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Summary; Protease inhibitors in human sperm plasma. 
Isolation by affinity chromatography and inhibition 
characteristics. F o r the isolation o f protease inhibitors 
from human sperm plasma the following procedures 
were used: adsorption on CM-Sephadex , affinity 
chromatography with trypsin cellulose-resin and gel 
filtration on Sephadex G-75 . T w o inhibitors were 

In den m ä n n l i c h e n accessorischen Gesch lech t sdrüsen 
und i m Sperma verschiedener Säuget iere und des 
Menschen wurden 1965 von H A E N D L E U . M i t a r b . 1 » 2 

und u n a b h ä n g i g davon 1966 von W A L D S C H M I D T U . 
M i t a r b . 3 Trypsininhibitoren entdeckt. V o r kurzem 
berichteten zwei Arbeitskreise, H I R S C H H Ä U S E R und 
K I O N K E 4 und S U O M I N E N u . M i t a r b . 5 , übe r Unter­
suchungen an P r ä p a r a t i o n e n der Trypsininhibitoren 
des menschlichen Seminalplasmas. Im Rahmen unserer 
Arbeiten auf dem Gebiet der Proteaseinhibitoren des 
männ l i chen Genital traktes 6 haben wir zwei Tryps in-
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obtained differing in molecular weights ( I : 12700, and 
I I : 5400, estimated by gel filtration) and i n inhibi t ion 
spectra. Inhibitor I inhibits both bovine trypsin and 
a-chymotrypsin, inhibitor II only trypsin. The titration 
curves are shown. Bo th inhibitors d id not diminish the 
activities o f porcine plasmin and pancreatic kal l ikrein 
using synthetic substrates. 

inhibitoren aus Humansperma in weitgehend reiner 
F o r m isoliert und teilweise charakterisiert. 

Material und Methoden 

D i e Bestimmung der Hemmaktivität erfolgte nach be­
kannten M e t h o d e n 7 : Tryps in , Substrat: 7V a -Benzoyl-
DL-arginin-p-nitroanil id-hydrochlorid ; Chymotryps in , 
Substrat : N-(3 - Carboxypropionyl )L- Phenylalanin -p -
ni t roani l id ; K a l l i k r e i n , Substrat: 7V a -Benzoyl-L-arginin-
äthyles ter (kombinierter Test mit A l k o h o l - D e h y d r o -
genase); Plasmin, Substrat: wie bei Tryps in . Trypsin 
(Rind) , a-Chymotrypsin (Rind) und Plasmin (Schwein), 
N o v o Industri A / S . K a l l i k r e i n aus Schweinepankreas 8 . 

Sammeln des Humanspermas: Humansperma erhielten 
wir von der Hautk l in ik der Univers i tä t M ü n c h e n * * . 
N a c h Durchfuhrung von Routineuntersuchungen wur­
den die durch Masturbat ion gewonnenen Spermata in 
einem Sammelbehä l t e r i n der T ie fküh l t ruhe ( - 2 0 ° C ) 
eingefroren. Das bei unseren Untersuchungen einge­
setzte Sperma wurde i m Laufe etwa eines Jahres ge­
sammelt. 

** W i r danken H e r r n Prof. D r . B R A U N - F A L C O , Der ­
matologische K l i n i k der Univers i tä t M ü n c h e n , für die 
Ü b e r l a s s u n g des klinischen Untersuchungsmaterials. 
7 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 , i n H . U . 

