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not  found in sufficient  yield for posi t ive  ident i f ica t ion b u t  
the  absorp t ion  curve and  pa r t i t i on  behavior  af ter  saponi-  
f icat ion suggest  the  possibi l i ty  of echinenone.  Zones 3 and  
4 were ident i f ied as a s t a x a n t h i n  esters  by  the i r  single 
rounded  absorp t ion  m a x i m u m  at  464 nm, the i r  charac-  
ter is t ic  interfacial  ' red muff '  observed when  the  saponif ied 
f rac t ion in di luted e thanol ic  alkali was shaken  wi th  
hexane  4, L and  the i r  pa r t i t i on  coefficients b o t h  before and  
af ter  saponif icat ion.  F inal  evidence was ob ta ined  by  co- 
c h r o m a t o g r a p h y  of t he  saponif ied fract ions w i th  au thenic  
astacene.  Zone 5 did no t  separa te  f rom free a s t a x a n t h i n  
when  co-chromatographed .  Af ter  alkaline t r ea tmen t ,  i ts  
proper t ies  were ident ical  to those  of saponif ied zones 3 and  
4. Visible l ight  absorp t ion  of the  ca ro tenopro te in  solut ion 
showed a broad single rounded  m a x i m u m  at  480 nm. 
Upon  addi t ion  of alcohol, the  blue solut ion tu rned  orange.  
Subsequen t  th in - l ayer  c h r o m a t o g r a p h y  resul ted in a 
single p ink  zone, the  proper t ies  of which  indica ted  
a s t axan th in .  I ts  iden t i ty  was conf i rmed by  mixed  chroma-  
t og raphy  wi th  authenic  a s t axan th in .  

I t  is no t  surpr is ing t h a t  a s t a x a n t h i n  and  its esters  com- 
prise 93.6% of the  to ta l  caro tenoids  of Betaeus har/ordi, 
for crus taceans  in general  have  been shown to conta in  
a s t a x a n t h i n  in abundance% The fact  t h a t  the  chromo-  

p ro te in  involves unester i f ied a s t a x a n t h i n  as the  carotenoid  
moie ty  is also no t  unexpec ted  since it is the  mos t  c o m m o n  
pro te in-assoc ia ted  carotenoid  in the  Malacostraca~. 

Zusammen/assung. Die Carot inoide der  Garnele Betaeus 
har/ordi bes tehen  zu tiber 93% aus A s t a x a n t h i n  und  
seinen Estern .  Die t iefblaue ~iusserliche Farbe  wird  durch  
ein Chromopro te id  mi t  unve re s t e r t em A s t a x a n t h i n  ge- 
bi ldet .  
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I r r e v e r s i b l e  s y n t h e t i s c h e  I n h i b i t o r e n  d e r  U r o k i n a s e  

Zur Charakter is ierung des p lasminogenak t iv ie renden  
Fe rmen te s  aus H a m ,  Urokinase,  sind in mehre ren  Unte r -  
suchungen syn the t i sche  Inh ib i to ren  e ingesetz t  worden.  
Als kleinlnolekulare Inh ib i to rcn  der Urokinase  erwiesen 
sich die als (~synthetische Antifibrinolytika,> ~ b e k a n n t e n  
Verb indungen  e-Aminocapronstture,  4 -Aminomethy lben-  
zoesgure und Ira ns-4- Aln inomethy lcyc lohexancarbon-  
s/ iure14, die neben Uroldnase  auch andere  p lasminogen-  
ak t iv ie rende  lCermente heminen .  Im R a h m e n  neuerer  
Un te r suchungen  5 iiber den \Vi rkungsmechanis lnus  dieser 
Verb indungen  wurde  gezeigt, dass Benzylamin-  und 
Benzamid inder iva te ,  die sich schon als ko lnpe t i t ive  
H e m m s t o f f e  des Trypsins ,  Plasmins ,  Thrombins  und  
Kall ikreins erwiesen haben  6 n, auch die Urokinase  kom- 
pe t i t iv  zu he lnmen  verm6gen.  Weitere  Aufschliisse fiber 
die S t ruk tu r  des ak t iven  Zentru lns  der  Urokinase  sind 
yon der  Umse t zung  des Fe rmen te s  mi t  b e k a n n t e n  und  
neuentwicke l ten  12 i r reversiblen Inh ib i to ren  der genann ten  
pro teo ly t i schen  Fer lnen te  zu erwarten.  

