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Zusammenfassung: Aus Humanspermien wurde
durch Extraktion mit 2proz. Essigsidure und Frak-
tionierung der essigsauren Extrakte iiber Sephadex
G-75 die trypsindahnliche Protease Akrosin ange-
reichert. Bei dieser Fraktionierung wurden zwei
Trypsininhibitoren in dquimolaren Mengen abge-
trennt, die dem Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor I
und dem Trypsininhibitor II des Humansperma-
plasmas hinsichtlich Molekiilgro8e und Hemm-
spektrum entsprechen.

Die beschriebene Extraktionsmethodik liefert um
30 —409; hohere Ausbeuten an Akrosinaktivitit als
die bislang zur Akrosinablésung aus den Spermien-
akrosomen verwendeten DetergentienlGsungen. In
Kombination mit dem angewandten Testsystem
148t sich damit die Akrosinaktivitit der Spermien
von 0,5—1,0 m/ Humansperma noch quantitativ
erfassen. Voraussetzung dafiir ist jedoch die aus-
schlieBliche Verwendung von Plastikmaterial bzw.

silikonisierten Glasgerdten, da Humanakrosin,
ebenso wie Eberakrosin, an Glasoberflichen sehr
effektiv inaktiviert wird.

Nach vorheriger Dissoziation der Akrosin-Inhibi-
tor-Komplexe durch Essigsidurezugabe (pH 2,2 bis
2,7) kann die Akrosinaktivitit auch im Human-
spermaplasma einwandfrei bestimmt werden. Das
Verhiltnis: Akrosinaktivitit im Spermaplasma zu
der der darin enthaltenen Spermien betrigt etwa
3,5:1.

BAEE wird unter den angewandten Testbedingun-
gen von Humanakrosin 36mal rascher hydrolysiert
als BAPA. Der Bereich, in dem die Akrosinaktivitit
parallel zur zugesetzten Akrosinmenge zunimmt, ist
bei Verwendung des Substrates BAPA besonders
groB (Abb. 2). Die Aktivitit des Humanakrosins
wurde durch Calciumionen (unter 0,035M) nicht
beeinfluft.

Human acrosin: isolation and properties

Summary: The trypsin-like protease acrosin was
isolated from human spermatozoa by extraction
with 2 per cent acetic acid and fractionation of the
extract on Sephadex G-75. In this fractionation,
equimolar quantities of two trypsin inhibitors were
separated, which have the same molecular size and
spectrum of inhibition as trypsin-chymotrypsin
inhibitor I and the trypsin inhibitor II of human
seminal plasma.

The yield of acrosin activity by this procedure was
30—409; higher than hitherto obtained by the treat-
ment of spermatozoa with detergent solutions. By
combining the present method with the test system
used, the acrosin 1activity of the sperms in 0.5 to
1.0 m/ of human semen can be determined quan-
titatively. This depends, however, on the exclusive
use of plastic or siliconized glass apparatus, because
human acrosin, like boar acrosin, is very effectively
inactivated on glass surfaces.

Abkiirzungen:

ADH = Alkohol-Dehydrogenase (EC 1.1.1.1)
BAEE = N%-Benzoyl-L-arginin-dthylester
BAPA = N=*Benzoyl-DL-arginin-p-nitroanilid.
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The acrosin activity can also be determined in
human seminal plasma after dissociation of the
acrosin-inhibitor complex by the addition of acetic
acid (pH 2.2—2.7). The ratio: acrosin activity of
the seminal plasma to the acrosin activity of the
spermatozoa in the same sample is about 3.5:1.
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Under the test conditions used, human acrosin
hydrolyzes BAEE 36 times more rapidly than
BAPA. The range over which the rate of hydrolysis
parallels the quantity of added acrosin is especially
wide for the substrate BAPA (Fig. 2). The activity
of human acrosin is not affected by calcium ions
(below 0.035Mm).

