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Dienatiirlichen Inhibitoren proteolytischer Enzyme sind Proteine. Diese Inhibitoren assoziie-
ren mit den Enzymen unter reversibler Bildung stochiometrischer Protein-Protein-Komplexe,
wobeli unter substratanaloger Assoziation am aktiven Zentrum des Enzyms alle katalytischen
Funktionen kompetitiv gehemmt werden. Die sehr weite Verbreitung der Inhibitoren im
Tier- und Pflanzenreich unterstreicht ihre biologische Bedeutung im intermediéren Stoffwech-
sel, die in einer Erweiterung der Moglichkeiten zur zeitlichen und rdumlichen Begrenzung
von Enzymaktivititen zu sehen ist. Bekannt sind eine Reihe von kovalenten Strukturen,
detaillierte kinetische Daten iiber die reversible Protein-Protein-Wechselwirkung, die Vorgéin-
ge bei der Inaktivierung sowie chemische Methoden zur Modifizierung dieser Proteine.
Erste Rontgen-Strukturdaten eines Inhibitors und seines Enzym-Komplexes vermitteln Ein-
sichten in dessen Molekiilstruktur und die Wechselwirkungen bei der Assoziation zum
Komplex.

1. Einfiihrung

Das Vorkommen von ,,Antienzymen” wurde bereits um die
Jahrhundertwende fiir die antitryptische Aktivitit von Se-

[*] Priv.-Doz. Dr. H. Tschesche
Organisch-chemisches Laboratorium, Lehrstuhl fiir Organische Chemie
und Biochemie der Technischen Universitat
8 Miinchen 2, ArcisstraBBe 21
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rum!’-# und fiir die Widerstandsfihigkeit von Nematoden
gegen die Verdauungsenzyme ihrer Wirtsorganismen!® verant-
wortlich gemacht. Im zweiten Drittel dieses Jahrhunderts iso-
lierte Kunitz in grundlegenden Arbeiten den gewebsstindigen
Trypsin-Inhibitor aus Rinderpankreas™ und den Inhibitor
aus Sojabohnen!® ®! und wies ihre Proteinnatur nach, kristalli-
sierte die Proteine und ihre Trypsin-K omplexe!l* und begann
Studien zur Stochiometrie der Enzym-Inhibitor-Assozia-
tion!* 71, Seither sind durch moderne Ionenaustauschverfahren
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und dic Affinititschromatographic ecine grofle Zahl von
Proteinase-Inhibitoren aus den verschiedensten tierischen und
pflanzlichen Geweben angereichert und/oder isoliert und cha-
rakterisiert worden.

Das allgemeine Interesse diirfte dabei weniger durch die ver-
besserten Methoden der Proteinchemie als durch die erweiter-
ten Kenntnisse iiber die physiologische, pharmakologische
und lebensmitteltechnologische Bedeutung der Proteinasen
und ihre Funktionen im normalen und pathologischen Gesche-
hen des menschlichen und tierischen Organismus stimuliert
worden sein. Die Funktion proteolytischer Enzyme ist ja
keinesfalls auf dic Verwertung von Nahrungsciweill be-
schriinkt, sondern entscheidend bei der Mobilisigrung von
Gewebsproteinen, der Aktivierung von Proenzymen und der
Freisetzung pharmakologisch hochaktiver Polypeptide wie der
Kinine (Bradykinin. Angiotensin ctc.} und Peptidhormone (In-
sulin cte.) beteiligt. Proteolytische Enzyme spielen ferner cine
Rolic bei der Steuerung der Blutgerinnung und Fibrinolyse,
bei Entziindungsvorgingen, immunbiologischen Prozessen
und dem Befruchtungsvorgang.

Die natiirlich vorkommenden Inhibitoren  d.h. Inhibitoren
mit Protein-Natur im Gegensatz zu niedermolekularen. syn-
thetischen Inaktivatoren  sind als natiirliche Antagonisten
der Proteinasen imstande, selektiv in das vielfiltige Geschehen
spezifischer proteolytischer Vorgiinge im Organismus einzu-
greifen.

