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plus  T L C K  or e n z y m e  a lone  were i n c u b a t e d  for  3 h a t  
room t e m p e r a t u r e  a n d  dia lyzed aga ins t  buf fe r  to  r e m o v e  
t h e  free T L C K  before  t h e  e n z y m e  assay.  Because  of 
i n s t ab i l i t y  of T L C K  a t  h i g h  pH,  p h o s p h a t e  buf fe r  p H  7.0 
was used. T L C K  w i t h  t he  c o n c e n t r a t i o n  of.1.71 • 10-32V1 
a n d  5.12 • 10 -~M per  2.3 m g  of p r o t e i n  caused  pa r t i a l  o r  
a lmos t  comple te  i n h i b i t i o n  (abou t  90%) of f r ac t ion  I 
es terase  a c t i v i t y  (Figure 3). 
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Fig. 3. Inhibitory effect of TLCK, a specific trypsin inhibitor. 
Fraction 1, 2.3 rag, was preincubated in 3 Inl of 2.71• ~M 
(1.7 rag) or 5.12 X 10-3M (5.1 rog) TLCK. Assay mixture contained 
0.6 mg of protein and 5 • 10-aM BAEE in 3 ml of 0.1M phosphate 
buffer, pH 7.0. 

The  hydro lys i s  of B A E E ,  one of t he  t yp ica l  t r y p s i n  
s u b s t r a t e s  ~, and  t h e  i n h i b i t i o n  of t h i s  es terase  ac t i v i t y  
b y  SBTI ,  Trasy lo l  a n d  T L C K  s t rong ly  sugges t  t h a t  frac- 
t i on  I con ta ins  t r y p s i n  or t ryps in - l ike  protease(s) .  The  
i n h i b i t o r y  effect  of T L C K  on t h e  es terase  a c t i v i t y  of 
f r ac t ion  I is p a r t i c u l a r l y  s ign i f ican t  in  s u p p o r t  of our  
c o n t e n t i o n  since, c o n t r a r y  to  S B T I  a n d  Trasy lo l  wh ich  
i n h i b i t  n o t  on ly  t r y p s i n  b u t  also o the r  p ro teases  inc lud ing  
c h y m o t r y p s i n  ~6, ~7, T L C K  inh ib i t s  on ly  t r y p s i n  (Figure 4) ; 
T L C K  effec t ively  suppressed  t r y p s i n  ac t iv i ty ,  whereas  
even  h ighe r  c o n c e n t r a t i o n  of T L C K  h a d  no  effect  on  
e - c h y m o t r y p s i n .  SI~AW et  al. ~s r epo r t ed  t h a t  T L C K  
specif ical ly i n a c t i v a t e d  t r y p s i n  s to ich iomet r i ca l ly  b y  
i r revers ib ly  b i n d i n g  w i t h  t he  h i s t id ine  res idue  in t he  
ac t ive  site, a n d  t h a t  i t  h a d  no  effect  on  c h y m o t r y p s i n .  

The  i n t r a d e r m a l  in j ec t ion  of f r ac t i on  I in  guinea-p ig  
skill r esu l t s  in  a n  i n f l a m m a t o r y  r eac t ion  a n d  a p ro longed  
(3 h) increase  in  va scu l a r  p e r m e a b i l i t y  to  p l a s m a  pro-  
t e in  2. The  m e c h a n i s m  for  th i s  r eac t ion  r e m a i n s  to  be  
de t e rmined ,  b u t  i t  is r easonab le  to  a s sume  t h a t  a release 
of b r a d y k i n i n - k a l l i d i n - t y p e  pep t ides  f rom the i r  c i rcu la t ing  
precursors  m a y  occur  due  to  t h e  t ryps in - l ike  p ro teo ly t i c  
a c t i v i t y  of f r ac t ion  1. Since th i s  f r ac t ion  is on ly  pa r t i a l l y  
puri f ied,  i t  is qu i te  possible  t h a t  i t  con ta ins  o the r  t h a n  

t ryps in - l ike  protease(s) .  F u r t h e r  pur i f i ca t ion  a n d  charac-  
t e r i za t ion  of i ts  e n z y m a t i c  and  vasoac t ive  p roper t i e s  are 
in  progress.  10 
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Fig. 4. Inhibitory effect of TLCK on trypsin and ~-chymotrypsin. 
Trypsin, 35 ~g (2.92 • 10 -7 M) was preincubated in 5 ml of 6.03 • 
10-6M TLCK and 200[xg (1.74• of 0r was 
preincubated in 5 ml of L21• 10-4M TLCK. Other experimental 
conditions were as in Figure 3 except that the aliquot of the above 
mixture contained 0.7 [xg of trypsin or 100[xg of ~-chymotrypsin 
for the assay. 