In  der vor l iegenden Un te r suchung  wurden  folgende 
Inh ib i to ren  benu t z t :  Di i sopropyl f luorophospha t  (DFP) :  
Hande lspr / ipa ra t  (Boots Pure  Drug Co. Ltd. ,  N o t t i n g h a m ,  
England) ;  N~-Tosyl-L-l_vsinchlormethylketon (TLCK) : 
Hande l sp rgpa ra t  (Calbiochem, Luzern,  Schweiz)la;  4- 
Guanid inobenzoesgure-4 ' -n i t robenzyles te r  (GBNB)x4. Die 
ve rwende te  Urokinase  (Hande l sp rgpara t  der Leo Phar -  
maceut ica l  Products ,  Kopenhagen ,  D~inemark), besass 
eine spezifische Akt iv i tg t  von 8000 P loug-Einh . /mg.  Zur 
A k t i v i t g t s b e s t i m m u n g  der  Urokinase  wurde  das yon 
WALTON 4 beschr iebene Es t e r subs t r a t  Na-Acetylglycyl-L - 
lys inmethy les te r  (AGLME)15 eingesetzt .  Alle Subs tanzen  
wurden  in carbonat f re ie r  0,155AI NaC1-L6sung gel6st. 

3,0 ml f e r m e n t l 6 s u n g  (800 Ploug-Einh. /ml)  und 3,0 ml  
Hemmstof f l6sung ,  beziehungsweise  Fe rmen t -  und NaC1- 
L6sung in den Kontrol len ,  wurden  zusammengegeben ,  die 
Reak t ionsmischungen  wurden  auf p H  7,5 eingestel l t  und  
anschl iessend bei 25 ~ inkubier t .  Zu bes t in lmten  Zeiten 

wurden  P roben  yon je 1,0 ml aus den Reaktionsans~itzen 
e n t n o m m e n  und zu 4,0 ml Subs t ra t l6sung  zugegeben.  
Die Subs t r a thydro lyse  wurde  durch  po ten t iome t r i s che  
T i t ra t ion  bei p H  7,8 ( p H - O p t i m u m  der  Reakt ion)  a und 
25 ~ un te r  gere in ig tem St icks toff  verfolgt .  Es  wurde  der 
Alkal iverbrauch in 150 sec bei  einer  A G L M E - K o n z e n t r a -  
t ion von 5:" 10 41/'/ be s t immt .  Auf diese \Veise wurden  
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p r a k t i s c h  In i t i a l ge schwind igke i t en  gemessen;  die H y d r o -  
lysegeschwind igke i t en  w a r e n  den  F e r m e n t k o n z e n t r a -  
t i o n e n  d i r e k t  p ropor t iona l .  

Es  zeigte sich, dass  die U r o k i n a s e - A k t i v i t g t  bei  I n k u b a -  
t i on  m i t  D F P  oder  G B N B  in A b h g n g i g k e i t  v o n d e r  
I n k u b a t i o n s z e i t  progress iv  a b n i m m t .  Die I n a k t i v i e r u n g s -  
r e a k t i o n e n  ve r l au fen  n a c h  A r t  p s e u d o m o n o m o l e k u l a r e r  
R e a k t i o n e n  (Figur  1), was  auf  eine i r revers ib le  I n a k t i v i e -  
r u n g  des F e r m e n t e s  d u r c h  die g e n a n n t e n  I n h i b i t o r e n  hin-  
deu te t .  G e s c h w i n d i g k e i t s k o n s t a n t e n  (k2) w u r d e n  gra- 
p h i s c h  e rmi t t e l t .  Sie s ind in der  Tabel le  aufgef i ih r t  
(Mi t te lwer te  aus  3 B e s t i m m u n g e n ) .  G B N B  b e w i r k t  
ausse rdem eine k o m p e t i t i v e  H e m m u n g  der  Urok inase  
(Ki = 0,3 mMol/1) ~. Der  d a d u r c h  bed ing t e  E inf luss  des 
I n h i b i t o r s  auf  die S u b s t r a t h y d r o l y s e  is t  anges ich t s  seiner  
n iedr igen  K o n z e n t r a t i o n  im H y d r o l y s e a n s a t z  (5 • 10 -s M) 
j edoch  zu vernachl~tssigen,  wie in  K o n t r o l l e x p e r i m e n t e n  
bes t i t t ig t  wurde.  I m  Gegensa tz  zu D F P  u n d  G B N B  be- 
w i rk t  T L C K  (5 • 10-4M) bei  I n k u b a t i o n  m i t  U r o k i n a s e  
u n t e r  den  a n g e g e b e n e n  B e d i n g u n g e n  ke ine  progress ive  
H e m m u n g  des Fe rmen te s .  U m  die hohe  E i genhyd ro ly se  
dieses I n h i b i t o r s  w g h r e n d  der  I n k u b a t i o n  bei  p H  7,5 zu 
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Fig. 1. Hemmung der esterolytischen Aktivit/it der Urokinase (400 
Ploug-Einh./ml) bei Inkubation mit NaC1-L/Ssung (O--�9 2,5 • 
10-5M DFP ((]~--(~); 2,5 • 10 4M TLCK (Q--Q); oder 2,5 x 10-5M 
GBNB(ID--{)). pH 7,5; 25~ 
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Fig. 2. Hemmung der p]asminogenaktivierenden Aktivit~.t der Uro- 
kinase (2500 Ploug-Einh./ml), gemessen an der Verl~ngerung der 
Lysezeit eines Plasmagerinnsels bei Inkubation mit NaC1-L6sung 
(O--O); 2,5 • 10-5M DFP ( ~ - - ~ ) ;  2,5 • 10-SM GBNB ( ~ - - ~ ) ;  
oder 4-Aminobenzamidin (O--Q). pH 7,5; 25 ~ 