Indicsem Fortschrittsbericht sollen die fiir natiirliche Inhibito-
ren der Endopeptid-Serinproteasen  Peptidyl-Peptidhydrola-
sen erkannten molekularen und biologischen Prinzipien be-
sprochen werden. Beziiglich vieler Einzelheiten sei auf die
Literatur verwiesen (Ubersichten iiber pharmakologische!®- 91,
erniihrungsphysiologische! ' ~ 121 molekulare!'*~ #* und kine-
tische Aspektel 1%~ 24,

Aus der Betrachtung ausgeklammert werden sollen Hemmstof-
fe. wie sie durch immunbiologische Reaktionen entstehen und
denen Antigen-Antikdrper-Wechselwirkungen zugrunde lie-
gen, ferner bakterielle Peptid-Inhibitoren aus Penicillium-'2%
und Streptomyees-Arten!?®), das inaktivierende Pepsinogen-
fragment! 2! sowie Inhibitoren. die keine Proteine sind, wic
das saure Polysaccharid Heparin!** und Aminosiiurepolykon-
densate! 291,

2. Vorkommen

Proteinase-Inhibitoren sind im Tier- und Pflanzenreich weit
verbreitet. Sie wurden aus Samen von Leguminosen (Soja-t>+¢)
und Limabohnen!® - *" und anderen Bohnen!®- 21y und Getrei-
de (Weizen- 1231 und Roggen!*!)) sowie z.B. aus Kartof-
feln!®-!2-321 Riiben!®!, Niissen!® 12-33-74 Mais!#-12-331 ynd
Erbsen!2Y® isoliert. Ihr Vorkommen ist jedoch nicht auf dic
Samen begrenzt!!*-3*1 Kiirzlich wurden auch aus Bakterien
(Streptomyces albogriseolus'?**) und Neurospora crassa'??®)
Proteinase-Inhibitoren mit Proteinnatur isoliert.

In Analogic zu den Pflanzensamen ist das Auftreten von
Proteinase-Inhibitoren im Nahrungseiweil (Eiklar) vicler Eier
im Tierreich auffillig. So wurden Proteinase-Inhibitoren als
Ovoinhibitoren (mit ca. 10 % Kohlenhydraten) oder als Ovo-
mucoide (mit ca. 25% Kohlenhydraten) im Eiklar von Hiih-
nern!® "I und anderen Vogelarten!*” 3% sowic im Sckret der
Albumindriisen von Schnecken!**-?71 und anderen Mollus-
ken!*¥! nachgewiesen.

[ 3V
5]

Bei den tierischen Inhibitoren. deren natiirliches Vorkommen
weitaus cingehender untersucht ist. finden sich Hemmstoffe
sowohl gewebsstiindig als auch in Sckreten von Organen.
So wurde der Trypsin-Kallikrein-Inhibitor!"! aus Rinderorga-
nen (Kunitz-Inhibitor oder auch Kallikrein-Inaktivator!*?})
ausschlieBlich als intrazellulidrer Bestandteil in Parotis, Leber.
Lunge!® **1und Pankreas!* gefunden. Der sckretorische Tryp-
sin-Inhibitor (Kazal-Inhibitor!*"), der im Gegensatz zum
Trypsin-Kallikrein-Inhibitor wahrscheinlich bei allen Siuge-
ticren vorkommt!%-*!1 wird gleichfalls in der Pankreasdriise
gebildet, aber mit den Proenzymen in den Saft der Driise
extruiert'-*2 Ein groBer Teil der ticrischen Inhibitoren
sind sekretorische Proteine wie die Trypsin-Inhibitoren
des  Sdugetierpankreas*!"*3 des Blut-1®#" und Se-
minalplasmas!® 47481871 der Milch und des Colo-
strums!! 3131680770791 der Submandibularisdriisen!®: 297}
und des Schneckenschleims! 91,

Zwischen gewebsstiindigen und sezernierten I[nhibitoren kon-
nen trotz der unterschiedlichen physiologischen Funktion
durchaus genetische Verwandtschaften bestehen. wie sie fiir
den Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz-Inhibitor) aus Rin-
derorganen (38 Aminosiuren. kohlenhydrat-frei: vgl. Abb. 5a.
6a. t1).den Colostrum-Inhibitor des Rindes (67 Aminosiiuren
mit Kohlenhydrat-Gehalt: Abb, 5b)Y*% ynd den Isoinhibitor
K aus Schnecken (Helix pomatia, 58 Aminosiuren. kohlenhy-
drat-frei: Abb. 5¢)f2'3 2151 die alle bomologe Strukturen auf-
weisen, nachgewicesen wurden.