Frithere Untersuchungen haben die enge Ver-
wandtschaft zwischen der akrosomalen Proteinase
der Eberspermien Akrosin und der Pankreaspro-
teinase Trypsin hinsichtlich der Hemmbarkeit durch
verschiedene Protein-Proteinase-Inhibitoren aufge-
zeigt[1-31, Um evtl. speziesbedingte Unterschiede
zu erfassen, haben wir das Akrosin der Human-
spermien fiir analoge Untersuchungen ebenfalls
angereichert. Die Extraktion der Spermien mit
essigsaurer Losung erwies sich dabei als ein metho-
discher Fortschritt gegeniiber der bisherigen Ver-
wendung von Detergentienldsungen(4.3],

Material und Methodik

1. Gewinnung der Akrosinextrakte

Humansperma wurde, nach Verdinnung mit physiol.
NaCl-Lésung im Volumenverhiltnis 1:1, fir 15 min
bei 600 x g und 0—40C zentrifugiert. Nach Abtrennung
des tberstehenden Spermaplasmas wurde das Spermien-
sediment noch mehrmals mit physiol. NaCl-Lésung
gewaschen durch kurzes Suspendieren gefolgt von Zen-
trifugieren (wie oben angegeben) im 5. (analytische An-
sdtze) bis 10. (priparativer Ansatz) Teil des Sperma-
Ausgangsvolumens. Zur Bestimmung der Akrosin-
aktivivitit im Spermaplasma und den Waschfliissig-
keiten s. Abschnitt 3.

a) Extraktion mit 2proz. Essigsdure

Das gewaschene Spermiensediment wurde bei den
analytischen Ansdtzen in 1—2 ml 2proz. Essigsdure vom
pH 2,7 suspendiert und die Mischung bei Raumtem-
peratur 90 min inkubiert. Nach Zentrifugation (3900 x g
fur 20— 30 min) wurde das Sediment noch mehrmals

1 Fritz, H., Férg-Brey, B., Fink, E., SchieBler, H.,
Jaumann, E. & Arnhold, M. (1972) diese Z. 353,
1007 — 1009.

2 Fritz, H., Férg-Brey, B., SchieBler, H., Arnhold, M.
& Fink, E. (1972) diese Z. 353, 1010—1012.

3 Fritz, H., SchieBller, H., Forg-Brey, B., Tschesche, H.
& Fink, E. (1972) diese Z. 353, 1013 —1014.

4 Polakoski, K. L., Zaneveld, L. J. D. & Williams,
W. L. (1972) Biol. Reprod. 6, 23 —29.

5 Zaneveld, L. J. D., Dragoje, B. M. & Schumacher,
G. F. B. (1972) Science 177, 702 —703.

mit jeweils 1 m/ der essigsduren Lésung durch kurzes
Suspendieren und anschlieBendes Zentrifugieren extra-
hiert. Zur Bestimmung der Akrosinaktivitit in den
sauren Spermienextrakten s. Abschnitt 3.

Beim prdparativen Ansatz wurde das gewaschene Sper-
miensediment in 7,2 m/ 2proz. Essigsiure aufge-
schlimmt, die Suspension durch Zugabe von 2N HCI
auf pH 2,7 eingestellt und 30 min bei Raumtemperatur
inkubiert. Die weiteren Extraktionen erfolgten mit
5—7 ml der Essigsdurelésung.

b) Extraktion mit Detergentienlosung

Das gewaschene Spermiensediment wurde, wie von
Zaneveld u. Mitarb.[4.5] beschrieben, in 1 m/ 0,067m
Phosphatpuffer vom pH 6,1 suspendiert und die
Mischung bei 37°C fiir 90 min inkubiert. Die Phosphat-
pufferlosung enthielt die Detergentien Hyamin (0,075
Gew.-%, ,,Hyamin 2389‘ von Serva) und Triton X-100
(0,075 Gew.- %, ,,pract.* von Serva). Bei den folgenden
Extraktionen wurde das Sediment jeweils wiederum
90 min in der Detergentienlosung inkubiert. Zur Be-
stimmung der Akrosinaktivitit in den Detergentien-
extrakten s. Abschnitt 3.

