt 
(Tab. 1). Bei der Elektrophorese und bei der naehfolgenden Diastase-Behand- 
lung der Aminopeptidasen erlitt deren Aktivitfit eine nu t  geringfiigige Ein- 
buBe. 
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