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Institut für Klinische Chemie und Klinische Biochemie der Universität München 

(Direktor: Prof. Dr. Dr. E. Werle) 

(Der Schriftleitung zugegangen am 28. August 1970) 

Zusammenfassung: A u s Samenblasen v o n M e e r ­
schweinchen w u r d e m i t w a s s e r u n l ö s l i c h e m T r y p s i n -
ha rz e in G e m i s c h v o n T r y p s i n - u n d T r y p s i n - P l a s -
m i n - I n h i b i t o r e n isol ier t . D u r c h G r a d i e n t e n c h r o ­
matograph ie an S u l f o ä t h y l - S e p h a d e x ge lang es, 
das G e m i s c h i n folgende H a u p t f r a k t i o n e n aufzu­
t rennen : 

1. E i n e n T r y p s i n i n h i b i t o r b mi t in tak ter P o l y p e p ­
t idket te u n d 
2. e inen T r y p s i n i n h i b i t o r a mi t derselben A m i n o ­
s ä u r e z u s a m m e n s e t z u n g wie I n h i b i t o r b (s. T a b . 1), 
j e d o c h mi t einer gespaltenen A r g - X - B i n d u n g inner­
h a l b der Pept idket te . 

I n h i b i t o r a entsteht aus I n h i b i t o r b s o w o h l bei 
dessen K o n t a k t m i t d e m T r y p s i n h a r z a ls a u c h bei 
I n k u b a t i o n m i t 2,3 M o l - % T r y p s i n . B e i E i n w i r ­
k u n g v o n C a r b o x y p e p t i d a s e B u n d v o n M a l e i n ­
s ä u r e a n h y d r i d (letzteres i n g e n ü g e n d e m Ü b e r ­
s c h u ß ) w i r d I n h i b i t o r a inak t iv ie r t , d ie H e m m ­
w i r k u n g v o n I n h i b i t o r b ble ibt dagegen erhal ten . 
D e r A r g i n i n r e s t b z w . die A r g - X - B i n d u n g stellt 

d e m n a c h das reakt ive Z e n t r u m des Inh ib i to r s bei 
der K o m p l e x b i l d u n g m i t T r y p s i n dar . D i e S p a l ­
t u n g dieser B i n d u n g findet bevorzugt i m p H -
Bere ich zwischen 2 u n d 4 statt. Beide I n h i b i t o r e n 
zeigen t e m p o r ä r e s H e m m v e r h a l t e n . 

3. E i n e n T r y p s i n - P l a s m i n - I n h i b i t o r d m i t Af-termi-
na l em Va l in re s t ( A m i n o s ä u r e z u s a m m e n s e t z u n g 
s. T a b . 1) u n d 
4. v ie r ( e i u n d e2, f i u n d f2> s i ch d a v o n able i tende 
T r y p s i n - P l a s m i n - I n h i b i t o r e n mi t u m 1—5 A m i n o ­
s ä u r e r e s t e v e r l ä n g e r t e m AT-Terminus (s. T a b . 2). 
D a s H e m m verhal ten der unter 3. u n d 4. genannten 
Inh ib i to ren ist ident i sch . D u r c h T r y p s i n werden 
die T r y p s i n - P l a s m i n - I n h i b i t o r e n sehr v ie l l ang ­
samer inak t iv ie r t ( t e m p o r ä r e s H e m m v e r h a l t e n ) als 
d ie T r y p s i n i n h i b i t o r e n . 

A l l e genannten Inh ib i to ren b i lden i n s t ö c h i o -
metr ischer Weise 1 : 1 - K o m p l e x e mi t den betreffen­
den E n z y m e n , deren A s s o z i a t i o n s k o n s t a n t e n Kass 

ü b e r 1 0 8 l iegen. D i e A k t i v i t ä t e n v o n C h y m o t r y p -
s in , K a l l i k r e i n aus Schweinepankreas u n d T h r o m -

* H e i m Prof. D r . D r . F . W E R L E sind wi r für g roßzügige F ö r d e r u n g sehr dankbar. 

** Postanschrift: P r iv . -Doz . D r . H . F R I T Z , D -8 M ü n c h e n 15, N u ß b a u m s t r a ß e 20. 

Enzyme: 

Carboxypeptidase B , Peptidyl-L-lysin-Hydrolase ( E C 3.4.2.2) 
Chymotryps in ( E C 3.4.4.5) 
K a l l i k r e i n ( E C 3.4.4.21) 
Plasmin ( E C 3.4.4.14) 
T h r o m b i n ( E C 3.4.4.13) 
Tryps in ( E C 3.4.4.4). 

Abkürzungen: 
l U = Inhibitoreinheit, entspricht der Verminderung der Substratspaltung (s. Legende zu A b b . 2) um 1 ^ M o l / m i n . 
N I H = Nat iona l Institute o f Heal th 
T P C K = Chlor-[JV-/MoluolsuIfonyl-phenylalanyl]methan. 

Weitere A b k ü r z u n g e n sind i m Text e rk lä r t . 
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b in ( R i n d ) werden , gemessen mi t synthet ischen D i e phys io log i sche F u n k t i o n der i n den S a m e n -
Substra ten, d u r c h d ie Inh ib i to ren nicht gehemmt. blasen v o r k o m m e n d e n Inh ib i to ren w i r d d i sku t ie r t . 

S u m m a r y : The isolation of trypsin-inhibitors and 
trypsin-plasmin-inhibitors from the seminal vesicles 
of guinea pigs. A mix tu re o f t ryps in - a n d t r y p s i n -
p lasmin- inh ib i to r s was isola ted f r o m the semina l 
vesicles o f guinea pigs w i t h the a i d o f water-
inso luble t ryps in res in . T h e mix tu re was separated 
in to the f o l l o w i n g m a i n fract ions by gradient 
e lu t ion f rom su lphoe thy l Sephadex : 

