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KURZMITTEILUNG

Charakterisierung einer Trypsin-iihnlichen Proteinase (Akrosin) aus Eberspermien durch ihre
Hemmbarkeit mit verschiedenen Protein-Proteinase-Inhibitoren, I

Seminale Trypsin-Inhibitoren und Trypsin-Kallikrein-Inhibitor aus Rinderorganen
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(Der Schriftleitung zugegangen am 31. Mai 1972)

Characterization of a trypsin-like proteinase (acrosin) from boar spermatozoa by inhibition with different protein
proteinase inhibitors, I: Seminal trypsin inhibitors and the trypsin-kallikrein inhibitor from bovine organs

Summary: The trypsin inhibitor II from human sperm
plasma and the trypsin-plasmin inhibitor from boar
sperm plasma are strong inhibitors for boar acrosin,
too. The affinity of the trypsin inhibitor and the trypsin-
plasmin inhibitor from guinea pig seminal vesicles to
boar acrosin is somewhat lower. In contrast, dissocia-

tion of the complex of the trypsin-chymotrypsin inhibitor
I from human sperm plasma with boar acrosin is
considerably higher. The affinity of the bovine trypsin-
kallikrein inhibitor to boar acrosin is extremely low.
Cf. Figures 1 and 2.

Das Akrosom des Spermiums enthilt eine Proteinase
mit Trypsin-dhnlicher Spezifitdt(1-3] genannt Akrosin!2],
mit deren Hilfe das Spermium die Zona pellucida
des Ovum zu durchdringen vermag!1-6], Die im Sper-
maplasma vorkommenden Trypsininhibitoren!?-11]

* Adresse: PD Dr. H. Fritz, Institut fiir Klinische
Chemie und Klinische Biochemie der Universitit
Miinchen, D-8 Miinchen 2, NuBbaumstr. 20.
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Material und Methodik

Verwendete Substanzen: Trypsin-Plasmin-Inhibitor aus
Eberspermal?l, 2,0 IU/mg; Trypsininhibitor II aus
Humanspermall0], 2,17 IU/mg; Trypsin-Chymotrypsin-
Inhibitor I aus Humanspermal10], 1,73 IU/mg; Trypsin-
inhibitor aus Meerschweinchensamenblasen(8:9], Frak-
tion b, 3,1 IU/mg; Trypsin-Plasmin-Inhibitor aus
Meerschweinchensamenblasen!8.91, Fraktion e, 3,6
IU/mg; Trypsin-Kallikrein-Inhibitor aus Rindeiorga-
nen, 2,9 IU/mg von Farbenfabriken Bayer, Wuppertal-
Elberfeld; Akrosin aus Ebersperma. isoliert nach Fink
und Mitarb. (in Vorbereitung), 5 U (Substrat: BAPA)
per mg Protein.

Mepfmethodik: Die genannten Inhibitoren sind durch
ihre Trypsin-Hemmaktivitdt charakterisiert, die mit
Hilfe des Substrates N-Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid
(BAPA) bestimmt wurde(!5]. Die Titration des Akro-
sins mit den in der Abbildung angegebenen Inhibitoren
wurde ebenfalls mit derselben, von uns fiir die Messung
der Trypsinhemmung verwendeten Methodik durch-
gefihrt: Konstante Akrosinmengen (ca. 10 pMol,
9—12 mU) wurden mit steigenden Inhibitormengen bei
259C in 2,0 m/ 0,2m Tridthanolamin-HCI, pH 7,8, die
zur Erreichung des Hemmgleichgewichts bendétigte
Zeitspanne (s. Abb.) in silikonisierten Glaskivetten
inkubiert. Die enzymatische Reaktion wurde danach
durch Zugabe der Substratlosung (1 mg BAPA in 1,0
m/ dest. Wasser) gestartet. Die Akrosinlosungen wurden
nur in PlastikgefdBen aufbewahrt, alle Verdiinnungen
wurden mit Plastikpipetten (Eppendorf-System) her-
gestellt.