Zusammen/assung. Eine  der  v a s o - a k t i v e n  P ro t e in -  
I r ak t ionen ,  aus  M e e r s c h w e i n c h e n h a u t e x t r a k t  gewonnen,  
hydro l i s i e r t  Kase in  u n d  N-(c@benzoyl-L-Arginin  E t h y l  
Es ter .  Subs t r a t spez i f i tg t ,  o p t i m a l e r  p H - W e r t  u n d  In-  
a k t i v i e r u n g  d u r c h  eine speziel len T r y p s i n i n h i b i t o r  (TLCK) 
beweisen,  dass  diese P r o t e i n f r a k t i o n  eine t r y p s i n ~ h n l i c h e  
P ro t ease  en th~l t .  
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H e m m e f f e k t  v o n  H a r n s t o f f  auf  die  d u r c h  I n s u l i n  s t i m u l i e r t e  G l y k o g e n b i l d u n g  in  z w e i  v e r s c h i e d e n e n  
M u s k e l p r ~ i p a r a t e n  in  v i t r o  1 

Die s t imu l i e r ende  W i r k u n g  v o n  I n s u l i n  auf  die C- l -  s toff  auf  den  d u r c h  In su l i n  s t i m u l i e r t e n  Glukosestoff-  
O x y d a t i o n  y o n  Glukose- l -C  14 im e p i d i d y m a l e n  F e t t -  wechsel  des Muske lgewebes  eine ve rg le i chba re  H e m m u n g  
gewebe wi rd  d u r c h  H a r n s t o f f  k o m p e t i t i v  g e h e m m t  2. I n  aus i ib t .  Als Mass der  I n s u l i n w i r k u n g  d ien te  die Glykogen-  
den  fo lgenden  E x p e r i m e n t e n  wurde  u n t e r s u c h t ,  ob  H a r n -  bilduflg.  F i i r  die U n t e r s u c h u n g e n  wurde  das  D i a p h r a g m a  
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als klass isches  Modell  u n d  der  M. se r ra tus  Ia teral is  als 
t yp i s che r  S k e l e t t m u s k e l  gew~hlt .  Als l n k u b a t i o n s m e d i u m  
d ien te  ein Puf fe r  n a c h  GEy u n d  GEMMILL m i t  300 rag/  
100 ml  Glukose,  d e m  ve r sch iedene  I n s u l i n k o n z e n t r a t i o n e n  
zugese tz t  wurden .  Die be iden  H e m i d i a p h r a g m e n  (be- 
z iehungsweise  die b e i d e n  serra t i )  e iner  R a t t e  w u r d e n  
jeweils in  de rse lben  I n s u l i n k o n z e n t r a t i o n  inkub ie r t ,  das  
eine m i t  u n d  das  ande re  ohne  Harns to f f .  Der  Glykogen-  
geha l t  der  Gewebe wurde  n a c h  e iner  zweis t t ind igen  I n k u b a -  
t ionsze i t  in  e inem in i t  95 % O~-5 % C02 ~qui l ib r ie r ten  Medi-  
u m  n a c h  GOOD, I4~RAlX<[ER u n d  SOMOGYI chemisch  b e s t i m m t .  

Die E m p f i n d l i c h k e i t  der  be iden  Muskelpr~Lparate gegen- 
t iber  I n su l i n  wa r  un t e r sch i ed l i ch  (Figur  1). B e i m  Dia-  
p h r a g m a  wurde  d u t c h  I n s u l i n k o n z e n t r a t i o n e n  yon  0.125 
bis 8 m E / m l  der  G lykogengeha l t  yon  330 auf  570 v~g/100mg 
Gewebe dosisabh&ngig  e rh6ht ,  be im  se r r a tu s  la te ra l i s  
d u r c h  Dosen  yon  2 bis  32 m E / m l  yon  260 auf  400 Fg/100 m g  
Gewebe.  Die Ne igungen  der  be iden  log Dos i s -Wirkungs -  
K u r v e n  w a r e n  j edoch  n i c h t  verschieden .  I n  h o h e n  Kon-  
z e n t r a t i o n e n  ze igte  In su l in  eine S e l b s t h e m m u n g :  be im  
D i a p h r a g r n a  t r a t  diese S e l b s t h e m m u n g  bei  In su l inkon-  
z e n t r a t i o n e n  fiber 32 m E / m l  auf, be im  se r ra tus  la te ra l i s  
bei  lKonzen t ra t ionen  fiber 128 m E / m l .  