2. Fraktionierung an Sephadex G-75

Zur Fraktionierung der essigsauren Spermienextrakte
wurde eine mit 2proz. Essigsdure, 0,2M NaCl, pH 2,3,
dquilibrierte, gekihlte (10°C) Sephadex-G-75-Saule
(134x1,9 cm, Plastikmaterial) verwendet. Nach dem
Auftragen der durch Ultrafiltration (System ,,Amicon‘,
Membran ,,PM-10*) konzentrierten Akrosinlosungen
(6—7 ml) wurde die Siule mit einer Geschwindigkeit
von 17 mi/h (2,8 ml/Fraktion) mit der Essigsdure-
NaCl-Losung entwickelt. Die Bestimmung der Akrosin-
aktivitdt und Inhibitoraktivitat in den eluierten Frak-
tionen erfolgte nach den Angaben in Abschnitt 3 und 4.

3. Bestimmung der Akrosinaktivitdt

Die ausschlieBliche Verwendung von Plastik- bzw.
silikonisiertem Glasmaterial ist Voraussetzung zur
Erzielung reproduzierbarer Ergebnisse(®:.7], Die Be-
stimmung der Akrosinaktivitit mit Hilfe des Substrates
N*-Benzoyl-pL-arginin-p-nitroanilid (BAPA) wurde

¢ Fink, E., SchieBler, H., Arnhold, M. & Fritz, H.
(1972) diese Z. 353, 1633 —1637.

7 SchieBler, H., Fritz, H., Arnhold, M., Fink, E. &
Tschesche, H. (1972) diese Z. 353, 1638 —1645.



Bd. 353 (1972)

nach der 1. c.[?] beschriebenen Methodik durchgefihrt.
Die N>-Benzoyl-L-arginin-dthylester (BAEE)-spaltende
Wirkung der Akrosinlosungen wurde im kombinierten
Testsystem (BAEE/ADH/NAD®) gemessenl?). Die
enzymatische Reaktion wurde dabei jeweils nach Vor-
gabe aller anderen Reagentien in die MeBkivette durch
Zugabe der Akrosinlosung gestartet.

a) Akrosinaktivitéit in essigsauren Extrakten

Mengen bis zu 0,1 m/ der essigsauren Spermienextrakte
beeinflussen die Aktivititsmessungen im verwendeten
Testsystem nicht. Bei Einsatz groBerer Extraktmengen
wurde die Molaritit der Pufferlosungen entsprechend
erhoht bzw. die essigsaure Akrosinlosung zuvor mit
1 —2M Tridathanolamin-HCI, pH 7,8, umgestellt. Um
Fehlerquellen durch eine unspezifische Beeinflussung
des Testsystems auszuschlieBen, wurde in allen Fallen
der Leerwertansatz unter identischen Bedingungen
durchgefiihrt, d. h. das der zu testenden Akrosinlosung
entsprechende Losungsmittelgemisch zum Leerwert zu-
gefugt.

b) Akrosinaktivitdt im Spermaplasma und den Deter-
gentienextrakten

0,5 m/ Spermaplasma bzw. Waschflissigkeit bzw.
Detergentienextrakt wurden mit 1 m/ 2proz. Essigsdure
versetzt (das pH wenn nétig auf 2,7 nachgestellt), die
Mischung 30 min inkubiert und 0,02—0,1 m/ davon
zur Akrosinbestimmung im kombinierten Testsystem
verwendet.

4. Bestimmung der Inhibitoraktivitdt

Die Bestimmung der Trypsin-Hemmaktivitit (mIU)
erfolgte nach der Vorschrift in 1. ¢.[8) unter Verwendung
des Substrates BAPA. Bedingt durch die relativ geringe
Inhibitorkonzentration in den essigsauren Eluaten
wurden die Hemmansitze wie folgt angesetzt: 1,40 m/
1M Tridthanolamin-HCl, 0,50 m/ Eluat, 0,10 m/ Tryp-
sinlosung. Der Trypsin-Bezugswertansatz enthielt statt
des Eluates 0,50 m/ 2proz. Essigsiure. Nach 5 min
Inkubation bei 25°C wurde die enzymatische Reaktion
durch die Substratzugabe gestartet.