Die Molekulargewichte pflanzlicher und tierischer Inhibitoren
liegen tiberwiegend im Bereich von 5000 bis 25000, konnen
aber wie bei den Inhibitoren des menschlichen Blutplasmas.
die zur Gruppe der x-Globuline gehdren. auch GroBlenordnun-
gen von 54000 («;-Antitrypsin), 69000 (2, -Antichymotrypsin)
bis 160000 (Inter-x-Trypsin-Inhibitor) und in Sonderfillen

wesentlich dariiber liegen (725000 fir x,-Makroglobu-
“n)[.l(w.ZZ(x].

3. Allgemeine Eigenschaften
3.1. Inhibitor-Bestimmung

Aktivititen und Konzentrationen von Proteinase-Inhibitoren
werden heute Uberwicgend iiber ihre Komplexbildung mit
den Enzymen bestimmt. wobei die Verminderung der Hydroly-
se von natiirlichen oder synthetischen Substraten mit enzymki-
netischen Methoden gemessen wird!®'!, Diese Methoden sind
extrem empfindlich und gestatten den raschen Nachweis von
Mikrogramm-Mengen an Inhibitoren. Fir exakte Bestimmun-
gen ist eine ausreichende Priinkubation von Enzym und Inhi-
bitor zur Einstellung des Hemm-Gleichgewichtes erforderlich.
Bei Verwendung spezifischer Enzyme als Substrate lassen sich
Inhibitorkonzentrationen auch in rohen Gewebsextrakten be-
stimmen, vorausgesetzt, daB hohe Assoziationskonstanten
(Kawx 10°=10" I'mol) fir Enzym und Inhibitor vorliegen
oder die genaue Enzymkonzentration bekannt ist. Die Schwie-
rigkeit. daB3 fiir exakte Bestimmungen mit kinetischen Metho-
den Enzyme hoher Reinheit erforderlich sind, 148t sich durch
Anwendung der .active site”-Titrationsreagentien von Chase
und Shaw!*3 sowie Kezdy und Kuaiser!32) umgehen, da hierbei
nur aktive Enzymmolekiile bestimmt werden. Fiir zuverliissige
Werte der spezifischen Hemm-Aktivitiit sollten die Messungen

[*] Kallikrein® ist ein eingetragenes Warenzeichen der Bayer AG. Lever-
kusen.
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bei ctwa 50-proz. Hemmung des Enzyms crfolgen, vorausge-
setzt, dal} die Hemmung wenigstens bis in diesen Bereich
stochiometrisch verliuft.

Neben den enzymatischen Methoden sind Verfahren entwik-
kelt worden, die auf der Anderung physikalisch-chemischer
Parameter bei der Komplexbildung beruhen (Zusammenstel-
lung s. U'°N).

3.2. Spezielle Isolierungsverfahren

Proteinase-Inhibitoren, insbesondere die grof3e Zahl der nic-
dermolekularen Proteine, weisen meist eine auBBergewohnliche
Widerstandsfahigkeit gegen Siure- und Hitzedenaturierung
auf. Diese bemerkenswerten Eigenschaften sind schon von
Kunitz!* zur Fillung und Abtrennung von Begleitproteinen
wiihrend der Reindarstellung ausgenutzt worden. Sic gestatten
insbesondere die Zerlegung von Enzym-Inhibitor-Komplexen
unter irreversibler Inaktivierung und Fillung der Protcinase.
Damit croffnet sich ferner die Moglichkeit zur Abtrennung
von Inhibitoren iiber ihre Enzym-Inhibitor-K omplexe, die an-
schliclend wieder zerlegt werden. Durch Molekularsiebfiltra-
tion an Gelen lassen sich sowohl die freien Inhibitoren als
auch ihre Komplexe reinigen, da letztere bei den in der Regel
hohen Assoziationskonstanten unter den Bedingungen ciner
GelausschluB-Chromatographie in neutraler Losung undisso-
zilert wandern, bei niedrigem pH-Wert oder in Harnstofflésun-
gen aber auf der Siule vom Enzym abgetrennt werden konnen.
Die Stabilitiit des Komplexes von Enzym und Inhibitor macht
die Affinitiitschromatographie unter Einsatz trigergebundener
Enzyme!™ %1 zu einem nahezu idealen Reinigungsverfahren
bei der Inhibitor-Isolierung!**!. Aus wenig vorgereinigten Ge-
webs- und Pflanzenextrakten sowice direkt aus Organfliissigkei-
ten konnten Fritz. Hochstrasser und Werle cine Reihe von
Proteinase-Inhibitoren aus Pankreas!** 3%, Mais und Rog-
gen!#0-¢°T sowie Samenblasen!**- 7! und Humanspermaplas-
mat®!! erstmals isolieren. An geeigneten Iinzymharz-Siulen
lassen sich auch mechrere Inhibitoren mit unterschiedlichen
Spezifitiiten trennen'*7l. Der wiederholten Verwendung der
Iinzymharze stecht dabei nichts entgegen: in unserem Laborato-
rium wurden Trypsinharze fiir Isoliecrungszwecke iiber ein
Jahr wiederverwendet. LEine Nachreinigung der Priparate
durch lonenaustausch-Chromatographic ist in den meisten
Fillen unerlidBlich, da viele Extrakte, insbesondere aus pflanz-
lichem Material, mechrere Inhibitoren!® oder Isoinhibito-
ren!?#-02:031 enthalten. I'erner kann durch das aktive Enzym
im Verlauf der Isolierung eine partielle Proteolyse des ,,reakti-