Ergebnisse und Diskussion

In Abb. 1 sind die Hemmkurven dargestellt, die bei
Titration des Eber-Akrosins mit Seminalinhibitoren er-
halten wurden. Der Trypsininhibitor II aus Human-
spermaplasma und der Trypsin-Plasmin-Inhibitor aus
Eberspermaplasma sind danach sehr starke Akrosin-
hemmstoffe. Die beiden Inhibitoren diirften deshalb aus
physiologischer Sicht die fir die Hemmung der Akro-
sinaktivitdt zustindigen Inhibitoren sein (vgl. dazu
1. c.[2.3,13,14]

Die Dissoziation der Akrosin-Inhibitor-Komplexe ist
aus dem Kurvenverlauf (Abweichung vom idealen,
geraden Verlauf bei groBeren Inhibitormengen) bereits
deutlich ersichtlich. Dies ist darauf zurtickzufiihren, da
die Messung infolge der hohen spezifischen Aktivitit
des Akrosins gegeniiber BAPA bei sehr niedriger Kon-
zentration der Reaktionspartner erfolgt (die Akrosin-
konzentration im MeBansatz liegt bei 3 x 10-9M; bei
Trypsinaktivititsmessungen im Vergleich dazu bei

15 Fritz, H., Trautschold, I. & Werle, E. (1970) in
Methoden d. Enzymat. Analyse (Bergmeyer, H. U.,
Hrsg.) S. 1021—1038, Verlag Chemie, Weinheim/
Bergstr.
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1x10-"M!), so daB sich die Dissoziation auch bei
niedrigen K;-Werten der Komplexe bereits stark be-
merkbar macht.
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Abb. 1. Titration von Eber-Akrosin mit Seminalinhibi-
toren.

Symbol Inhibitor aus Inkuba-
tionszeit*
[min]
A—NA Humanspermaplasma, I1 30
(Trypsin-Chymotrypsin-Inh.)
o—eo Eberspermaplasma 30
(Trypsin-Plasmin-Inh.)
an—= Meerschweinchensamenblasen 30
(Trypsininhibitor b)
S—a0 Meerschweinchensamenblasen 15

(Trypsin-Plasmin-Inh. ¢)

* Inkubationszeit (Akrosin plus Inhibitor) vor Zugabe des Substra-
tes. MeBbedingungen s. Material und Methodik.

Die Proteinase-Inhibitoren aus Meerschweinchensa-
menblasen hemmen das Akrosin ebenfalls noch relativ
stark (Abb. 1). Die etwas schwichere Hemmwirkung
gegeniber den zuerst genannten Inhibitoren ist evtl. nur
auf speziesbedingte Strukturunterschiede zurickzu-
fihren.

Im Gegensatz zum Trypsininhibitor II aus Human-
spermaplasma ist die Hemmwirkung des Trypsin-
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Chymotrypsin-Inhibitors 1 desselben Ursprungs auf
Eber-Akrosin um ein Vielfaches geringer* {Abb. 2).
Dies ist ein Hinweis dafiir, daB Inhibitor I eine andere
Aufgabe hat als die Hemmung des Akrosins. Evtl. ist
seine physiologische Funktion in der Hemmung der
Chymotrypsin-ahnlichen Proteinase!16.17] zu suchen,
die neuerdings aus Humansperma isoliert wurdel18],
Diese Frage wird von uns z. Z. noch gepruft.
Auffallend ist die nur sehr geringe Hemmwirkung des
Trypsin-Kallikrein-Inhibitors aus Rinderorganen auf
Eber-Akrosin. Hier wird bereits bei Zugabe des
Substrates zum Inkubationsansatz der gebildete
Komplex wieder meBbar dissoziiert, was in keinem der
anderen untersuchten Fille beobachtet wurde.

Die unterschiedliche Hemmbarkeit des Akrosins durch
die Seminalinhibitoren ermdglicht es, Rickschliisse auf
die physiologische Funktion dieser Hemmstoffe zu
ziehen und so die beim Befruchtungsvorgang sich ab-
spielenden biochemischen Vorginge besser zu ver-
stehen. Dies ist unseres Erachtens Voraussetzung fiir eine
gezielte antienzymatische Kontrazeption, die evt. spater
auf Inhibitorbasis moglich sein wird.

* Sollte Inhibitor I Akrosin nicht inhibieren, so wiirde
das verwendete Priparat noch 1,4 Gew.-%/op des Tryp-
sininhibitors II enthalten (berechnet aus den Titrations-
kurven).
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Abb. 2. Titration von Eber-Akrosin mit dem Trypsin-
Chymotrypsin-Inhibitor 1 aus Humanspermaplasma
(0——o0) und dem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor aus
Rinderorganen (e——e).

Inkubationszeit (vgl. Anmerkung zur Abb. 1): 15 min;
bei 30 bzw. 60 min keine Anderung.
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