ver r ingern ,  w u r d e n  wei te re  I n k u b a t i o n s v e r s u c h e  bei  
p H  6,5-6,8 durchgef t ih r t .  Die T L C K - K o n z e n t r a t i o n  
wurde  dabe i  bis  auf  2 , 5 •  10 -~M gesteigert .  In  ke inem 
Fal le  war  eine U r o k i n a s e h e m m u n g  festzustel len.  A u c h  
eine k o m p e t i t i v e  H e m m u n g  des F e r m e n t e s  wa r  bei  
T L C K - K o n z e n t r a t i o n e n  bis  10 -3 M n i c h t  zu b e o b a c h t e n .  

Die H e m m u n g  der  Urok inase  d u r c h  D F P  u n d  G B N B  
wurde  a u c h  be i  der  E i n w i r k u n g  des F e r m e n t e s  auf  sein 
na t i i r l i ches  S u b s t r a t  P l a s m i n o g e n  in e inem ki ins t l ichen  
F i b r i n o l y s e - S y s t e m  u n t e r s u c h t .  Zur  Durch fu 'h rung  dieser 
Versuche  w u r d e n  alle S u b s t a n z e n  in O,1M Tris-HC1- 
Puffer ,  p H  7,5, 0 , 0 5 M  NaC1 e n t h a l t e n d ,  gel6st. 0,55 ml  
Urok inase l6sung  (5000 P loug-E inh . /ml )  w u r d e n  m i t  
0, 55 ml  Hemmsto f f l6 sung ,  bez iehungsweise  0, 55 ml  Puffer-  
16sung in den  Kont ro l l en ,  bei  25~ inkub ie r t .  Zu be- 
s t i m m t e n  Zei ten  w u r d e n  P r o b e n  v o n  je 0,2 ml  aus  den  
I n k u b a t i o n s a n s g t z e n  e n t n o m m e n  u n d  zu 0,2 ml  f r i schem 
H u m a n - C i t r a t p l a s m a  zugefiigt,  das  u n m i t t e l b a r  d a r a u f  
d u r c h  Zugabe  yon  0,1 ml  T h r o m b i n l 6 s u n g  (100 N I H -  
E inh . /ml )  zur  G e r i n n u n g  g e b r a c h t  wurde .  Die Lyseze i t en  
der  e n t s t a n d e n e n  P l a smage r innse l  be i  37 ~ das  he i ss t  die 
Zei t  yon  der  T h r o m b i n z u g a b e  bis  zum Durchfa l l en  einer  
n a c h  E i n t r i t t  der  G e r i n n u n g  auf  die Ger innse lober f lgche  
a u f g e b r a c h t e n  Glaskugel  auf  den  Reagenzg lasboden ,  
w u r d e n  b e s t i m m t .  