ven Zentrums™®* und wie bei den temporiiren Inhibitoren
des Siugetierpankreas cine Modifizierung durch proteolyti-
sche Spaltung weiterer Peptidbindungen eintreten!®®-¢°L Die
Inhibitor-Isolierung unter Anwendung ,klassischer” Verfah-
ren der Proteinchemie in Gegenwart von chemischen Enzym-
Inaktivatoren wic Diisopropylfluorophosphat (DFP), Benz-
amidin oder Sulfonylfluoriden vermeidet diese Gefahren und
wurde insbesondere bei der Isolierung der Pankreas-Inhibito-
ren dirckt aus dem Sekret der Bauchspeicheldriise von
Greene, Righy und Fackre mit Erfolg angewendet!#2-44- 451,

4. Hemmverhalten

4.1. Charakter der Hemmung

Dic Ilemmung der esterolytischen und proteolytischen Aktivi-
titen der Endopeptidasen wird durch cine substratanaloge
Einlagerungder Inhibitoren indas aktive Zentrum des Iinzyms
bewirkt. Der kompetitive {oder pscudokompetitive) Charakter
der Hemmung der Enzyme durch Inhibitoren mit Proteinna-
tur, synthetische Hemmstoffe und spezifische Substrate konnte
zur Geniige demonstriert werden!®™ =1,

Auf eine nicht-kompetitive [lemmung ist gelegentlich aus Line-
weaver-Burk-Diagrammen geschlossen worden. Es ergeben
sich nicht-kompetitive Hemmungen, wenn 1/K,, fiir das Sub-
strat schr viel kleiner ist als Ka! ™" oder wenn die Gleichge-
wichtscinstellung infolge zu langsamer Dissoziation der En-
zym-Inhibitor-Komplexe (nach der iiblichen Vorinkubation)
innerhalb der MeBzeiten nicht erreicht wird! ).

4.2, Zeitlicher Verlauf der Hemmung

Wiihrend die Mehrzahl der niedermolekularen Inhibitoren
wic z.B. die aus Ascaris!??-2!-72) Rinderorganen!®-13-21- 24,
Seeanemonen!®?!, Schnecken!®3!, Egeln!”¥ u.a. oder dic aus
Pflanzen wic Soja-!'> '8 2!l und Limabohnen!® 3% Niis-
sent?3: 74 Mais!33l Kartoffeln!®-12-321 u.a, cine permanente
Hemmung (Abb. 1a) der proteolytischen Aktivitdt bewirken.
ist die Hemmung bei ecinigen Inhibitoren zeitlich begrenzt.
Dieses zuerst von Gorini und Audrain!’® an Ovomucoid aus
Hiihnereiklar beobachtete Phdnomen wurde von Laskowski,
Sr.und Wul”® auch beim sckretorischen Rinder-Inhibitor (Ka-
zal-Inhibitor) gefunden und als ,temporire Hemmung” be-
zeichnet (Abb. 1b). Die Ursachen dieses unterschiedlichen
Verhaltens licgen in der unterschiedlichen Stabilitiit der Inhibi-
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Abb. 1. a) Permianente Hemmung von Rindertrypsin durch den Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz-Inhibitor) vom Rind. b) Temporiire Hemmung
von Schweinetrypsin durch den sekretorischen Trypsin-Inhibitor 1 (Kazal-Typ) aus Schweinepankreas bei anfinglichem Inhibitor-CberschuB.
¢} Progressive Hemmung von menschlichem Plasmin durch menschliches ;-Antitrypsin [46]. (@ ®): Enzym-Aktivitiit der Enzym-Inhibitor-1.5sung.
i® ) Enzym-Aktivitiit der Enzym-Losung im Verlaul der Autolyse. EA = Enzym-Aktivitit, t = Inkubationszeit.
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toren. dic ja sclbst Proteine sind. gegeniiber dem proteolyti-
schen Abbau durch die von ihnen anfinghch gehemmten
Proteinasen!©+-¢5-7% 781