Die i n s u l i n b e d i n g t e  G l y k o g e n b i l d u n g  im D i a p h r a g m a  
wurde  d u t c h  t t a r n s t o f f  g e h e m m t  (Figur  2). Die 10g Dosis- 
W i r k u n g s - I { u r v e  des In su l in s  wurde  d u t c h  140-280 raM~1 
H a r n s t o f f  konzentra t ionsabh~Lngig  para l le l  n a c h  rech t s  
v e r s c h o b e n  : ve rg l i chen  m i t  den  e f fek t iven  In su l i nkonzen -  
t r a t i o n e n  im Kon t ro l lpu f f e r  wa ren  die gqu ie f fek t iven  
I n s u l i n k o n z e n t r a t i o n e n  n a c h  Zugabe  yon  140 raM~1 H a r n -  
s toff  e twa  4real,  n a c h  280 mM/1 e twa  16real h6her .  I m  
Gegensa tz  zur  I n s u l i n - H a r n s t o f f - I n t e r a k t i o n  a m  F e t t -  
gewebe  wi rd  a m  D i a p h r a g m a  der  Max ima le f f ek t  des 
In su l in s  d u r c h  t I a r n s t o f f  deu t l i ch  he rabgese t z t .  Infolge  
de r  b e o b a c h t e t e n  I n s u l i n s e l b s t h e m m u n g  (ira Kont ro l l -  
puf fe r  f iben 128 m E / m l  I n s u l i n  e inen  ger ingeren  E f f e k t  
aus  als 32 m E / m l :  p < 0 , 0 5 )  sp r i ch t  diese H e r a b s e t z u n g  
des Max ima le f f ek t s  d u t c h  H a r n s t o f f  n i c h t  u n b e d i n g t  
gegen das  Vor l i egen  eines re in  k o m p e t i t i v e n  An tagon i s -  
mus  3. Schwier iger  is t  de r  H e m m e f f e k t  des H a r n s t o f f s  auf  
die G l y k o g e n b i l d u n g  ohne  I n s u l i n z u g a b e  z u m  I n k u b a -  
t i o n s m e d i u m  zu erkl~Lren. Die M6gl ichkei t ,  d a s s e s  s ich 
dabe i  u m  eine H e m m u n g  des im P r ~ p a r a t  v o r h a n d e n e n  

Insu l ins  hande l t ,  b l e ib t  zu un t e r suchen .  Die B e o b a c h t u n -  
gen a m  se r ra tus  la tera l i s  wa ren  m i t  den  a m  D i a p h r a g m a  
e r h o b e n e n  B e f u n d e n  verg le ichbar .  Der  In su l ine f f ek t  
wurde  a m  se r r a tu s  la te ra l i s  schon  m i t  der  k l e ins t en  ver-  
w e n d e t e n  H a r n s t o f f k o n z e n t r a t i o n  (70 mM/I )  deu t l i ch  
g e h e m m t :  ve rg l i chen  m i t  den  e f fek t iven  In su l i nkonzen -  
t r a t i o n e n  im Kon t ro l lpu f f e r  wa ren  die / iqu ief fek t iven  
I n s u l i n k o n z e n t r a t i o n e n  u n t e r  dieser  B e d i n g u n g  e twa  
2mal  h6her .  A m  F e t t g e w e b e  f inde t  s ich eine d e u t l i c h e  
H e m m u n g  b e r e i t s  bei  50 raM~1 (300 mg/100  nil) H a r n -  
s toff  4. Die t ro t z  h o h e r  In su l in~mie  e rn iedr ig te  Glukose-  
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Fig. 2. Log Dosis-Wirkungs-Kurven ffir die Zunahme der Glykogen- 
konzentration im Diaphragma und die Einwirkung von Insulin ohne 
und mit Harnstoff im Inkubationsmedium. Verfikale Linien:- 
Standardabweichungen der Mittelwerte. Jeder Punkt ist der Mittel- 
weft aus 12 Bestimmungen ohne Harnstoff, aus 6 Bestimmungen mit 
Harnstoff. Die Wirkungen wurden ffir jeden einzelnen Versuch als 
Fraktion des Maximaleffekts ausgedrfickt. 
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Fig. 1. Olykofienfiehatt des Diaphragmas und des M. serratus 
lateralis(Fg/100 mg Frischgewebe) naeh Inkubation in insulinhaltigen 
L6sungen, ausgedrfiekt als Regressionsgerade (mit ihren Standard- 
abweichungen). In Betraeht gezogen werden nur Werte im Bereieh 
derjenigen Insulindosen, die eine dosisabh~ingige Steigerung des 
Gtykogengehalts verursaeheI1 (fiir das Diaphragma 0,125-8,0 
mE/ml; ffir den M. serratus lateralis 2,0-32,0 mE/ml). 

t o l e ranz  hochurS~mischer P a t i e n t e n  k a n n  die Folge e iner  
d u r c h  H a r n s t o f f  h e r a b g e s e t z t e n  I n s u l i n e m p f i n d l i c h k e i t  
der  p e r i p h e r e n  Gewebe sein. 

Rdsurnd. L ' e f f e t  a c t i v a t e u r  de l ' insul ine,  in vi t ro ,  sur  
la f o r m a t i o n  de glycog~ne muscula i re ,  6 t a i t  inh ib6  p a r  
la pr6sence d 'u r6e  dans  le mil ieu d ' i n c u b a t i o n .  Ce ph6-  
nom~ne  a 6t6 observ~ sur  deux  modules  e x p 6 r i m e n t a u x :  
le d i a p h r a g m e  et  le muscle  g r a n d  dente l6  du  ra t .  Le mode  
p a r  lequel  l 'u r6e  s 'oppose  & l ' a c t i on  de l ' i nsu l ine  est  
discut6.  
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