Ergebnisse und Diskussion

1. Zur Extraktionsmethodik

Die mit den zwei angewandten Extraktionsmitteln
— 2proz. Essigsdure bzw. Detergentienlosung —
erzielten Ergebnisse sind in Spalte C der Tab. 1
zusammenfassend dargestellt. Bei gleicher Behand-

8 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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lung des Ausgangsmaterials* ergaben zwei Extrak-
tionen des Spermiensediments mit der 2proz. Essig-
sdure bereits 234 mU Akrosin,mit der Detergentien-
16sung (gemessen nach Essigsdurezugabe, s. unten
2.) dagegen nur 161 mU. Offensichtlich ist mit der
Detergentienlosung das Akrosin, vorliegend als
Akrosin-Inhibitor-Komplex[5.9-12] njcht vollstin-
dig, sondern nur zu etwa 2/3 extrahierbar, da danach
mit der 2proz. Essigsdure aus den mit Hyamin-
Triton-behandelten Spermien noch weitere 71 mU
Akrosin ablosbar sind, das sind 509/ der bei der
ersten Extraktion mit der Detergentienlosung er-
haltenen Aktivitit. Die Bedeutung dieser Befunde
wurde von uns bereits in der die Isolierung des
Eberakrosins beschreibenden Arbeit(6] ausfiihrlich
diskutiert. Da die Nachweisbarkeitsgrenze fiir Sper-
mienakrosin bei kombinierter Anwendung unserer
Extraktions- und Testmethodik bei etwa 20 mU
liegt, konnen somit auch die Spermien menschlicher
Einzelejakulate bei geringem Volumen sowie bei
Oligozoospermie auf ihren Akrosingehalt unter-
sucht werden, mit allen Konsequenzen fiir die klini-
sche Diagnosestellung**

Fiir Routineuntersuchungen ist eine zweimalige
Extraktion des Spermiensediments mit der 2proz.
Essigsdure ausreichend, da damit bereits um 959,
(310 mU) der insgesamt extrahierbaren Akrosin-
aktivitit (330 mU) abgel6st sind (Spalte Bin Tab. 1).
Vergleichsuntersuchungen mit dem Sperma zweier
gesunder Spender (6 m/), das zuerst 2 h bei Zimmer-
temperatur gelagert, dann in 2 Protionen aufgeteilt,
wovon eine zusitzlich 24 h bei —209C aufbewahrt
wurde, ergaben auBlerdem, daB eine kurzzeitige
Lagerung des Spermas bei —20°C — also auch
Einfrieren und Auftauen — nahezu ohne Einflu3

* 5,5 m/ Humansperma von 2 gesunden Spendern, 3 h
nach der Gewinnung in 2 Portionen eingefroren. Nach
dem Abzentrifugieren der Spermiensedimente wurden
diese je sechsmal mit physiol. NaCl-Lésung gewaschen.
S. dazu ,,Material und Methodik*‘.

9 Zaneveld, L. J. D., Srivastava, P. N. & Williams,
W. L. (1969) J. Reprod. Fert. 20, 337 —339.

10 Zaneveld, L. J. D., Polakoski, K. L., Robertson,
R. T. & Williams, W. L. (1971) in Proc. Int. Res. Conf.
on Proteinase Inhibitors (Fritz, H. & Tschesche, H.,
Hrsg.) S. 236—244, W. de Gruyter, Berlin.

11 polakoski, K. L., Zaneveld, L. J. D. & Williams,
W. L. (1972) Biochem. Biophys. Res. Commun., im
Druck.

12 Zaneveld, L. J. D., Polakoski, K. L. & Williams,
W. L. (1972) Biol. Reprod., im Druck.

** Schirren, C. & Eweis, A., in Vorbereitung.
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Tab. 1. Akrosinaktivititen in Spermienextrakten und Spermaplasma, EinfluB der Extraktionsmethodik und Sperma-

behandlung.
Die experimentellen Bedingungen sind im Text beschrieben.