Neben der permanenten und temporiiren Hemmung wurde,
insbesondere bet den Inhibitoren des (Human-)Blutplasmas.
cine .progressive Hemmung™ beobachtet™*¢!, Unter den hoch-
molekularen Proteinase-Inhibitoren der x,- und 2,-Globulin-
fraktion findet man langsame und sofort reagierende .Anti-
plasmine™ und .Antithrombine™. Withrend der C1-Inaktivator
(MG 104000) und %>-Makroglobulin (MG 725000) Plasmin
sofort hemmen. ist diec Inaktivierung durch ,-Antitrypsin
einc langsame und zeitabhiingige Reaktion (Abb. 1¢)i*¢! Ge-
geniiber Kallikrein wirken jedoch auch x-Antitrypsin und
C1-1naktivator (und x,-Makroglobulin) als progressive Inhibi-
toren! "?-#%1 Dic Inaktivierungsgeschwindigkeit erhsht sich
mit steigender Temperatur. so daB Konformationsumwand-
lungen am Inhibitor-Molekiil als Ursache dieses Verhaltens
in Frage kommen. Ahnliche Beobachtungen wurden auch
bei der Hemmung von Thrombin durch x;-Makroglobulin
und Antithrombin 111 gemacht!#¢1.

4.3. Assoziationskonstanten K 4

Dic Konstanten der Assoziation von Enzym (E) und Inhibator
(I zum Komplex (C) nach der vercinfachten Gleichung (s.
Abschnitt 6.1) E+1=C sind relativ schwer zu messen und
liegen viel héher als dic der besten Substrate, in der Regel
bei 107 bis 10'* 1'mol. was einer freien Bindungsenergic von
10 bis 15 kcal‘mol entspricht!®™ 7' Voraussctzung fiir verlif3-
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Abb. 2. pti-Abhiingigkeit der Assoziationskonstanten Ky, fiir die Assoziation
von a) Rindertrypsin mit dem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz-Inhibitor).
b) mit dem Sojabohnen-Inhibitor {Kunitz), ¢) mit Hiithnerovomucoid, erhalten
durch folgende MeBverfahren: m potentiometrisch. o Lichtstreuung. a Gel-
chromatographie. & Sedimentation, e enzymatische Restaktivitit. o Fluo-
reszenz [19].
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liche Werte ist die Erreichung des thermodynamischen Gleich-
gewichts der Komplexbildung!"!! und ecine Assoziations-
konstante groBer als 10% I'mol, wie sie 1.a. vorlicgt (weitere
Verfahren zur Bestimmung der Assoziationskonstanten sic-
hel!9-81+ 551).

Mit den gleichen Verfahren kann auch dic pH-Abhingigkeit
der Assoziationskonstanten bestimmt werden. Sie zeigt im
pH-Bereich von 2 6 eine Anderung um 7 Zehnerpotenzen ().
wihrend sic sich von pH=6-8 nur etwa um den Faktor 10
andert (Abb. 2). Die enorm crhohte Dissoziation der Kom-
plexe bei niedrigen pH-Werten bietet daher ideale Voraus-
setzungen fiir dic Anwendung der Affinitdtschromatographic
bei Isolierungsprozessen.