1. A t r y p s i n - i n h i b i t o r b w i t h an intact po lypep t ide 
cha in . 

2. A t r y p s i n - i n h i b i t o r a w i t h the same a m i n o a c i d 
c o m p o s i t i o n as i n h i b i t o r b (see T a b l e 1 ), but w i t h 
a c leaved A r g - X - l i n k a g e w i t h i n the pept ide c h a i n . 
Inh ib i to r a is p r o d u c e d f r o m i n h i b i t o r b b o t h by 
contact w i t h the t ryps in resin a n d by i n c u b a t i o n 
wi th 2.3 m o l % t ryps in . I nh ib i to r a is inac t iva ted 
by the ac t i on o f carboxypept idase B o r by male ic 
anhydr ide ( in sufficient excess), but the i n h i b i t o r y 
ac t ion o f i n h i b i t o r b is unaffected. T h u s the arg in ine 
residue o r the A r g - X b o n d is the act ive centre o f 
the i n h i b i t o r for c o m p l e x f o r m a t i o n w i t h t ryps in . 
T h e cleavage o f this b o n d occurs preferential ly i n 

D i e K o n z e n t r a t i o n v o n T r y p s i n i n h i b i t o r e n i n 
Samenblasen v o n M e n s c h , Schaf, Hams te r , Schwe in , 
R i n d , Ra t te , M a u s u n d M e e r s c h w e i n c h e n steigt i n 
der angegebenen Reihenfo lge v o n ca . 0,07 I U / g 
(be im M e n s c h e n ) bis a u f ca . 4,2 I U / g b e i m M e e r ­
s c h w e i n c h e n 1 3 . Testes u n d E p i d i d y m i s enthal ten 
nu r e twa 1 0 % der i n den Samenblasen nachweis­
baren I n h i b i t o r a k t i v i t ä t 2 . N a c h U n t e r s u c h u n g e n 
bei M e n s c h , R i n d u n d Schwe in werden die w a h r ­
sche in l ich i n den V e s i c u l a r d r ü s e n synthetisierten 
Inh ib i to ren in das S p e r m a s e z e r n i e r t 1 » 2 . V o n 
Z A N E V E L D u n d M i t a r b . wurde das V o r k o m m e n v o n 
T r y p s i n i n h i b i t o r e n i m Rat t ensperma b e s t ä t i g t 4 ; 
den A u t o r e n ge lang a u c h deren A n r e i c h e r u n g mi t 
H i l f e eines w a s s e r u n l ö s l i c h e n T r y p s i n h a r z e s 5 . 

1 H . H A E N D L E , H . F R I T Z , I. T R A U T S C H O L D U . E . W E R L E , 

diese Z . 343, 185 [1965]. 
2 H . H A E N D L E , Disser tâ t . , 1. M e d . Faku l t ä t d. U n i v . 
M ü n c h e n 1968. 

3 H . F R I T Z , I. T R A U T S C H O L D , H . H A E N D L E U . E . W E R L E , 

A n n . New Y o r k A c a d . Sei. 146, 400 [1968]. 
4 L . J . D . Z A N E V E L D , P. N . S R I V A S T A V A U . W . L . 

W I L L I A M S , J . Reprod . Fert. 20, 337 [1969]. 
5 L . J . D . Z A N E V E L D , R . T . R O B E R T S O N , M . K E S S L E R , 

the p H range 2—4. B o t h inh ib i to r s show t e m p o r a r y 
i n h i b i t i o n . 

3. A t r y p s i n - p l a s m i n - i n h i b i t o r s / w i t h an N - t e r m i n a l 
va l ine residue (see T a b l e 1 for the a m i n o a c i d 
c o m p o s i t i o n ) . 
4. F o u r (e\ a n d e^ fi a n d f?) t ryps in -p lasmin-
inh ib i to r s de r ived f r o m i n h i b i t o r d a n d possessing 
a n TV-terminus extended by 1—5 a m i n o a c i d 
residues (see T a b l e 2). 

T h e i n h i b i t o r y behav iou r o f the inh ib i t o r s men­
t ioned under 3. a n d 4. is iden t ica l . T h e t ryps in -
p l a smin - inh ib i t o r s are inac t iva ted m u c h m o r e 
s l o w l y by t ryps in ( temporary inh ib i t i on ) t han are 
the t ryps in inh ib i to r s . 
A l l the above inh ib i to r s f o r m s to ich iomet r i c 1:1 
complexes w i t h the appropr ia te enzymes, w i t h 
assoc ia t ion constants # a s s above 10 8 . T h e act ivi t ies 
o f c h y m o t r y p s i n , k a l l i k r e i n f r o m p ig pancreas a n d 
bov ine t h r o m b i n , measured w i t h synthet ic sub­
strates, are not affected by the inh ib i to r s . 
T h e p h y s i o l o g i c a l func t ion o f the inh ib i to r s f r o m 
the semina l vesicles is discussed. 

D i e v o n uns f r ü h e r aus Samenblasen v o n M e e r ­
schweinchen u n d M ä u s e n isol ier ten I n h i b i t o r e n 2 » 3 

stellen G e m i s c h e verschiedener T r y p s i n - u n d T r y p ­
s in -P l a smin - Inh ib i t o r en dar . I m R a h m e n dieser 
A r b e i t beschreiben w i r n u n die R e i n d a r s t e l l u n g 
u n d b iochemischen Eigenschaften der Protease-
i n h i b i t o r e n a u s Meerschweinchensamenblasen . E i n e 
k ü r z e r e M i t t e i l u n g erfolgte berei ts 6 . 

M e t h o d i k und Ergebnisse 

1. Aufarbeitung der Samenblasen 

Nach T ö t u n g der Tiere entnommene und bis zur Auf ­
arbeitung tiefgefrorene Samenblasen wurden durch 
wiederholtes Homogenisieren der unlösl ichen Gewebs-
bestandteile und anschl ießende Zentrifugation mehr­
mals mit dest. Wasser und 3proz. Pe rch lo r säure er­
schöpfend extrahiert. D i e vereinigten wäßr igen Uber­
s tände wurden auf 3proz. Pe rch lo r säu re -Konzen t r a t i on 

P. N . S R I V A S T A V A U . W . L . W I L L I A M S , Federat. Proc. 

29, N r . 2, Abs t r . N r . 2243 [1970]. 
6 E . F I N K , in 7th int. Congr. C l i n . Chem. , Geneva 
Evian 1969, Band 2 ( C l i n . Enzymology), Karger-Verlag, 
Basel 1970. 



FrakL-Nr.-m-

A b b . 1. Fraktionierung des Inhibitorgemisches an Sulfoäthyl-Sephadex C-25. 