Die Versuchsergebnisse  s ind in F igu r  2 darges te l l t .  
A u c h  u n t e r  diesen B e d i n g u n g e n  liess sich eine progress ive  
H e m m u n g  der  Urok inase  demons t r i e ren ,  wie aus  de r  Ver-  
l~ingerung der  Lyseze i t en  he rvorgeh t .  Die e r h a l t e n e n  
W e r t e  w u r d e n  a n  H a n d  yon  U r o k i n a s e - E i c h k u r v e n  in 
P r o z e n t  F e r m e n t - R e s t a k t i v i t g t  umgerechne t .  Die da raus  
auf  g r aph i s chem Wege  e r m i t t e l t e n  Geschwindigke i t s -  
k o n s t a n t e n  zeigen bef r ied igende  l ~ b e r e i n s t i m m u n g  m i t  
den  bei  der  U r o k i n a s e b e s t i m m u n g  mi t t e l s  Es t e rhyd ro ly se  
e r m i t t e l t e n  W e r t e n  (Tabelle).  E i n  k o m p e t i t i v e r  I n h i b i t o r  
der  Urokinase ,  4 - A m i n o b e n z a m i d i n  (K  i = 0,015 mMol/1)5, 
b e w i r k t  bei  I n k u b a t i o n  m i t  dem F e r m e n t  keine  progres-  
s ive I n a k t i v i e r u n g .  

Die da rge leg ten  U n t e r s u c h u n g e n  e rb r ingen  e r s tma l s  
den  Nachweis  fiir eine H e m m u n g  der  Urok inase  du rch  
D F P  u n d  lassen d a r a u f  schliessen,  dass  Urok inase  wie 
b e s t i m m t e  ande re  p ro teo ly t i s che  F e r m e n t e  eine Serin- 
p ro t e inase  dars te l l t .  Die D F P - U r o k i n a s e - R e a k t i o n  l~tuft 
m i t  gr6sserer  Geschwind igke i t  ab  als die R e a k t i o n e n  des 
g le ichen I n h i b i t o r s  m i t  T r y p s i n  (k 2 = 5,0 l • 2 1 5  
sec -z, 25~ p H  7,2)z~, ~7 sowie P l a s m i n  und  T h r o m b i n ,  
wie aus  e igenen B e s t i m m u n g e n  ~4 u n d  aus  den  von  
MOUNTER et  al. ~s a n g e g e b e n e n  W e r t e n  geschlossen werden  
kann .  4 - G u a n i d i n o b e n z o e s g u r e - E s t e r  s ind als i r revers ib le  

Gesehwindigkeitskonstanten ffir die Reaktion yon Urokinase mit 
irreversiblen Inhibitoren (pH 7,5, 25 ~ 

Inhibitor 
1 X  M - 1  x s e c  1 

Esterhydrolyse Fibrinolysetest 

DFP 18,0 (• 20,7 
TLCK > 0,01 - 
GBNB' 13,5 (4-1,5) 9,0 

16 F. MARKWARDT, 1V~. RICHTER, P. WALSMANN und H. LANDMANN, 
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H e m m s t o f f e  des Trypsins ,  P lasmins  und  Thrombins  be- 
schr ieben worden  ~, ~a, ~9, 2o. Die Reak t ion  von  G B N B  mi t  
Urokinase  erfolgt  mi t  geringerer  Geschwindigkei t  als m i t  
Tryps in  und  P lasmin  1~. N a c h d e m  berei ts  yon  anderen  
Auto ren  gezeigt  worden  ist, d a s s  d e r  i r reversible Chymo-  
t ryps in inh ib i to r  N~-Tosyl -L-phenyla laninchlormethylke  - 
t on  (TPCK) n ich t  mi t  Ur0kinase  reagier t  3, wurde  nun-  
mehr  festgestell t ,  dass auch T L C K  keine H e m m u n g  des 
Fe rmen te s  bewirkt .  Da eine H e m m u n g  andere r  p lasmino-  
genak t iv ie render  F e r m e n t e  durch  T L C K  nachgewiesen  
wurde  21, deu te t  dieses Ergebnis  auf bes t ehende  Unte r -  
schiede in den ak t iven  Zent ren  derar t iger  Fe rmen te  hin. 

Summary. Urokinase,  the  p las ln inogen ac t iva to r  f rom 
urine, is inhibi ted  i r reversibly by  d i i sopropyl  f luorophos-  
p h a t e  and 4 ' -n i t robenzyl  4-guanidinobenzoate .  The re- 
act ions  of inhibi t ion underl ie  pseudof i r s t -order  kinetics.  

R a t e  cons t an t s  were es t imated .  Urokinase  is no t  inact i -  
va t ed  by  incuba t ion  wi th  tosyl-L-lysine ch lo rome thy l  
ketone.  
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A Dialysable Glutamine Hydrolysing Enzyme from Normal and Malignant Tissues 

A previous r epor t  I had  indica ted  the  presence of a 
dialysable factor  in the  Ehr l ich  ascites ceils, which could 
br ing abou t  a degrada t ion  of g lu tamine  in vitro.  I t  was, 
therefore ,  of in te res t  to see if a s imilar  p h e n o m e n o n  
occurred in solid t umours  also and compare  it wi th  kidney,  
a r ich source of g lutaminase .  An a t t e m p t  has also been  
made  to de te rmine  the  na ture  of the  factor,  ob ta ined  
af ter  dialysis. 