Versuch A B C Prap.-Ansatz
Sperma [ml] 3 3a 2,5 2,75 2,75 700
Behandlung 2h,209C 24h, —20°C 2 Tage, —209C 3 Tage bei —20°C bis 1 Jahr, —20°C

Akrosinaktivitit [mU] in

Spermaplasma® 425 393 980 680 775 230000
Waschflissigk.c 1 25 20 2400

2 6 7 1800
(Summe) (711) (802) (237000)4
Spermiensediment
Extrahiert mit 2proz. Essigsdure 2proz. Essigs. 2proz. Essigs.¢ Deterg.-L6s.¢  2proz. Essigsdure

Extrakt 1 88 86 250 213} 234) 147
2 60 21 14
3 13 71 0
4 7
5 0

(Summe) (330) (234) (232)

29600
4100
1500

540
200
(36000)t

3 Entnommen aus 6 m/ des 2 h bei 20°C gestandenen Ejakulats (von 2 Spendern).

® Nach Behandlung mit 2proz. Essigsdure, s. Abschnitt 3. b) in ,,Material und Methodik*.
¢ Physiol. NaCl-Lésung, s. Abschnitt 1. in ,,Material und Methodik*‘.

4 EinschlieBlich weiterer Waschfliissigkeit (3. und 4.).

e Nach der 2. Extraktion wurden die Proben ausgetauscht, die zuerst mit Essigsdure extrahierten (fettgedruckte

Ziffern) wurden mit Detergentien-Lésung nachextrahiert und umgekehrt.

T EinschlieBlich der 6. Extraktion.

auf die extrahierbare Akrosinaktivitit ist (Spalte A
in Tab. 1).

Bei den mit dem priparativen Isolierungsansatz er-
haltenen Ergebnissen (s. Tab. 1) ist zu beachten,
daB das dafiir eingesetzte, im Laufe eines Jahres
gesammelte Humansperma von einem andrologi-
schen Krankengut stammt.

2. Akrosin im Spermaplasma

Akrosin, das physiologischerweise (ZellverschleiB)
aus den Akrosomen der Spermien entkommt, wird
von den im Spermaplasma vorhandenen Trypsin-
inhibitoren(13:14] rasch und volistindig inhibiert

13 Haendle, H., Fritz, H., Trautschold, I. & Werle, E.
(1965) diese Z. 343, 185—188,

14 Fink, E., Jaumann, E., Fritz, H., Ingrisch, H. &
Werle, E. (1971) diese Z. 352, 1591 — 1594,

und entzieht sich so dem direkten Nachweis. Nach
vorheriger Dissoziation der Akrosin-Inhibitor-
Komplexe durch Zugabe eines geniigenden Uber-
schusses an 2proz. Essigsdure zum Humansperma-
plasma bzw. zu den Detergentienextrakten der
Spermien (in denen ebenfalls der Komplex vorliegt!
Vgl. dazu l.c.[9-12]) gelingt jedoch die Akrosin-
Aktivititsbestimmung, sofern die saure Inkuba-
tionslosung direkt zum Testansatz gegeben wird.
Aus der Linearitit der im MeBzeitraum von 20 min
beobachteten Extinktionsinderung im kombinier-
ten (AE3ggnm) bzw. direkten (AEzs3nm) Testsystem
148t sich folgern, daB der bei der pH-Umstellung in
der MeBkiivette bereits vorhandene hohe Substrat-
iiberschuB sowie die extreme Verdiinnung der Reak-
tionspartner(!-2:7] eine meBbare Komplexbildung
im Beobachtungszeitraum verhindern. Sperma-
plasma mit wesentlich hoherer Inhibitorkonzentra-
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tion, wie z. B. beim Eber(13:15] ergab bei analogen
Messungen wegen der in der MeBkiivette dann
ablaufenden Komplexbildung nur bedingt verwert-
bare Ergebnisse.