L inke Ordinate: Inhib i torakt iv i tä t in m l U für Trypsin je 0,1 m/. D ie Ziffern in den Gipfeln bezeichnen die Gesamt- Inh ib i to rak t iv i tä t aller 
Frakt ionen des jeweils angegebenen Bereiches in I U . Rechte Ordinate: Molar i tä t des Elutionspuffers. 

Bedingungen: A u f eine mit 0,05M Ammoniumacetat , p H 5,4, äquil ibrier te Sulfoäthyl-Sephadex-C-25-Säule (1,8 x 120 cm) wurden 377 mg 
des Inh ib i to rp räpa ra te s (2,9 IU/mg , s. Text) aufgetragen. Die Elut ion erfolgte mit Ammoniumacetatpuffern, p H 5,4, der angegebenen 
Molar i tä t bzw. mit linearen Gradienten aus Puffern entsprechender Molar i tä t . Die Puffermengen betrugen beim 1. Gradienten 1,5 /, beim 
2. 0,8 und beim 3. Gradienten 1,0 /. Die Elutionsgeschwindigkeit lag konstant bei 10 cm/h und das Fraktionsvolumen bei ca. 10 m/. 
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gebracht, der entstandene Eiweißniederschlag wurde 
abzentrifugiert und der saure Ü b e r s t a n d durch K a l i u m -
carbonat-Zugabe neutralisiert (vgl. 1. c . 7 ) . D i e inhibitor-
haltige L ö s u n g wurde v o m Kaliumperchlorat dekan­
tiert und auf eine Salz-PufTer-Konzentration von 0,1 5 M 
K C l und 0,05M T r i ä t h a n o l a m i n / H C l , p H 7,8, einge­
stellt. 

D e r w ä ß r i g e E x t r a k t v o n 700—800 g Samenblasen 
enthiel t 2050—2800 I U für T r y p s i n , n a c h S ä u r e ­
behand lung n u r n o c h 1060—1600. D e r V e r l u s t 
v o n c a . 4 5 % der H e m m a k t i v i t ä t ist a u f die S ä u r e ­
l a b i l i t ä t des T r y p s i n i n h i b i t o r s ( F r a k t . a u n d b i n 
A b b . 1) z u r ü c k z u f ü h r e n : I m sauren E x t r a k t be­
t r ä g t das M e n g e n v e r h ä l t n i s TrypsinhemmstofTe : 
T r y p s i n - P l a s m i n - H e m m s t o f f e ( F r a k t . c — f in A b b . 
1 ) e twa 1:2,6, i m nicht s ä u r e b e h a n d e l t e n neutra len 
Ex t r ak t dagegen 3 , 5 : 1 . D e r Ver lus t a n s ä u r e l a b i l e m 
T r y p s i n i n h i b i t o r l ä ß t s i ch unter v e r ä n d e r t e n A u f ­
arbe i tungsbedingungen v e r m e i d e n 8 » 9 . 

2. Anreicherimg der Inhibitoren über wasserunlösliches 
Trypsinharz und durch anschließende Gelfiltration 

Diese Isolierungsschritte wurden von uns in I . e . 1 0 

S. 134, Abschnit t 5c) bzw. 5a) bereits beschrieben. Be­
zogen auf den Proteingehalt (Biuret-Methode) wurde 
dabei eine nahezu 20fache Steigerung der spezifischen 
Akt ivi tä t (von 0,15 auf 2,9 IU/mg) der Inh ib i to rp rä ­
parate erzielt. 

3. Fraktionierung des Inhibitorgemisches an Sulfoäthyl-
Sephadex 

Das Inhibitorgemisch (ca. 2,9 I U / m g Protein, s. o.) 
ließ sich durch Chromatographie an Sulfoäthyl-
Sephadex C-25 in mehrere Fraktionen auftrennen, die 
bei der Rechromatographie unter identischen Bedin­
gungen wieder bei derselben Salz-Puffer-Konzentration 
eluiert wurden. V o n der auf die Säule aufgetragenen 
Inhib i torakt iv i tä t (ca. 1200 I U , 377 mg Festsubstanz) 
wurden einschließlich der Akt ivi tä t von einigen in 
A b b . 1 zah l enmäß ig nicht angegebenen V o r - und 
Zwischenfraktionen 1158 I U wieder eluiert. D i e ein­
zelnen Frakt ionen wurden durch Gelfi l tration an 
Sephadex G-25 „ f ine" bzw. Biogel P-2 mit 5proz. 
Essigsäure als Elutionsmittel entsalzt und anschl ießend 
lyophilisiert. 

T a b . 1 e n t h ä l t die A m i n o s ä u r e a n a l y s e n w e r t e der 
e inhei t l ichen F r a k t . a (T ryps in inh ib i t o r ) u n d d 

7 s. 1. c . 1 3 , S. 153/154, sowie I . e . 1 0 , S. 134, Abschnitt 
5c). 
8 E . F I N K , Disser tâ t , d. Naturwiss. F a k u l t ä t d. U n i v . 
M ü n c h e n 1970. 
9 E . F I N K u . H . F R I T Z , in Vorbereitung. 
1 0 H . F R I T Z , M . G E B H A R D T , E . F I N K , W . S C H R A M M 

u. E . W E R L E , diese Z . 350, 129 [1969]. 

( T r y p s i n - P l a s m i n - I n h i b i t o r ) v o n A b b . 1. D i e eben­
fal ls e inhei t l iche F r a k t . b besitzt dieselbe A m i n o ­
s ä u r e z u s a m m e n s e t z u n g w i e F r a k t . a, der T r y p s i n ­
i n h i b i t o r a besitzt j e d o c h i m Gegensa tz z u I n h i b i t o r 
b e ine Spaltstel le inne rha lb der Pept idket te (s. u.). 
D i e F r a k t i o n e n e u n d f stellen jewei ls e in G e m i s c h 
zweier e inhei t l icher Inh ib i to ren e i u n d &2 b z w . f i 
u n d f2 dar , d ie g e g e n ü b e r I n h i b i t o r d a m N-Ttr-
m i n u s u m den in T a b . 2 angegebenen A m i n o ­
s ä u r e - b z w . Peptidrest v e r l ä n g e r t s i n d . D i e aus­
f ü h r l i c h e n exper imentel len D a t e n d a z u s ind i n 
1. c . 8 ' 9 angegeben. 