B E R G M E Y E R , Methoden d . enzymat. Analyse, S. 1021 
bis 1038, Ver lag Chemie, Weinheim/Bergstr . 1970. 
Siehe dort weitere Literatur. 
8 H . F R I T Z , I . E C K E R T U . E . W E R L E , diese Z . 348, 1120 
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Isolierung der Inhibitoren 

Chromatographie an CM-Sephadex C-25: Unmittelbar 
nach dem Auftauen wurde das Sperma zentrifugiert 
(14000 xg, 30 min , 4 ° C ) . De r Uberstand wurde mit 
Essigsäure auf p H 5,0 eingestellt und dann mit dem 
gleichen Volumen an gequollenem CM-Sephadex C-25 
(äqui l ibr ier t mit 0 ,02M Natriumacetat, p H 6,0, 0,02% 
Natr iumazid) versetzt. Anschl ießend wurde 1 h bei 
4 ° C ge rüh r t , der nach kurzem Absitzen erhaltene 
Uberstand dekantiert und die Suspension in eine Säu le 
gefüllt. 
Nich t adsorbierte Substanzen wurden mit Na t r i um­
acetatpuffer (0,02M , p H 6,0, 0,02% Natr iumazid) aus 
dem CM-Sephadex-Adsorbat herausgewaschen und 
inhibitorhaltige Wasch lösungen mit dem dekantierten 
Ü b e r s t a n d vereinigt. 
D i e C M - S e p h a d e x - S ä u l e wurde mit Natriumacetat­
puffer (0,02M , p H 6,0, 5 % Nat r iumchlor id , 0,02% 
Natr iumazid) entwickelt. Eluierte inhibitorhaltige Frak­
tionen wurden vereinigt und zunächs t gegen destilliertes 
Wasser dialysiert (4 h bei 4 ° C ) , dann am Rotationsver­
dampfer auf 1 / 6 des Ausgangsvolumens eingeengt und 
nach Entsalzung ü b e r Sephadex G-25 fine (Elutions­
mittel : 2proz. Essigsäure) lyophilisiert. 

Affinitätschromatographie: A l s nächs te r Reinigungs­
schritt folgte die Afr in i tä t schromatographie an Trypsin-
harz 6 . D i e lyophilisierte Substanz wurde in Puffer 
(0 ,1M T r i ä t h a n o l a m i n - H C l , 0 ,4M N a C l , p H 7,8) gelöst 
und die L ö s u n g auf eine gekühl te ( 0 ° C ) Trypsinharz-
säule ( „ T r y p s i n polymer gebunden an C M - C e l l u l o s e " 
7 - 10 U / m g von Merck A G * ) aufgetragen. N a c h dem 
Auswaschen der nicht gebundenen Stoffe mit dem 
gleichen Puffer wurde der Inhibitor v o m Trypsinharz 
durch Elu t ion mit saurem Puffer (0 ,4M K C l / H C l , 
p H 1,8) abgelös t . 
D i e inhibitorhaltige L ö s u n g wurde neutralisiert, am 
Rotationsverdampfer eingeengt und nach Dialyse durch 
Gelfi l trat ion entsalzt ( D u r c h f ü h r u n g wie oben be­
schrieben) und lyophilisiert. 

Gelfiltration an Sephadex G-75: D u r c h Gelfi l trat ion an 
Sephadex G-75 ließ sich dieses P r ä p a r a t in zwei inhibi ­
torisch aktive Frakt ionen auftrennen. D i e Bedingungen 
sind in der Legende zu A b b . 1. angegeben. Unter den­
selben Bedingungen wurde jede F r a k t i o n an Sephadex 
G-75 rechromatographiert. 
D i e Molekulargewichtsbestimmung durch Gelfi l t rat ion 
über Sephadex G-75 wurde bei p H 7,8 d u r c h g e f ü h r t 9 . 

Elektrophorese auf Celluloseacetatfolien: Puffer: D i -
natriumtetraborat, 0 ,05M , p H 8,0; 30 min , 24 V / c m ; 
G e r ä t : M i k r o p h o r der F a . Boskamp. 

* D e n Herren D r . L A N G and D r . H E N N R I C H , E . M e r c k 

A G , Darmstadt , sind wir für die Über l a s sung des 
Harzes sehr dankbar. 
9 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]. 