5. Reaktives Zentrum

5.1. Reaktives Zentrum — Definition

Als reaktives Zentrum der Inhibitoren wird die Stelle des
Molekiils bezeichnet. die bei der Bildung des Enzym-Inhibitor-
Komplexes in dirckten molekularen Kontakt mit dem aktiven
Zentrum des Enzyms tritt. Dic fiir die substratanaloge [inlage-
rung in die Spezifitiitstasche des Enzyms verantwortliche Ami-
nosdureseitenkette stammt vom .reaktiven Aminosiurerest™
P,: dabei wurde dic Schreibweise von Berger und Schechter
fur das reaktive Zentrum von Proteinase-Inhibitoren zugrunde
gelegt!#e- 871

H,N-P ----P4-P;-P5-P,-P{-P2-P3-P;----P-COOH

Die Inhibitoren des Enzyms Trypsin und der beziiglich ihrer
Spaltungsspezifitiit dhnlichen Enzyme Plasmin. Kallikrein,
Akrosin und Cocoonase der Seidenraupe weiscn Argi-
ninll"— 19.48,62.63.89.90] OdCl' LySin“—; - 19.64.88-90] alS T
aktiven Aminosdurerest™ P, auf. wihrend fiir den Rest P die
Aminosduren Alanin. Leucin. Isoleucin oder Serin gefunden
wurden. Bei Ersatz von Arginin durch Lysin (oder umgekehrt)
bleibt die Aktivitdt und Spezifitat der Inhibitoren erhalten. wie
aus der Homologic der Sequenzen im reaktiven Zentrum der
sekretorischen Pankreas-Inhibitoren von Rind°'}, Schaf!33- 2]
(Arginin-Inhibitoren) und Schwein!®2! (Lysin-Inhibitoren) so-
wie aus den Lrgebnissen der .enzymatischen Austauschreak-
tion™ am Sojabohnen-Inhibitor!”* {s. Abschnitt 6.3} und dem
Auftreten sowohl von Arginin als auch von Lysin bei den Iso-
inhibitoren der Schnecke'®®. des Tintenfisches!®®! und der
Gartenbohne!?!"! hervorgeht. Bei allen bisher in ihrer kova-
lenten Struktur aufgeklidrten Trypsin-Inhibitoren (s. Abschnitt
8.2) liegt das reaktive Zentrum P -P) in cinem iiber einc
Disulfidbriicke geschlossenen Ring (,loop™). wic Ozawa und
Laskowski, Jr.®8! postuliert hatten. Damit werden diese
Inhibitoren zu ,cyclischen Substraten™.

e-

In Analogie zu den Trypsin-Inhibitoren wiren fiir Chymotryp-
sin-Hemmstoffe entsprechend der Spezifitit dieses Enzyms
dic Aminosiiuren Tryptophan. Tyrosin. Phenylalanin oder
Leucin als Reste P, zu erwarten. Bei den Chymotrypsin-Inhibi-
toren aus Sojabohnen (Bowman-Birk )74 128:228 2301 ynd aus
Limabohnen®** wurde Leucin im reaktiven Zentrum gefunden.
Eine entsprechende Spezifititsidnderung als Folge eines
LyseLeu-Austausches wurde fiir beide Inhibitoren wahr-
scheinlich gemacht. nachdem entsprechende homologe Se-
quenzbereiche gefunden wurden (s. Abschnitt 8.1). Diese Muta-
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tion scheint eine hinreichende. aber keineswegs in alien Fiillen
notwendige Voraussetzung fiir die Spezifititsinderung zu sein.
da dic Assoziation und Hemmung von Chymotrypsin auch fiir
tryptische ..reaktive Zentren™ nachgewicsen wurde!”*-7°1,

In ciner enzymatischen Austauschreaktion (s. Abschnitt 6.3)
gelang Leary und Laskowski, Jr.12''- 2121 die Substitution von
Arg®* durch Trp®® im reaktiven Zentrum des Sojabohnen-
Inhibitors (Kunitz) und damit dic Anderung von tryptischer zu
chymotryptischer Spezifitit.

5.2. Partialproteolyse

Laskowski. Jr. et al.l'® !9 demonstrierten in ciner Reihe
eleganter Versuche am Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz). dafi