D i e aus den A n a l y sen werten berechneten M o l e ­
ku la rgewich te für die Inh ib i to ren a u n d d ( T a b . 1) 
s t i m m e n recht gut mi t den mit der M o l e k u l a r ­
s i e b m e t h o d e 1 1 (Sephadex G - 7 5 ; 0 , 0 5 M CitratpufTer, 
p H 2,5 als E lu t i onsmi t t e l ) ermit te l ten W e r t e n v o n 
6600—6800 ü b e r e i n 8 . 

4. Hemmverhalten gegenüber Enzymen 

Trypsin und Plasmin: A b b . 2 zeigt die H e m m k u r v e n 
des T r y p s i n - ( F r a k t . a) u n d des T r y p s i n - P I a s m i n -
Inhib i tors ( F r a k t . d) bei V e r w e n d u n g v o n 7V a -
B e n z o y l - D L - a r g i n i n - / 7 - n i t r o a n i l i d a l s Subst ra t . U n t e r 
denselben Bed ingungen verursachen 1,2—1,9 n M o l 
des T r y p s i n i n h i b i t o r s a ke ine V e r m i n d e r u n g der 
P i a s m i n a k t i v i t ä t . Q u a l i t a t i v u n d quan t i t a t iv gleiche 
Ergebnisse e r h ä l t m a n mi t A z o k a s e i n als Substrat 
(0,2 n M o l T r y p s i n b z w . 2,3 n M o l P l a s m i n p lus 
entsprechende M e n g e n der Inh ib i to ren in 1,0 ml 
Puffer, p H 7,8, i nkub ie r t , plus 2 m / 2p roz . A z o -
k a s e i n l ö s u n g , v g l . 1. c . 1 2 ) . — D i e T r y p s i n h e m m -
kurve v o n F r a k t . b ( A b b . 1) s t immt mi t der v o n 
Inh ib i t o r a ü b e r e i n , die H e m m k u r v e n v o n F r a k t . 
c, e u n d f mi t der v o n I n h i b i t o r d . 
Beide Inh ib i to ren h e m m e n t e m p o r ä r : Be i I n k u ­
b a t i o n v o n 32 n M o l T r y p s i n mi t 42 n M o l des 
T r y p s i n i n h i b i t o r s a b z w . 36 n M o l des T r y p s i n -
P la smin - Inh ib i to r s d i n 5 ml Puffer, p H 7,8, bei 
3 7 ° C b e t r ä g t d ie Ze i t spanne bis z u r 50proz . 
I nak t iv i e rung (Ver lus t v o n 5 0 % der H e m m w i r ­
kung) für Inh ib i t o r a nu r 48 m i n , für I n h i b i t o r d 
dagegen 23 h . 

OL-Chymotrypsin: A u c h in Gegenwar t der 1—2,4-
fachen m o l a r e n M e n g e v o n jedem der I n h i b i t o r e n 

1 1 H . F R I T Z , I. T R A U T S C H O L D U . E . W E R L E , diese Z . 

342, 253 [1965]. 
1 2 H . F R I T Z , I. T R A U T S C H O L D U . E . W E R L E , in H . - U . 

B E R G M E Y E R : Methoden d. enzymat. Analyse, S. 1021, 
Ver lag Chemie, Weinheim/Bergstr. 1970. 
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Tab . 1. A m i n o s ä u r e a n a l y s e n w e r t e eines Trypsininhibitors (Frakt . a) und eines Trypsin-Plasmin-lnhibitors (Frakt . 
d) aus Samenblasen von Meerschweinchen (vgl. dazu A b b . 1). 
D i e Proben wurden 20, 70 und 120 h , sowie nach Oxidat ion mit Pe rame i sensäu re 20 h i n 6 N H C l bei 110°C hydro-
lysiert und mit Hi l fe des A m i n o s ä u r e a n a l y s a t o r s „ U n i c h r o m " der F a . Beckman analysiert. 

A m i n o ­ Trypsininhibitor (Frakt ion a) Trypsin-Plasmin-Inhibitor (F rak t ion d) 
s ä u r e n Hydrolysenzeit [h] integr. Hydrolysenzeit [h] integr. 

20 70 120 Wert 20 70 120 Wert 

0 3 H 

Cys 5,90» (6) 5,92» (6) 
A s p 5,96 6,01 6,01 6 6,00 6,00 6,05 6 

MetO-2 0,00» (0) 0,93» (1) 
T h r 1,04 0,99 1,01 1 3,91 3,78 3,74 4 
Ser 2,15 1,91 1,91 2 5,00 4,63 4,26 5 
G l u 10,26 10,30 10,26 10 4,11 4,21 4,28 4 
Pro 5,16 5,11 5,14 5 2,11 2,25 2,10 -j 

G l y 6,10 6,17 6,26 6 5,14 5,17 5,27 5 

A l a 1,03 1,04 1,11 1 0,16 0,23 0,16 0 

C*s 5,16 5,21 b 4,22l> 6 5,17 5,35* 4 ,96 b 6 

V a l 1,82 2,77 2,96 3 2,63 2,96 2,99 3 

Met 0,00 0,00 0,00 0 0,84 I 

Ile 2,57 3,81 3,87 4 0,96 1,21 1,36 1 

Leu 5,11 5,11 5,14 5 3,13 3,11 3,15 3 

Tyr 1,68 1,43 1,32 2 3,66 3,52 3,42 4 

Phe 0,00 0,00 0,00 0 2,67 2,86 2,92 3 

Lys 0,91 0,97 1,03 1 4,13 4,08 4,04 4 

His 1 J 9 1,25 1,25 I e 2,89 2,92 2,94 3 

A r g 5,96 5,98 5,94 6 3,93 3,92 3,98 4 

T r p c 0,2 0 0,2 0 

Summe 59 58 
Ber. M o l . -
G e w . d 6635 6687 

„ Nach Oxidation mit Perameisensäure bestimmt. b Diese Hydrolysen wurden unabhängig von den 20-h-Hydrolysen durchgeführt. 
- Spektrophotometrisch bestimmt. ( l Ohne Berücksichtigung des Amidierungsgrades. «• Bei einigen Präparationen wurden 2 His-Restc 
gefunden. 

ist die chymot ryp t i s che S p a l t u n g s a k t i v i t ä t gegen­
ü b e r A ^ - ( 3 - C a r b o x y p r o p i o n y l ) - L - p h e n y l a l a n i n - p -
n i t r o a n i l i d 1 2 ' 1 8 u n d A z o k a s e i n 1 2 n icht verminder t . 