Ergebnisse und Diskussion 

In jüngs te r Zeit veröffentl ichten zwei Arbeitskreise 
Untersuchungen übe r Trypsininhibitoren der mensch­
lichen Seminalf lüssigkei t 4 » 5 . C . H I R S C H H Ä U S E R und 
M . K I O N K E 4 gewannen eine I n h i b i t o r p r ä p a r a t i o n durch 
Afr in i tä t schromatographie von Seminal plasma. J . S U O ­
M I N E N u . Mi t a rb . fraktionierten Seminalflüssigkeit 
durch Gelf i l t rat ion übe r Sephadex G - 7 5 5 . Z ie l unserer 
u n a b h ä n g i g davon durchgeführ ten Untersuchungen 
war es, Trypsininhibitoren aus Humansperma in reiner 
F o r m z u isolieren. Es zeigte sich, d a ß dies nur zu er­
reichen ist, wenn mehrere unterschiedliche Reinigungs­
schritte kombiniert werden. 

Isolierung und Eigenschaften der Inhibitoren 

Beim Adsorptionsschritt an CM-Sephadex C-25 wur­
den 2 5 % der antitryptischen Akt iv i t ä t des Seminal-
plasmas nicht gebunden. 
N a c h dem Entsalzen und Lyophil is ieren der von C M -
Sephadex eluierten Inhibitoren erhielten wir eine P r e ­
paration mit der noch sehr niedrigen spezifischen A k t i ­
vität von 19 m l U / m g . Eine fast achtzigfache Steigerung 
der spezifischen Akt iv i tä t auf 1500 m I U / m g gelang 
übe r die Afr in i t ä t schromatograph ie an Trypsinharz. 
Bei der zur weiteren Reinigung durchgeführ ten G e l ­
filtration übe r Sephadex G-75 erhielten wir zwei aktive 
Frakt ionen, die wir entsprechend der Reihenfolge ihres 
Auftretens bei der E lu t ion als F rak t ion I und Frak t ion 
II bezeichneten ( A b b . 1). D ie spezifische Akt iv i tä t be­
trug nach Rechromatographie und Lyophi l isa t ion von 
Frak t ion I 1,73 I U / m g und von F rak t ion II 2,17 I U / m g . 
H I R S C H H Ä U S E R und K I O N K E geben für den von ihnen 

isolierten Hemmstoff, der vorwiegend Inhibitor des 
niedrigeren Molekulargewichtes enthalten dürf te (s. u.), 
eine spezifische Akt iv i tä t von 0,23 I U je mg Protein an . 

|: LO 60 

K Fr.-Nr.[tt5ml/6las]-~~ 

A b b . 1. Frakt ionierung an Sephadex G-75. 

Das eingesetzte I n h i b i t o r p r ä p a r a t war durch Afrinitäts­
chromatographie an Trypsinharz gewonnen worden 
(siehe Text) . 
S ä u l e : Sephadex G-75 (123 x 1,9 cm); Elutionsmittel : 
2proz. Ess igsäure ; Elutionsgeschwindigkeit: 5,4 cm/h . 
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Bezogen auf die an CM-Sephadex adsorbierte Menge an 
Inhibitor (100%) verläuft die Reinigung ü b e r alle 
Stufen mit einer Gesamtausbeute von 63 %, wobei auf 
F rak t ion I 30%, auf F rak t ion II 2 4 % entfallen und 9 % 
auf die Nebenfraktionen (Gemisch der Frakt ionen I 
und II). 
D i e Molekulargewichtsbestimmung mittels Gelf i l t ra­
t ion ü b e r Sephadex G-75 ergab für F r a k t i o n I einen 
Wert von 12700, für Frak t ion II einen solchen von 
5400. S U O M I N E N u . M i t a r b . 5 , die zur Reinigung des 
Trypsininhibitors Seminalplasma übe r Sephadex G-75 
fraktionierten, kamen zu ähn l ichen Ergebnissen: Sie 
fanden zwei inhibitorisch aktive Frakt ionen mit M o l e ­
kulargewichten von etwa 11500 und 4000. 
D i e elektrophoretische Untersuchung auf Cellulose-
acetatfolien wies F rak t ion I als einheitlich aus. F rak ­
tion II wurde unter den gewähl ten Bedingungen in zwei 
Banden getrennt. Beide Frakt ionen wanderten in R i c h ­
tung der Kathode . 