dic Peptidbindung -P,-P|- im reaktiven Zentrum im Verlauf

der Hemmung éihnlich wie bei einer Substrathydrolyse partiell
gespalten werden kann. . Partiell” bedeutet hier. daBd nur en
Teil der Bindungen -P;-Pi- hydrolvtisch gedffnet wird. Die
Proteolyse am reaktiven Zentrum des nativen Inhibitors mit
einstriingiger Polypeptidkette (1. -P1-Pi- intakt) {iberfithrt das
Protein in einen modifizierten Inhibitor (I*. -P-COO® H»;!%-P'-
hydrolysiert). Nativer und modifizierter Inhibitor weisen glei-
che Aktivitit und Spezifitdt als Hemmstoffe und ihnliche
Assoziationskonstanten auf!*"L. Der modifizierenden Partial-
proteolyse licgt die Ausbildung cines stationiiren thermodyna-
mischen Gleichgewichtes zugrunde. dessen Einstellung schon
durch katalytische Mengen an Enzym (Trypsin'®™ oder Chy-
motrypsin'“®Y bewirkt werden kann. Nativer und modifizierter
Inhibitor reagieren mit dem Enzym zum gleichen stabilen
Enzym-Inhibitor-Komplex C*”% **1 welcher wiederum entwe-
der zu freiem Enzym und nativem Inhibitor oder zu freiem
Enzym und modifiziertem Inhibitor dissoziieren kann. Dic
Reversibilitiit des Gleichgewichtes. d.h. dic Resynthese der
Peptidbindung -I;-P) - im reaktiven Zentrum des modifizierten
Sojubohnen-Inhibitors unter Bildung von nativem Inhibitor
durch katalytische Mengen an Enzym (2 Mol-%4). wiesen Nie-
kamp. Hixson. Jr. und Laskowski, Jr!"°t nach (s. Abschnitt
6.3).

Die Gleichgewichtskonstante Ky, = [ [*¥]/[1] fiir das stationi-
re Gleichgewicht zwischen nativem und modifiziertem Inhibi-
tor ist stark pH-abhéingig (Abb. 3) mit cinem Minimum bei
pH =67 und hohen Werten fiir die Spaltung der Peptidbin-
dung -P;-P}- in sauren Losungen bei pH=3 4/'". Si¢ verliiuft
damit als spezielle .Substrat-Hydrolyse bei sehr unphysiolo-
gischem pH-Wert, bei dem normale Proteine nicht gespalten
werden.

Die Partialproteolysc wurde bei einer Reihe von Proteinase-
lnhibi[oren aufgczeigtllﬁ. 19.33,48.04.74.96.98.100.101.232 134]
und zur Ermittlung der reaktiven Zentren cingesetzt. Das Aus-
mal der Hydrolyse wurde durch analytische Polyacrylamidgel-
Flcktrophorese!*”! oder durch Abspaltung des neuen C-termi-
nalen, basischen Restes P, mit Carboxypeptidase BI®® 100
oder durch Edman-Abbau und quantitative massenspektrome-
trische Bestimmung des ncuen N-terminalen Restes PyHOM
ermittelt, wenngleich die Reversibilitiit der Proteolyse in den
wenigsten Fillen nachgewiesen wurde. Das thermodynamische
Gleichgewicht kann. wie beim Sojabohnen-Inhibitor (Kunijiz)
mit 86 % modifiziertem Inhibitor. weit auf der Seite der offencn
Peptidbindung. aber auch iiberwiegend auf der Seite des nati-
ven Inhibitors wie bei den sekretorischen Pankreas-Inhibitoren
mit ca. 25% Maodifizierung liegent?331,
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Abb. 3. plH-Abhiingigkent der Gleichgewichtskonstanten Kyva = [1*] {1] fiir
das Glewchgewicht der Partialproteolyse von nativem () zu modifiziertem
Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz) (1*) [19]. Verbesserte Daten wurden kiirzlich
vom gleichen Laboratorium publiziert [ 227].
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Als Extremfall ist der Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz)
aus Rinderorganen anzuschen. bei dem eine direkte Modifizie-
rung durch Trypsin bisher nicht nachgewicsen werden konnte.
Nach Kress, Wilsorn und Laskowski, Sr.1'" 21 wird jedoch auch
dieser Inhibitor nach selektiver Reduktion der Disulfidbriicke
Cys'*-Cys*™ am reaktiven Zentrum und an weiteren Peptid-
bindungen hvdrolvsiert (s. Abschnitt 10). Uber den Umweg
ciner Reihe chemischer und enzymatischer Reaktionen konn-
ten Jering und Tschesche!?!3 synthetisch auch einen nur am
reaktiven Zentrum modifizierten Trypsin-Kallikrein-Inhibitor
{Kunitz) darstellen. der auf dircktem Wege durch Partialpro-
teolyse mit Trypsin nicht zugiinglich ist. Dieser synthetische.
modifizierte Inhibitor ist gegeniiber Trypsin aktiv und
erleidet mit katalytischen Mengen Trypsin!?!3! und Chymo-
trypsin!“* ! eine vollstindige Resynthese zu nativem (.virgin™)
Inhibitor.