Kallikrein u n d Thrombin: 1,9—2,2 n M o l der 
Inh ib i to ren a u n d b h e m m e n die N a - B e n z o y l - L -
a r g i n i n ä t h y l e s t e r - s p a l t e n d e A k t i v i t ä t v o n 0,02 
n M o l K a l l i k r e i n aus Schweinepankreas n icht 
( I n k u b a t i o n s v o l u m e n : 1,0 ml); ebensowenig 0,2 
n M o l beider Inh ib i to ren die S p a l t u n g s a k t i v i t ä t v o n 
2 N I H - E i n h e i t e n T h r o m b i n . 

1 8 H . F R I T Z , F . W O I T I N A S u. E . W E R L E , diese Z . 345, 168 
[ 1 9 6 6 ] . 

Tab. 2. iV-terminale Peptidsequenz einiger Inhibitor­
fraktionen (s. A b b . 1 u . Text), bestimmt mit der Dansyl-
E D M A N - T e c h n i k . 

Inhibitorfraktion jV-Terminus 

a G l x -

b G l x -

d V a l -

f i L y s - V a l -

f2 Ser-Lys-Val -

ei Ala -Pro-Ser -Lys -Vai -
Phe-Ala-Pro-Ser-Lys -Val-

a Experimentelle Einzelheiten s. 1. c.7. \ 
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A b b . 2. Hemmkurven des Trypsin- und Trypsin-Plasmin-lnhibitors. 

Ordinate: Verbleibende Aktivi tä t i n n M o l Trypsin bzw. Plasmin nach Zugabe entsprechender Inhibitormengen 
(s. Abszisse); Abszisse: Z u m Ansatz mit Trypsin bzw. mit Plasmin zugegebene Mengen Inhibitor in n M o l ; A n ­
satzvolumen: 3 m / ; L W = Leerwert; T P I = Trypsin-Plasmin-Inhibitor. 

a) Trypsin-Hemmkurven: A l s Substrat diente A^ a -Benzoyl-DL-argin in-p-ni t roani l id 1 3 ; die Versuchsbedingungen 
entsprechen denen in 1. c . 1 2 » 1 4 . D i e Inkubationszeit für die Komplexbi ldung (Trypsin plus Inhibitor plus Puffer­
lösung) betrug durchweg 5 m i n ; benöt ig t werden weniger als 2 0 sec mit dem Trypsin-Plasmin-Inhibitor bzw. 
mindestens 1 min mit dem Trypsininhibitor. D i e N o r m a l i t ä t der für die Tes tansä tze verwendeten Tryps in lösung 
wurde nach CHAse und S H A W t i t r ier t 1 5 ; 1 0 [ig des krist. Trypsins (Novo) enthielten danach 0 , 3 3 6 ± 0 , 0 7 n M o l 
aktives Trypsin , die 9 , 6 m U bei der Substratspaltung entsprachen. Z u r Berechnung der Mola r i t ä t der Inhibitor­
lösungen wurden die i n Tab. 1 angegebenen Molekulargewichte unter Berücksicht igung des Feuchtigkeits- und 
Salzgehaltes der eingewogenen P r ä p a r a t e verwendet. 

b) Plasmin-Hemmkurve: A l s Substrat diente ebenfalls 7V a -Benzoyl-DL-arginin-p-ni t roani l id 1 2 ; die Versuchs­
bedingungen entsprechen denen in I .e . 1 6 , S. 1 5 3 6 . D ie Inkubationszeit für die Komplexbi ldung betrug 5 min . 
Die N o r m a l i t ä t der für die Testansätze verwendeten Plasminlösung wurde durch Hemmversuche mit einer 
Lösung des Trypsin-Kall ikrein-Inhibi tors aus Rinderorganen bekannter Mola r i t ä t (eingestellt gegen eine titrierte 
Tryps in lösung , s. o.) best immt 1 7 . 3 m U bei der Substratspaltung entsprechen 1,58 n M o l Plasmin, d. s. ca. 0 , 7 
Novo-Einhei ten Plasmin (Novo) . 

5. Reaktive Zentren 

Trypsininhibitor: W i r d F r a k t . a des T r y p s i n i n h i b i ­
tors e r s c h ö p f e n d aeyliert bzw. mi t C a r b o x y p e p t i -

1 3 H . F R I T Z , G . H A R T W I C H U . E . W E R L E , diese Z . 345, 

1 5 0 [ 1 9 6 6 ] . 
1 4 H . F R I T Z , I. H Ü L L E R , M . W I E D E M A N N U . E . W E R L E , 

diese Z . 348, 4 0 5 [ 1 9 6 7 ] . 
1 5 T . C H A S E Jr . u. E . S H A W , Biochem. biophysic. Res. 
C o m m u n . 29, 5 0 8 [ 1 9 6 7 ] . 
1 6 H . F R I T Z , H . S C H U L T , R . M E I S T E R U . E . W E R L E , 

diese Z . 350, 1 5 3 1 [ 1 9 6 9 ] . 
1 7 H . F R I T Z , R . M E I S T E R U . M . G E B H A R D T , unveröffent­
licht. 