Materials and methods. The animals,  bear ing  a mouse 
f ibro-sarcoma (MFS), descr ibed by  WARAVDEKAR et al. 2, 
were killed 10 days  af ter  the  t umour  t r ansp lan ta t ion ,  by  
cervical  dislocation.  A 20~ homogena t e  of the  t u mo u r  
t issue was p repared  in cold calcium, free Krebs -Ringer  
solution. K idney  homogena tes  were also p repa red  in a 
similar  manner .  5.0 ml of homogena te s  were dialysed 
agains t  .30 ml of calcium, free Krebs -R inge r  phospha t e  
buffer,  pH  7.4 a t  4~ for 18 h. The dia lysates  were t hen  
lyophil ized and recons t i tu t ed  wi th  wa te r  jus t  before use. 

Al l  incubat ions  were carried out  in Ca-free Krebs-  
Ringer phospha t e  buffer,  p H  7.4, con ta in ing  5 l n M  
glutamine,  in a convent iona l  Warbu rg  m a n o m e t r i c  ap- 
pa ra tus  at  37~ for 1 h. The a m m o n i a  p roduced  was 
de te rmined  by  the  m e t h o d  of BRAGANCA et al. a. The re- 
sults  ob ta ined  were corrected for the  non-enzymat i c  
hydrolys is  of the  subs t r a t e  due to the  add i t ion  of K=CO a. 

Pro te in  de te rmina t ions  were carried out  according to 
the  m e thod  of SUTHERLAND et al. 4. 

Results. Table I shows t h a t  bo th  the  d ia lysa tes  and the  
dialysed homogenates ,  ob ta ined  f rom t u m o u r  and kidney,  
can l iberate  a m m o n i a  f rom glutamine.  The act iv i ty ,  how- 
ever, was higher  in the  former  t h a n  in the  la t ter .  As the  
d ia lysates  also showed the  presence of protein ,  we t r ied 
to de te rmine  the  hea t  s tabi l i ty  of th is  factor,  by  keeping 
the  dia lysates  in boil ing water  for 10 rain and then  
t e s t ed  for the i r  activit ies.  Table I indica tes  tha t ,  whereas  
the  k idney dia lysate  lost abou t  89% of its original ac t iv i ty ,  
the  t um our  d ia lysa te  was inac t iva ted  to the  t ime of abou t  
50% 

I t  m a y  be observed f rom Table  I I  t h a t  the  t u m o u r  
d ia lysa te  was capable  of hydro lys ing  up to  60 m2~I con- 
cen t ra t ion  of glutamine.  On the  o ther  hand ,  the  d ia lysa te  
ob ta ined  f rom k idney  p roduced  m a x i m u m  a m o u n t  of 
am m on ia  a t  20 m M  subs t ra te  concen t ra t ion .  

The Figure indicates  t h a t  the  k idney  dialysates ,  when  
incuba ted  at  va ry ing  p H  levels f rom 5.0-8.8 in the  

presence  of 5 mini g lu tamine,  showed peaks a t  2 d i f fe ren t  
p H  vs: p H  5.0 and  8.0. Bu t  the  t u m o u r  d ia lysa te  had  the  
m a x i m u m  ac t iv i ty  a t  p H  8.0. In  th is  case, however ,  the  
ac t iv i ty  increased wi th  increase in pH,  till it  a t t a i n ed  the  
m a x i m u m  at  p H  8.0. 

Table I. Effects of dialysates obtained from kidney and tumour on 
glutalnine degradation 

Tissues Homogenatc Dialysatc Dialysate 
after dialysis (boiled for 

10 min} 

Kidney 893 -c 60 14,60 i 100 15~ .@~ 9 
Tnrnour 1294i  100 17/30~ 95 9411 • 10 

All values are [xg NH 11/100 mg protein. 

Table II. Effects of dialysatcs on increasing concentrations of 
glutamine 

Tissues Glutamine concentration (mM) 
5 10 20 40 60 

Kidney 8,333 5,238 14,285 13,095 8,333 
• 100 i 500 i 1,560 • 965 i 250 

Tumour 4,545 7,575 9,090 2 5 , 0 0 0  65,909 
• 410 ~ 675 ~ 828 ~ 2,065 2~_ 5,100 

Values indicated are [xg NH4+/100 mg protein. 
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