Hemmverhalten 

D i e A b b . 2 und 3 zeigen Titrat ionskurven von Trypsin 
bzw. Chymotryps in mit den beiden Inhibitoren. 
Bereits aus der Ähnl ichke i t der Molekulargewichte war 
zu schl ießen, d a ß S U O M I N E N U . M i t a r b . ihre Unter­
suchungen an den gleichen Inhibitoren du rch füh ren wie 
unsere Arbeitsgruppe. E i n Vergleich der festgestellten 
Hemmspektren bekräf t ig te diese Folgerung (Tabelle). 
Allerdings besteht eine gewisse Diskrepanz im Verha l -
en der h ö h e r m o l e k u l a r e n F rak t ion gegenüber K a l l i -

kre in . S U O M I N E N U . M i t a r b . stellten eine partielle H e m ­
mung von Gewebskall ikrein durch diese F r a k t i o n fest. 
W i r konnten gegenüber K a l l i k r e i n aus Schweinepan-
kreas keine Hemmung nachweisen. 
D e r von H I R S C H H Ä U S E R und K I O N K E beschriebene 

Trypsininhibi tor hemmt Chymotryps in nicht. Es ist 
demnach anzunehmen, d a ß er der von uns isolierten 
Frak t ion II (Molekulargewicht 5400) entspricht. 

10 1s. 
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A b b . 2. Ti t ra t ion von Tryps in mit Humansperma-Inhibi tor I und I I . 

Konstante Trypsinmengen (ca. 10 [xg) wurden mit steigenden Mengen der Inhibitoren (Abszisse) in 2,0 m / 
Puffer lösung, p H 7,8, bei 2 5 ° C 5 min inkubiert und die verbleibende Tryps inak t iv i tä t (Ordinate) best immt 7 . 

Tabelle: Hemmspektren der Inhibitoren aus Humansperma. 

Eigene Untersuchungen H I R S C H H Ä U S E R S U O M I N E N U . M i t a r b . 5 

u . K I O N K E 1 

Frak t ion 1 II I II 

Molekulargewicht 12 700 5 400 11 500 4 0 0 0 

Auf Hemmbarkeit getestetes Enzym 

Tryps in + + + + + 

Chymotryps in + - - + -Plasmin - - - - -
K a l l i k r e i n - - ( + ) -
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1 1 1 1 1 1 1 1 1 
2 4 6 8 fO 

Inhibitor [jug] 

A b b . 3. Ti t ra t ion von Chymotryps in mit Humansperma-Inhibitor I. 

Konstante Chymotrypsinmengen (ca. 20 fxg) wurden mit steigenden Mengen an Inhibitor I (Abszisse) in 2,0 ml 
Pufferlösung, p H 7,8, bei 2 5 ° C 5 min inkubiert und die verbleibende Chymot ryps inak t iv i t ä t (Ordinate) bestimmt 7 . 

A u s physiologischer Sicht ist von besonderem Inter­
esse, ob den beschriebenen Protease-Inhibitoren beim 
Befruchtungsvorgang unterschiedliche Funkt ionen zu­
kommen. D i e akrosomale t ryps inähnl iche Protease 
„ A k r o s i n " ( Z A N E V E L D U . Mi t a rb . , I. c . 1 0 ) , der eine ent­
scheidende Ro l l e bei der Durchdr ingung der Z o n a 
pellucida des O v u m durch das Spermium z u k o m m t 1 0 , 

1 0 L . J . D . Z A N E V E L D , K . L . P O L A K O S K I , R . T . R O B E R T ­

S O N u . W . L . W I L L I A M S , in H . F R I T Z U . H . T S C H E S C H E , 

wird von den isolierten Inhibitoren unterschiedlich 
stark gehemmt 1 1 . 

Diese Arbeiten wurden wesentlich geförder t aus Mit te ln 
der D E U T S C H E N F O R S C H U N G S G E M E I N S C H A F T , Sonder­

forschungsbereich 51, M ü n c h e n . 
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