dase B g e n ü g e n d lange inkub ie r t , so b le iben m a x i ­
m a l 6 , 2 % b z w . 5 — 6 % der H e m m a k t i v i t ä t e rhal ten 
( T a b . 3). U n t e r denselben Bed ingungen ble ib t die 
A k t i v i t ä t des d u r c h Ionenaus tauschchromatogra -
phie , a lso ohne (!) T r y p s i n h a r z i so l ier ten T r y p s i n ­
i n h i b i t o r s 8 » 9 , sowie d ie v o n F r a k t . b v o l l ( 1 0 4 % 
nach Zugabe v o n M a l e i n s ä u r e a n h y d r i d ) bzw. 
nahezu v o l l s t ä n d i g ( 9 4 — 9 8 % n a c h I n k u b a t i o n 
mi t Ca rboxypep t idase B ) erhal ten (s. T a b . 3). A u ­
ß e r d e m n i m m t bei I n k u b a t i o n v o n F r a k t . a mi t 
Ca rboxypep t idase B die H e m m a k t i v i t ä t des A n ­
satzes para l le l z u r Fre i se tzung v o n Arginin a b ; 
be im Endwer t ( 5 — 6 % R e s t a k t i v i t ä t , T a b . 3) er­
reicht die aus 1 f x M o l Inh ib i to r freigesetzte A r g i -
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Tab. 3 . Reaktives Zentrum des Trypsininhibitors. T l * : modifizierter Trypsininhibi tor (Frakt. a in A b b . 1 mit 
gespaltener A r g - X - B i n d u n g . T I : nativer Trypsininhibi tor (Frakt . b in A b b . 1 ) mit intakter Arg -X-Bindung . 
Umsetzung mit Maieinsäureanhydrid (MA): D i e Inh ib i to r lösung ( 1 , 0 m / 0 , 5 M N a H C O . 3 , Akt iv i tä t s. Tab.) wurde 
mit den angegebenen Mengen M a l e i n s ä u r e a n h y d r i d versetzt und 1 0 m i n unter E i s k ü h l u n g lebhaft geschüttel t . 
Danach wurden aliquote Teile zur Ak t iv i t ä t sbes t immung entnommen. In zwei Fä l l en wurden die Ansätze mit 
weiteren 1 0 mg Male insäu reanhydr id versetzt, erneut wie vorher geschüt te l t und gemessen. E i n Absinken des 
pH-Wertes unter 8 wurde durch Zufügen kleiner Mengen krist. Natriumhydrogencarbonat verhindert. Weitere 
methodische Einzelheiten wie i n 1. c . 1 9 . 

Inkubation mit Carboxypeptidase B: D i e Inh ib i to r lösung ( 0 , 4 ml T r iä thano laminpuf fe r , p H 8 ,0 , Akt iv i tä t s. Tab ) 
wurde mit 2 2 , 8 \ig Carboxypeptidase B (DFP-behandelt , von Sigma Chemica l C o m p . , U S A ) in 0 , 0 3 mi Puffer 
versetzt und der Ansatz 1 6 h bei 2 5 ° C inkubiert. Z u bestimmten Zeitpunkten w ä h r e n d der Inkubation und danach 
wurden in aliquoten Teilen des Ansatzes die Inh ib i torak t iv i tä t und parallel dazu die freigesetzten basischen A m i n o ­
säu ren ( A m i n o s ä u r e a n a l y s a t o r U n i c h r o m der F a . Beckman mit M i k r o k ü v e t t e ) bestimmt. V g l . Text. 

Inhibitor Inhib.-Menge i m Ansatz 
[mIU] 

zugegebene Menge M A 
[mg] 

verbleibende Hemmak t iv i t ä t en in 
[%] 

Bei der Umsetzung mit Maleinsäureanhydrid 

T I * 2 4 5 0 1 0 3 2 A 

1 2 0 5 15 1 5 , 0 
+ 1 0 6,9 

7 2 4 2 0 9 , 0 
- r l O 6 , 2 

TI 7 5 2 2 0 104 

Bei Inkubation mit Carboxypeptidase B 

T l * 1 2 0 6 5 , 0 

4 2 2 6 , 0 

TI 541 9 8 

5 4 1 94 ,1 

a Entspricht dem Wert in 1. c.19, S. 937 und 939, Tab. 2 und 4 vom Inhibitor aus Meerschweinchensamenblasen I. 

n inmenge 0 , 9 f x M o l g e g e n ü b e r nu r 0 , 1 9 j x M o l frei­
gesetzten L y s i n s . 
D iese Befunde s i n d n u r d u r c h die A n n a h m e er­
k l ä r b a r , d a ß I n h i b i t o r a i n modi f iz ie r te r F o r m 
(mit einer gespaltenen A r g - X - B i n d u n g innerha lb 
der Pept idket te) vor l ieg t , I n h i b i t o r b u n d der 
d u r c h Ionenaus tauschchromatograph ie isolierte 
I n h i b i t o r dagegen i n der na t i ven F o r m (mi t in tak­
ter A r g - X - B i n d u n g ) . Offens icht l ich erfolgt die 
M o d i f i z i e r u n g i m K o n t a k t mi t dem w a s s e r u n l ö s ­
l i chen T r y p s i n h a r z . 
D e r nat ive T r y p s i n i n h i b i t o r w i r d a u c h i n G e g e n ­
war t ka ta ly t i scher M e n g e n T r y p s i n modif iz ie r t . 
N a c h 25stdg. I n k u b a t i o n mi t 2,3 M o l - % T r y p s i n 
liegt der A n t e i l der modi f iz ie r ten F o r m i m p H -
Bere i ch 2 , 5 — 4 bereits bei 6 0 % ( A b b . 3). 

Trypsin-Plasmin-Inhibitor: D e r nahezu v o l l s t ä n d i g e 
Ver lus t der H e m m W i r k u n g g e g e n ü b e r beiden 
E n z y m e n bei der A c y l i e r u n g spr icht d a f ü r , d a ß i m 
reak t iven Z e n t r u m dieses Inh ib i to r s e in Lys inres t 

v o r h a n d e n i s t 1 9 . D e r K o m p l e x des Inh ib i tors mi t 
P l a s m i n besitzt ke ine H e m m a k t i v i t ä t m e h r gegen 
T r y p s i n . 