Nach den in den Spalten B und C der Tab. 1 auf-
gefiihrten Ergebnissen ist die absolute Akrosin-
aktivitit in menschlichem Spermaplasma etwa
3—4mal hoher als in den dazu gehorenden Sper-
mienextrakten. Uber dhnliche Ergebnisse berichte-
ten kiirzlich Allison und Hartreel16]: Sie fanden
wesentlich hohere absolute Aktivititen der akro-
somalen Spermienenzyme saure Phosphatase, 3-N-
Acetylglucosaminidase, Phospholipase A und einer
,,Protease* im Spermaplasma bzw. den Wasch-
fliissigkeiten (der Spermien) als in den daraus ge-
wonnenen Spermien. Der Herkunftsort dieser
Enzyme ist jedoch, nach den Resultaten der Auto-
ren zu urteilen, die Akrosomenkappe der Spermien
und nicht das Spermaplasma bzw. die cytoplasmati-
schen Droplets(17]. Die von Allison und Hartreel16]
fir die Protease angegebenen Eigenschaften spre-
chen dafiir, daB es sich dabei im Wesentlichen um
das Akrosin der Spermien handelt. So ist evtl. die
von diesen Autoren beobachtete starke Zunahme
der Proteaseaktivitit bei pH 7,4 nach Cystein-
zugabe auf die Freisetzung des Akrosins aus dem
vorliegenden Akrosin-Inhibitor-Komplex zuriick-
zufithren, wie es z. B. auch fiir Trypsin-Inhibitor-
Komplexe von HochstraBer und Mitarb.[18] be-
schrieben wurde.

Menschliches Spermaplasma besitzt eine, wenn
auch relativ geringe, Spaltungsaktivitiat gegeniiber
BAEE (ca. 15 mU/m/). Die dafiir verantwortlichen
Esterasen bzw. Proteasen sind jedoch in der essig-
sauren Losung instabil, so daB die Akrosinbestim-
mung im Spermaplasma durch sie nicht beeinflu3t
wird. Sie lassen sich vom Akrosin auch dadurch
differenzieren, daB3 sie von den Trypsin-Akrosin-
Inhibitoren aus Humansperma (I und II), Soja-
bohnen (Kunitz und Bowman-Birk), Limabohnen
(LBI), dem Ovomucoid und dem o;-Antitrypsin

15 Fink, E., Klein, G., Hammer, F., Miiller-Bardorft,
G. & Fritz, H. (1971) in Proc. Int. Res. Conf. on
Proteinase Inhibitors (Fritz, H. & Tschesche, H., Hrsg.),
S. 225-235, W. de Gruyter, Berlin.

16 Allison, A. C. & Hartree, E. F. (1970) J. Reprod.
Fert. 21, 501 —515.

17 Dott, H. M. & Dingle, J. T. (1968) Exp. Cell Res.
852, 523 - 540.

18 HochstraBer, K., Schwarz, S., Illichmann, K. &
Werle, E. (1968) diese Z. 349, 1449 — 1455.
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aus Humanserum nicht inhibiert werden; dagegen
in geringem MaBe durch den Trypsin-Kallikrein-
Inhibitor aus Rinderorganen.

3. Zur Isolierung des Humanakrosins

Bei der Fraktionierung der essigsauren Spermien-
extrakte iiber Sepgadex G-75 wird eine quantitative
Trennung der Akrosinfraktion von den zwei
Inhibitorfraktionen erreicht (Abb. 1). Die zuerst
eluierte Inhibitorfraktion I, von der 12 mIU fiir
Trypsin 1 mU Chymotrypsin hemmten (vgl.
Abb. 3 in L. c.[14]), diirfte dem von uns beschriebe-
nen Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor I, die danach
eluierte (II), die nur Trypsin hemmt, dem Trypsin-
inhibitor II zuzuordnen sein, die wir beide aus
Humanspermaplasma isolierten{14], Die bei drei
Fraktionierungsversuchen erzielten Ausbeuten an
Akrosin- und Inhibitoraktivititen sind in Tab. 2
angegeben. Aus den gefundenen Inhibitoraktivi-
titen 1aBt sich unter der Annahme, da3 im Akro-
som die d4quimolaren Akrosin-Inhibitor-Komplexe
vorliegen*, die auf Siule Il aufgetragene Akrosin-
menge zu etwa 7 x 102 Mol bzw. ca. 210 ug Sub-
stanz (bei einem Molekulargewicht des Akrosins
von 3000005]) abschitzen.

