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DNSA (l-Dimethylamino-naphthelene-S-sulfonamide) forms with carbonic anhydrase (carbonate hydrolase, EC 
4.2.1.1) a highly fluorescent complex [ 11. We used the formation of these complexes for the detection of the iso- 
enzyme bands of carbonic anhydrase in isoelectric focusing and electrophoresis in acrylamide gels. DNSA is added 
to the solution of the isoenzymes before separation. Using quartz tubes - the maximum of the excitation spectrum 
is 280 nm [l] - for supporting the gels the fluorescent enzyme bands can be observed during development in UV 
light and without putting the gels out of the quartz tubes. This technique allows the detection of the carbonic an- 
hydrase isoenzymes with greater precision and simplicity than with any staining method. 

1. Einftirung 

DNSA* bildet mit Carboanhydrase (Carbonat 
hydro-lyase, EC 4.2.1 .l) einen intensiv fluoreszieren- 
den Komplex [l] . Wir benutzten die Bildung dieser 

Komplexe zur Detektion der Isoenzyme von Carbo- 
anhydrase bei der Elektrofokussierung und der Disc- 
Elektrophorese in Acrylamidgelen (Abb. 1). DNSA 
wird der Enzymlosung vor der Trennung der Iso- 
enzyme zugesetzt. Werden fur die Herstellung der Gele 
Quarzrijhrchen benutzt - das Maximum des Excita- 
tionsspektrums liegt bei 280 nm - so kijnnen die 
Enzymbanden wahrend der Entstehung im UV-Licht 
beobachtet werden. Auch die abschliessende Betrach- 
tung erfolgt, ohne dass zuvor eine Entnahme der Gele 
aus den Rohrchen erforderlich ware. Diese Methode 
erlaubt eine genauere und einfachere Detektion von 
Carboanhydrase-Isoenzymen als die tiblichen Anfir- 
bemethoden. 

2. Reagenzien und Methoden 

Acrylamid, N,N’-Methylen-bisacrylamid, Ammo- 
niumpersulfat, N,N,N’,N’-Tetramethylathylen-diamin 

* Abkiirzung: DNSA = 1-Dimethylamino-naphthalin-S- 
sulfonamid. 
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und 1 -Dimethylamino-napthalir&sulfochlorid waren 
analysenreine Pr;dparate der Firma Serva (Heidelberg), 
Ampholin (4O%ig, pH-Bereiche 3-10, bzw. 5-8) 
kauften wir von LKB (Bromma, Schweden), Ethoxol- 
amid (6-Athoxy-benzothiazol-2-sulfonamid; die 

Stammlosung wurde hergestellt, indem 24 mg 
Ethoxolamid in 100 ml H, 0 suspendiert wurden und 
tropfenweise bis zur viilligen Auflosung cont. NH, 
zugegeben wurde) war ein Geschenk der Fa. Upjohn. 

DNSA wurde nach [2] durch Zusammengeben 
einer klaren Lasung von 250 mg 1-Dimethyl amino- 
naphthalind-sulfochlorid in 2,5 ml Aceton mit 1 ml 
33%iger Ammoniakliisung hergestellt. Das Sulfon- 
amid scheidet sich dabei ab. Es wurde aus kthylal- 
kohol umkristallisiert (F = 2 15’) (Stammlosung: 
0.25% in Ethanol). Die anderen Reagenzien waren 
analysenreine Handelspraparate. 

Herstellung der Carbonhydraseliisungen: Heparinisier- 
tes Blut wurde zentrifugiert, die Erythocyten zweimal 
mit 0,9%iger NaCl-LBsung an der Zentrifuge ge- 
waschen und nach Tsuchihashi [3] mit 24% Wasser, 
16% Athanol und 20%,Chloroform ihres Volumes 
vermischt. Die Mischung wurde zentrifugiert und der 
wassrige ijberstand ohne weitere Behandlung fiir die 
Trennungen benutzt. 

Elektrofokussierung in Acrylamid-Gelen: (modifiziert 
nach Wrigley [4] ). Silikonisierte Quarzrohrchen 

(7,5 X 0,7 cm) wurden an einer Seite mit Parafilm 
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Abb. 1. Im UV-Licht fluoreszierende Banden von DNSA- 
CarboanhydraseKomplexen nach Disc-Elektrophorese bzw. 
Elektrofokussierung in Acrylamidgelen. Die Carboanhydrase- 
liisungen wurden durch Chloroform-Athanolfallung aus Ery- 
throcyten erhalten Gele Nr. l-3 Disc-Elektrophorese (pH 
8,9/7% Acrylamid), Gele Nr. 4-6 Elektrofokussierung, Geh 
Nr. 4 und 5 Ampholin vom pH-Bereich 3- 10, Gel Nr. 6 pH- 
Bereich 5-8. Gele Nr. 1 und 4 Human-, Nr. 2 und 5 Kaninchen-, 