Diskussion 

Zur physiologischen Funktion 

D a s A k r o s o m des S p e r m i u m s e n t h ä l t eine lyso­
s o m a l E n z y m a u s s t a t t u n g 2 0 ' 2 1 . M i n d e s t e n s zwei 
dieser E n z y m e s ind b e i m E i n d r i n g e n des Sper­
m i u m s i n das E i , a l so b e i m B e f r u c h t u n g s p r o z e ß 
m a ß g e b e n d beteil igt , n ä m l i c h das „Coronapenetrat­
ing enzyme" ( C P E ) u n d eine Protease m i t t ryps in -

1 9 H . F R I T Z , E . F I N K , M . G E B H A R D T , K . H O C H S T R A S -

SER u. E . W E R L E , diese Z . 350, 9 3 3 [ 1 9 6 9 ] . 
2 0 z . B . H . M . D O T T , in J . T . D I N G L E U . H . B . F E L L : 

Lysosomes in Bio logy and Pathology, B a n d 1, S. 330, 
Nor th -Ho l l and Pub i . C o m p . , Amsterdam 1 9 6 9 . 
2 1 s. I . e . 2 3 Tab . 1, S. 4 2 6 . 
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ä h n l i c h e r Spez i f i t ä t ( T L E : „Trypsin-like enzyme") 
4,22-24 M j t H i l f e des C P E durchdr ing t das Sper­
m i u m die C o r o n a r ad ia t a , mi t H i l f e des T L E d ie 
Z o n a p e l l u c i d a des O v a r s . F ü r beide E n z y m e s i n d 
in der S a m e n f l ü s s i g k e i t (Spermaplasma) H e m m ­
stoffe v o r h a n d e n , der „Decapacitation faktor" 
( D F ) für C P E 2 2 » 2 5 u n d , n a c h den Ergebn i s sen dieser 
A r b e i t z u s c h l i e ß e n , T r y p s i n - u n d / o d e r T r y p s i n -
P l a smin - Inh ib i t o r en fü r d ie t r y p s i n ä h n l i c h e P ro te ­
ase T L E . 

D i e Hemmstof fe b le iben b e i m raschen V o r d r i n g e n 
der Spe rmien i m w e i b l i c h e n G e n i t a l t r a k t z u r ü c k , 
w o d u r c h die S p e r m i e n erst ihre Befruchtungs­
fäh igke i t e r l a n g e n 4 » 2 5 , e in V o r g a n g , der als 
„Capacitation" bezeichnet w i r d . I n Gegenwar t 
beider ( D F u n d Tryps in - Inh ib i t o r en ) oder v o n 
e inem der beiden Hemmstof fe b z w . Hemmsto f f ­
g ruppen findet ke ine Be f ruch tung statt ( in v i t ro ) 
bzw. ist die Befruchtungsfahigkei t i n v i v o s ignif i ­
kant v e r m i n d e r t 4 ' 5 » 2 2 - 2 5 ; d ie freigesetzten evt. 
n o c h m e m b r a n g e b u n d e n e n 2 3 E n z y m e werden of­
fensicht l ich d u r c h die Hemmstof fe sofort b lock i e r t . 
N a c h der C a p a c i t a t i o n besi tzen die S p e r m i e n 
nicht nu r d ie F ä h i g k e i t i n das O v a r e inzudr ingen , 
sie k ö n n e n d a n n a u c h v o n L e u k o z y t e n i m U t e r u s 
Phagozyt iert werden u n d Z e l l - u n d G e w e b s s c h i c h -
ten des U t e r u s d u r c h d r i n g e n 2 5 , 2 6 . D i e s b is z u 
e inem gewissen Z e i t p u n k t n a c h der E j a k u l a t i o n 
zu un te rb inden , k ö n n t e eine wich t ige F u n k t i o n 
des D F u n d der T r y p s i n - I n h i b i t o r e n sein. 

Zur Biochemie 

D u r c h die V e r w e n d u n g w a s s e r u n l ö s l i c h e r T r y p s i n -
harze gestaltet s i ch z w a r die I so l i e rung der P r o -
tease-Inhibi toren re la t iv e infach, m a n e r h ä l t j e d o c h 
d u r c h enzymat i sche Spa l tungen w ä h r e n d des 
Enzymharzschr i t t e s z u s ä t z l i c h e Inh ib i to rde r iva t e : 
B e i m ü b e r w i e g e n d e n T e i l des T r y p s i n i n h i b i t o r s 
wurde eine A r g - X - B i n d u n g , die das reakt ive Z e n ­
t rum bei der K o m p l e x b i l d u n g m i t T r y p s i n dar ­
stellen d ü r f t e (s. u .) , gespalten. D e r T r y p s i n i n h i b i ­
tor aus Schweinepankreas w i r d unter ä h n l i c h e n 

2 2 L . J . D . Z A N E V E L D U . W . L . W I L L I A M S , Bio logy 

of Reprod . 2 [1970]; siehe dort weitere Literatur. 
2 3 R . S T A M B A U G H U . J . B U C K L E Y , J . Reprod . Fert . 1 9 , 

423 [1969]; Science [Washington] 1 6 1 , 585 [1968]. 
2 4 H . H A E N D L E , H . I N G R I S C H U . E . W E R L E , K l i n . Wschr . 
4 8 , 824 [1970]. 
2 5 M . C . P I N S K E R u . W . L . W I L L I A M S , A r c h . Biochem. 
Biophysics 1 2 2 , 111 [1967]. 

2 6 B . L . R E I D , Aus t r a l . J . Z o o l . 1 3 , 525 [1965]. 

B e d i n g u n g e n n u r z u e inem sehr v i e l geringeren 
Prozen tsa tz m o d i f i z i e r t 2 7 . B e i m T r y p s i n - P l a s m i n -
I n h i b i t o r w i r d d ie V i e l f a l t der i so l ie r ten F o r m e n 
( T a b . 2) s o w o h l a u f d ie W i r k u n g des T r y p s i n -
harzes (Spa l tung der L y s - V a l - B i n d u n g ) a ls a u c h 
a u f d ie v o n A m i n o p e p t i d a s e n w ä h r e n d de r H e r ­
s te l lung des Ausgangsext rak tes z u r ü c k z u f ü h r e n 
sein. Inwiewei t e inzelne I n h i b i t o r f o r m e n genetisch 
bedingt s i n d (vg l . d a z u 1. e . 2 8 » 2 9 ) , versuchen w i r 
z . Z . z u k l ä r e n . 