Zaneveld und Mitarb.[5] fraktionierten Detergen-
tienextrakte von Humanspermien ebenfalls an
Sephadex (G-50) in saurem Milieu vom pH 2,2,
sie fanden jedoch nur den Trypsininhibitor 1I in
den Eluaten. Es besteht deshalb die Moglichkeit,

Tab. 2. Fraktionierung der essigsauren Spermien-
extrakte an Sephadex G-75, Ausbeuten an Akrosin-
und Inhibitoraktivititen.

Experimentelle Bedingungen: s. Abb. 1 (Auswertung
davon s. Saule II).

Saule | Aufgetragen: Eluiert:
Akrosin Akrosin Inhibitor [mIU]
[mU]2 (%P I 11
I 8 670 81 68 72
II 10 500 82 85 85
11 3950 73 34 39

a3 Kombiniertes Testsystem BAEE/ADH.
b Bezogen auf die aufgetragene Akrosinaktivitit.

* Die Detergentienextrakte, pH 6,1, besitzen keine freie
Akrosin- bzw. Inhibitoraktivitit; ebenso nicht die
essigsauren Extrakte nach Neutralisation.
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Abb. 1. Fraktionierung der essigsauren Spermienextrakte an Sephadex G-75.
Linke Ordinate: Akrosinaktivitit in mU (BAEE)/m/; rechte Ordinate: Trypsin-Hemmaktivitat in mIU (BAPA)/m/;
Abszisse: Nr. der Fraktion. Experimentelle Bedingungen: s. ,,Material und Methodik. Quantitative Angaben zur

Ausbeute: s. Tab. 2, Siule II.

daB mit der Detergentienlosung nur der Komplex
des Akrosins mit dem Trypsininhibitor II aus den
Spermienakrosomen extrahiert wird; die geringere
Ausbeute an Akrosin bei der Detergentienextrak-
tion (Tab. 1, Spalte C) kann ebenfalls als ein Hin-
weis in dieser Richtung aufgefaBt werden. Evtl.
ist der Komplex des Akrosins mit dem Trypsin-
Chymotrypsin-Inhibitor I nur in der essigsauren
Losung geniigend loslich, d. h. die Einzelkompo-
nenten nach Dissoziation des Komplexes. Diese
Fragen sind noch zu kliren.

4. Eigenschaften des Humanakrosins

Proben der bei der Gelfiltration anfallenden essig-
sauren Akrosinfraktionen wurden teils direkt, teils
nach vorheriger ,,Neutralisation‘‘ durch Zugabe
desselben Volumens an 1M Tridthanolamin-HCI,
pH 7,8, auf ihre BAPA- und BAEE-spaltende
Aktivitat (Abb. 2 und 3) getestet. Die gemessenen
Spaltungsaktivititen waren dabei, bezogen auf
gleiche Ausgangsvolumina der Akrosinlosungen,
identisch. Demnach sind weder Inhibitoren in der
Akrosinfraktion enthalten, die Akrosin-Inhibitor-
Komplexe bei pH 2,2(51—-2,7 also quantitativ dis-
soziiert, noch kommt es zu einem meBbaren
Aktivitiatsverlust bei Inkubation des Akrosins bei
pH 7,8 iiber einen Zeitraum von 4 —6 h bei 0—40C.
Bei Inkubation des Akrosins in Tridthanolamin-
HCI-Losungen unterschiedlicher Molaritit vom

pH 7,8 bei 259C fanden wir einen Aktivititsabfall
von 29 (Fehlerbereich!) nach 15 min, 6% nach
2 h und 299 nach 19 h.