Nr. 3 und 6 Hiihnererythrocyten-Carboanhydrase. 

verschlossen und luftblasenfrei mit je 1,5 ml einer 

Losung gefiillt, die unmittelbar vor Gebrauch durch 
Mischen von 1 Volumen einer Acrylamid-Ampholin- 
Losung (22% Acrylamid, 0,6% ZV,N’-Methylenbis- 
acrylamid, 0,19% N,N,N’,N’-Tetramethylathylen- 
diamin, 4% Ampholin des entsprechenden pH-Be- 
reiches) mit 3 Volumen einer U,l%igen Ammonium- 
persulfatlosung erhalten worden war. Die Rohrchen 

wurden zur Polymerisation eine halbe Stunde bei Zim- 
mertemperatur stehen gelassen. 

Die Elektrofukussierung erfolgte in dem analytischen 
S&rlenelektrophoresegerat (Fa. Shandon) in der Kalte-’ 
kammer (t2”). Als Kathodenfliissigkeit (oberes 
Elektrodengefass) wurde 0,4%ige Athylendiamin- 
losung, als Anodenfliissigkeit (unteres Elektrodenge- 
fass) 0,2%ige Schwefelsaure benutzt. Urn einen Kon- 
takt des Enzymes mit unzersetztem Persulfat zu ver- 
meiden, wurde vor Aufgabe der Proben wahrend 30 
min eine Gleichspannung angelegt und nachreguliert, 
die pro Riihrchen eine Stromstiirke von 0,5 mA er- 
zeugte. Dann wurden mit einer Tuberkulinspritze 
(mit ca. 10 cm langer Kaniile) je 0,2 ml der Enzym- 
losung, die such 10% Saccharose, 1 mM DNSA und 
gegebenenfalls 1% Ampholin enthielt, unmittelbar 
auf das Gel geschichtet. Die Gleichspannung wurde 
erneut angelegt und allmahlich bis 350 V gesteigert, 
wobei die Stromstfke pro Rohrchen 05 mA nicht 
iiberschritt. Die erforderliche Laufzeit zur Ausbildung 
der Banden betrug etwa 3 Stunden nach Erreichen der 

Maximalspannung. 

Disc-Elektrophorese: Diese wurde nach [5,6] im 
Gelsystem pH 8,9/7,0% durchgefiihrt. Die Gele 
wurden ebenfalls in silikonisierten Quarzrohrchen 
(7,5 X 0,7 cm) hergestellt. Die mit Parafim verschlos- 
senen Rohrchen wurden luftblasenfrei mit je 1,5 ml 
einer frisch bereiteten Mischung aus einem Volumen 
einer Losung, die 0,75 M Tris, 0,12 N HCl 14% 
Acrylamid, 0,37% NJ’-Methylenbisacrylamid und 
0,058% N,N,N’,N’-Tetramethylathylendiamin ent- 
hielt und einem Volumen einer 0,14%-igen Ammo- 
niumpersulfatlosung gefiillt. Die Rijhrchen wurden 
30 min bei Zimmertemperatur zur Polymerisation 
stehen gelassen. 0,2 ml Enzymlosung, die 1 mM 
DNSA, 10% Saccharose, 3 1 mM Tris und 30 mN 
HCl (pH 6,7) enthielt, wurde tiber die Gele ge- 
schichtet. Die Elektrophorese erfolgte im analytischen 
Saulenelektrophoresegerat der Fa. Shandon (London) 
im Kalteraum (+2”). Als Elektrodenpuffer diente 
eine Liisung, die 38 mM Glycin und 5 mM Tris ent- 
melt. Die obere Elektrode wurde als Kathode gepolt. 

3. Ergebnisse und Diskussion 

Bisher beschriebene Fluoreszenzmethoden zur 
Detektion von Proteinbanden in Gelen benutzten 
entweder die Fluoreszenz der Tryptophanreste, deren 
kurzwelliges Fluoreszenzsignal jedoch nich sichtbar 
sondern nur messbar ist [7] , oder die Mschung der 
Fluoreszenz eines in das Gel einpolymerisierten 
Indikators. Bei einer anderen Technik wurden [9] 
modifizierte Proteine mit l-Dimethyl-aminonaptha- 
lin-5-sulfo-chlorid umgesetzt und nach Dialyse der 
Proben die jetzt im UV-Licht fluoreszierenden Pro- 
teine der Elektrophorese unterworfen. Diese Metho- 
den dienen der unspezifischen Proteindetektion. Die 
jetzt beschriebene Verwendung des Carboanhydrase- 
Inhibitors 1 -Dimethylaminonaphthalin-5-sulfonamid 
ermijglicht dagegen eine spezifische Enzym-Detektion 
durch Fluoreszenz. Wegen der Langwelligkeit der 
emittierten Strahlung kijnnen die Banden bei Ver- 
wendung von Quarzrijhrchen umnittelbar such bei 
ihrer Bildung beobachtet werden, ohne dass die Gele 
zuvor aus den Rohrchen genommen werden miissten. 
Einige typische Ergebnisse sind in der Abbildung dar- 