D i e A s s o z i a t i o n s k o n s t a n t e n der E n z y m - I n h i b i t o r -
K o m p l e x e l iegen z w a r i n derselben G r ö ß e n o r d n u n g 
(berechnet n a c h G R E E N 3 0 aus A b b . 2), fü r den 
K o m p l e x mi t d e m T r y p s i n i n h i b i t o r be i 5 x 1 0 8 u n d 
fü r d ie K o m p l e x e des T r y p s i n - P l a s m i n - I n h i b i t o r s 
m i t T r y p s i n be i 3,5 x 1 0 9 u n d m i t P l a s m i n be i 
3 x 1 0 8 ; t r o t zdem w i r d der T r y p s i n i n h i b i t o r d u r c h 
T r y p s i n vergleichsweise sehr v ie l rascher abgebaut 
( t e m p o r ä r e H e m m u n g ! ) als der T r y p s i n - P l a s m i n -
I n h i b i t o r . V o r a u s s e t z u n g d a f ü r ist w a h r s c h e i n l i c h 
d ie re la t iv rasch erfolgende M o d i f i z i e r u n g , d . h . 
S p a l t u n g einer A r g - X - B i n d u n g i m T r y p s i n i n h i b i ­
to r . D i e s u n d d ie glatt ver laufende A b s p a l t u n g des 
d u r c h die M o d i f i z i e r u n g ents tandenen C - t e r m i n a l e n 
Arg in in res t e s d u r c h C a r b o x y p e p t i d a s e B machen 
den I n h i b i t o r , s o b a l d seine P r i m ä r s t r u k t u r g e k l ä r t 
ist, z u e i n e m idea len M o d e l l fü r eingehende U n t e r ­
suchungen ü b e r d ie der K o m p l e x b i l d u n g u n d der 
t e m p o r ä r e n H e m m u n g zugrunde l iegenden R e ­
ak t ionsmechan i smen . G e g e n ü b e r den b e i m I n h i b i ­
to r aus S o j a b o h n e n 3 1 u n d den I n h i b i t o r e n aus 
R i n d e r - 3 2 u n d S c h w e i n e p a n k r e a s 2 7 e rha l tenen B e ­
funden fäl l t v o r a l l e m das re la t iv brei te M o d i f i z i e ­
r u n g s m a x i m u m ( A b b . 3) des T r y p s i n i n h i b i t o r s auf. 
Ve r suche zu r B e s t i m m u n g des M e n g e n v e r h ä l t n i s ­
ses na t iver z u modi f iz ie r te r I n h i b i t o r i m G l e i c h ­
gewichtszus tand , d . h . bei g e n ü g e n d langer I n k u -

2 7 H . T S C H E S C H E U . H . K L E I N , diese Z . 3 4 9 , 1645 [1968]; 

s. a. H . T S C H E S C H E , E . W Ä C H T E R U . G . K A L L U P , diese 

Z . 3 5 0 , 1662 [1969]. 
2 8 L . J . G R E E N E , J . J . D I C A R L O , A . J . S U S S M A N , D . C . 

B A R T E L T U . D . E . R O A R K , J . b io l . Chemistry 2 4 3 , 1804 

[1968]. 
2 9 H . T S C H E S C H E , E . W Ä C H T E R , S . K U P F E R U . K . N I E D E R ­

M E I E R , diese Z . 3 5 0 , 1247 [1969]. 
3 0 N . M . G R E E N U . E . W O R K , Biochem. J . 5 4 , 347 

[1953]. 
3 1 C . W . N I E K A M P , H . F . H I X S O N Jr. u . M . L A S K O W S K I 

Jr. , Biochemistry [Washington] 8 , 16 [1969]; s. dort 
weitere L i t . 
3 2 M . R i G B i u . L . J . G R E E N E , J . b io l . Chemistry 2 4 3 , 

5457 [1968]. 
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A b b . 3. Modif iz ierung des nativen Trypsininhibitors 
mit 2,3 M o l - % Trypsin . 

Ordinate: Prozentualer A n t e i l des modifizierten Inhibi­
tors nach Inkubation mit Carboxypeptidase B. Abszisse: 
pH-Wer t der I n k u b a t i o n s l ö s u n g . 

Versuchsdurchführung : 

a) Modifizierung: 0,05 ml der Inh ib i to r lösung , ent­
haltend 1,5 I U bzw. 53 n M o l des nativen Trypsin­
inhibitors in 0 , 1 M N a C l , wurden versetzt mit 0,037 ml 
Tryps in lösung , enthaltend 37 ^ g bzw. 1,15 n M o l 
TPCK-behandel tes Tryps in der F a . Merck und 0,213 
ml 0 ,04M CaCl2 /0 ,02M Pufferlösung des entsprechenden 
pH-Wertes ( p H 1 , 5 - 2 , 0 : 0 , 0 2 M K C l / H C l ; p H 5,0 und 
6,0 :0 ,02M Natriumacetat ; p H 7,0 und 8,0:0,02M Tr is -
HC1) . N a c h der Bestimmung der Inhibi torakt iv i tä t 
wurden die Ansä t ze 23,5 h bei 2 5 ° C inkubiert. D i e 
Inh ib i to rak t iv i t ä t war nach der Inkubat ion in allen 
Ansä t zen u n v e r ä n d e r t . 

b) Inkubation mit Carboxypeptidase B: D i e Modifizie­
rungsansä t ze wurden nun mit je 0,3 ml 0 ,2M T r i s - H C l , 
p H 8,0, und 22,8 {ig DFP-behandelter Carboxypeptidase 
B i n 0,03 ml L ö s u n g (vgl. T a b . 3) versetzt und die 
Mischung nochmals 18 h bei 2 5 ° C inkubiert. Danach 
wurde ihre H e m m a k t i v i t ä t gegenüber Tryps in bestimmt. 
A u s dem Verlust an H e m m a k t i v i t ä t ( in m l U ) i m Ansatz 
wurde der prozentuale Ante i l des modifizierten Inhibi­
tors berechnet (vgl. Tab . 3). 

b a t i o n mi t ka ta ly t i schen T r y p s i n m e n g e n sowie z u r 
Resynthese der gespaltenen A r g - X - B i n d u n g ( i m 
modi f i z i e r t en Inh ib i t o r ) entsprechend den v o n 
L A S K O W S K I j r . u . M i t a r b . 3 1 » 3 3 en twicke l t en V o r -

3 3 M . L A S K O W S K I j r . u . R . W . S E A L O C K in The Enzymes 

II, [1971] i m D r u c k ; M . L A S K O W S K I Jr . i n M . O T T E S E N , 

Proc. o f the Int. Symp. on Structure — Funk t ion 
Relationships o f Proteolytic Enzymes, i m Druck . 
Munksgaard, Copenhagen 1970. 
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