Die von Zaneveld und Mitarb.[5:10.19] berichtete
Aktivierung des Akrosins durch Calciumionen
konnen wir nicht bestitigen.Ca2®-K onzentrationen
bis zu 0,035M im Ansatz hatten keinen Einfluf3 auf
die Akrosinaktivitat. Der von diesen Autoren be-
obachtete Aktivierungseffekt ist wahrscheinlich auf
eine Verminderung der Oberflichenadsorption des
Akrosins zuriickzufiihren.

Aus den Abb. 2 und 3 sind die MeBbereiche er-
sichtlich, innerhalb derer die Spaltungsgeschwin-
digkeit der Substrate BAPA und BAEE propor-
tional zur eingesetzten Akrosinmenge zunimmt.
Die Molarititen der eingesetzten Akrosinlosungen
vom pH 7,8 konnten wir zwar noch nicht bestim-
men, sie diirften jedoch in derselben GroBenord-
nung wie beim Eberakrosin[2.7] liegen. In Abb. 2
und 3 sind zwar nur die Extinktionsinderungen
pro 10 min angegeben, die AE/min-Werte sind
jedoch iiber einen Beobachtungszeitraum von mehr
als 20 min konstant. Bei der Messung der BAPA-
Spaltung wurde deshalb aus Griinden der
Materialersparnis — bei Einsatz kleinerer Aktivi-
titen ein MeBzeitraum von 20 min gewihlt. Ver-
gleichsmessungen mit derselben Akrosinausgangs-

19 Zaneveld, L. J. D., Polakoski, K. L. & Williams,
W. L. (1972) Biol. Reprod. 6, 30— 39.
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Abb. 2. Spaltung von BAPA durch Humanakrosin.
Ordinate: Extinktionsinderung bei 405 nm pro 10 min;
Abszisse: Eingesetzte Akrosinmenge in m/. Experi-
mentelle Bedingungen: s. Text und Angaben 1. c.[7),

losung ergaben, da Humanakrosin BAEE 36mal
(Fehlerbreite: + 69%) schneller spaltet als BAPA;
beim Eberakrosin betriagt der entsprechende Wert
11,507,

Das flache Absorptionsmaximum der Akrosin-
16sungen aus der Gelfiltration (2proz. Essigsdure,
2Mm NaCl) erstreckt sich von 274—278 nm; Losun-
gen der Extinktion = 1,0 (1 cm Schichtdicke) ent-
halten dabei eine Akrosinaktivitit von 102 mU
(BAPA) bzw. 3480 mU (BAEE).

Eine ATEE-spaltende Aktivitat der Akrosinlosun-
gen ist nicht nachzuweisen; die sog. Chymo-
trypsin-dhnliche Protease aus Humansperma wird
auBerdem in der essigsauren Losung vollstindig
inaktiviert.

5. Ausblick

Es ist das Verdienst von Zaneveld und Mitarb.
(10-12]  die entscheidende Bedeutung des Trypsin-
dhnlichen akrosomalen Spermienenzyms fiir den

Humanakrosin: Gewinnung und Eigenschaften
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Abb. 3. Spaltung von BAEE durch Humanakrosin.
Ordinate: Extinktionsinderung bei 366 nm (Alkohol-
Dehydrogenase als Hilfsenzym!) pro 10 min; Abszisse:
Eingesetzte Akrosinmenge in m/. Experimentelle Be-
dingungen: s. Text und Angaben 1. c.[7],

BefruchtungsprozeB erkannt und seine Eigen-
schaften erstmals eingehender beschrieben zu
haben. Diese Untersuchungen waren der Anstof3
zu einer auBerordentlich regen Forschungstitig-
keit auf dem Gebiet der Akrosine und ihrer Inhibi-
toren, da es damit u. U. moglich wird, in Zukunft
eine gezielte antienzymatische Kontrazeption zu
betreiben. Voraussetzung dafiir ist die eingehende
Kenntnis der biochemischen Eigenschaften dieser
Substanzen sowie der molekularen Wechselwirkung
mit ihren Reaktionspartnern in vivo und in vitro.
Unsere Arbeiten auf diesem Gebiet sollen dazu
einen Beitrag leisten.
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