gestellt. 
Da die Dissoziationskonstanten der DNSA-Carbo- 

anhydrase-Komplexe in der Griissenordnung 0,l /JM 
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liegen, sind bereits bei einer Konzentration von 10 PM 
DNSA im Trenngel die Enzymproteine nahezu voll- 
stindig als fluoreszierende Komplexe vorhanden. Da 
die Fluoreszenz des freien DNSA sehr vie1 geringer 
als die seines Enzymkomplexes ist, wird sie meistens 
iiberhaupt nicht beobachtet. Nur bei Proben mit ge- 
ringem Carboanhydrase-Gehalt bildet sich bei der 
Elektrofokussierung eine gelb fluoreszierende Zone, 
die vermutlich durch beim isoelektrischen Punkt 
auskristallisiertes DNSA verursacht wird. Diese 
Fluoreszenz ist aber mit der blaulichen des DNSA- 
Carboanhydrase-Komplexes nicht zu verwechseln. 

Nach [l] wird DNSA such von Serum-Albumin 
zu einem fluoreszierenden Komplex gebunden. Diese 
Reaktion ist jedoch verh%ltnismhsig unempfindlich 
und die grtinliche Fluoreszenz ist deutlich von der 
bliulichen des DNSA-Carboanhydrase-Komplexes zu 

unterschieden. Bei Verwendung gewaschener Eryhro 
cyten als Ausgangsmaterial fiir die Enzymlosung treten 
iiberdies keine storenden Albuminbanden auf. Bei 
der Inkubation der aus den Riihrchen entnornmenen 
Gele in einer 1 mM Losung des Carboanhydraseinhi- 
bitors Ethoxolamid verschwindet tiberdies nur die 

Fluoreszenz der Carboanhydrase-Banden, da Ethoxol- 
amid etwa tausendmal stabilere Komplexe mit Carbo 
anhydrase bildet. 

Wir haben die Leistungsfahigkeit der hier beschris 
benen Methode mit anderen Verfahren zur Detektion 
von Carboanhydrasen verglichen, und zwar mit der 
Esteraseanfarbung nach [IO] bei der die Esterase- 

aktivitat von Carboanhydrase zur Spaltung von 
a-Naphthylacetat benutzt wird und das entstandene 
cu-Naphthol mit einem Diazoniumsalz gekoppelt wird, 
und zum anderen mit einer histochemischen Methode 
[ 1 l] in einer fur die Elektrophorese angegebenen 
Modifikation [ 121. Diese beruht auf der Ausfallung 
von Cobaltcarbonat in den Carboanhydrasezonen, das 
anschliessend in Cobaltsulfid tiberftihrt wird. Bei beiden 
Methoden mtissen die Gele nach erfolgter Trennung 
aus den Riihrchen entnommen werden und beide Tests 
erfordern einen bestimmten pH-Bereich, was ihre Ver- 

wendbarkeit bei der Elektrofokussierung erheblich ein- 
schrinkt. Die Detektion sehr nahe zusammenliegender 
Carboanhydrase-Banden als DNSA-Komplexe war 
oft noch moglich, wenn die beiden anderen Methoden 
die Heterogenitit nicht oder nur gelegentlich erkennen 
liessen. So bekommt man bei Carboanhydrase aus 
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Human- oder Rindererythrocyten ohne weiteres zwei 

starkere, aber dicht beieinander liegende fluoreszieren- 
de Banden und eine sehr schwache (Carboanhydrase 
A ist nur in relativ kleinen Mengen zu den Isoenzymen 
B und C vorhanden), mit der Esterasemethode [lo] 
aber nur eine. Bei der Carboanhydrase aus Kaninchen- 
und Hiihnererythrocyten konnten wir sogar vier 
bzw. fiinf fluoreszierende Banden erkennen, gegen- 
tiber zwei mit der Esteraseanfarbung. Ausserdem ist 
bei dieser Methode eine Differenzierung der Carbo- 
anhydrase gegeniiber den eigenthchen Esterasen durch 
Unterdriickung der Banden einem Parallelversuch 
durch Zusatz von Acetazolamid zur Inkubationsmi- 
schung keineswegs immer moglich. Dieses Verfahren 
versagt zum Beispiel bei Carboanhydrasen aus Hiihner- 
blut. Die Ergebnisse mit der Cobaltsulfid-Methode 
[ 11, 121 sind mit der Esterasemethode vergleichbar. 

Sie ermijglicht gelegentlich eine bessere Erkennung der 
Heterogenitat einer Bande, z.B. bei der Carboanhydrase 
aus Humanerythrocyten, die Methode lieferte jedoch 
in unseren Handen nur schlecht reproduzierbare Er- 
gebnisse. 

Wir danken Frau Gudrun Welge fiir ihre zuver- 
lassige technische Assistenz. 
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