6. Mechanismen
6.1. Mechanismus der Assoziation

Als Folge der Partialproteolyse entsteht aus dem nativen Inhi-
bitor (1) ein modifiziertes Protein (I*) mit noch voller biologi-
scher Aktivitit, Im Fall des von Luthy. Praissmen, Finkenstadt
und Laskowski, Jr.?"! cingchend studierten Systems B-Trypsin
und Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz) ergeben sich fiir den modi-
fizierten Inhibitor (I*) stark veridnderte Reaktionsgeschwindig-
kettskonstanten fiir die Komplexbildung (L*-»C). Fiir das ther-
modynamische Gleichgewicht der Assoziation von Trypsin
(T) und dem lInhibitor (I oder I*) ist daher im stationiiren
Zustand auch die Komplexbildung von I* zu beriicksichtigen.
Das Gesamtsystem wird daher durch Gl. (1) wiedergegeben!” ™'

k, k k, -
Tial=m——=L = (= L ==T-1 1}
k [ N ko,

Gl. (1) gibt den formalen Minimalmechanismus wieder, bei
dem L. und L* lose assoziierte, nicht .kovalente™ Enzym-Inhi-
bitor-Komplexe (s. Abschnitt 8.4} darstellen. Die Existenz wei-
terer Zwischenstufen ist denkbar. Dic Zwischenstufen 1. und
L* wurden nachgewiesen: fiir die Gleichgewichtskonstanten
Ki=k_;’k; und K, =k k.4 wurden gleiche Werte wahr-
scheinlich gemacht!®”!, withrend flir die analogen Geschwin-
digkeitskonstanten k- und k- sehr unterschiedliche Werte
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bet sehr dhnlicher pH-Abhingigkeit gefunden wurden. Es er-
gab sich eine rasche Einstellung des vorgelagerten Gleichge-
wichts unter Ausbildung der Zwischenstufe L. wobei k_ | >k,
istt®7,

Gl (1) entspricht dem gewdhnlichen Mechanismus fiir die
reversible Substrathydrolyse durch Serin-I1ydrolasen mit dem
cinzigen formalen Unterschied, dafl keine Dissoziation des
Acylenzym-Komplexes unter Wicederfreisetzung des Enzym-
Nucleophils erfolgt, da die Inhibitoren nur cin Reaktionspro-
dukt, den Komplex C, bilden.

Im Cinklang mit diesem Zweistufenprozel der Komplexbil-
dung ist der konzentrationsabhiingige Ubecrgang der Reak-
tionsordnung von zweiter zu erster Ordnung!®”l Auf die vor-
gelagerte lose Anlagerung T+1 X4 1, cine wahrscheinlich dif-
fusionskontrollierte Reaktion zweiter Ordnung, folgt die nicht
diffusionskontrollicrte Komplexbildung L L4C in einer Reak-
tion crster Ordnung. Die Unabhingigkeit der Reaktions-
geschwindigkeitskonstanten zweiter Ordnung fiir dic Asso-
ziation von Trypsin und Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz) von
der Losungsmittelviskositdt veranlaBte bereits Haynes und
Feeney®®! zu der SchluBfolgerung, daB3 der Komplexbildung
kein diffusionskontrollierter Proze3 zugrunde licgt.

Eine Reihe von Indizien spricht fiir dic Allgemeingiiltigkeit
des am System B-Trypsin und Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz)
erarbeiteten formalen Mechanismus. Eine vergleichende Un-
tersuchung mit x-Trypsin!®”! ergab dic gleiche Reaktionsge-
schwindigkeitskonstante erster Ordnung k. fir die Reaktion
L —C wie fiir B-Trypsin. Dic Assoziationskonstante des losen
Michaclis-K omplexes L zwischen «-Trypsin und nativem Inhi-
bitor I ist jedoch um einc GréBenordnung kleiner ais dic
von B-Trypsin: Ki,= 0K, Dieses Lrgebnis entspricht der
geringeren  Stabilitit der Komplexe von x-Trypsin  mit
Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz)!!'¥* 931 Trypsin-Kallikrein-
Inhibitor (Kunitz) aus Rinderorganen!'** und I1ithnerovomu-
coid!' 1. (Weitere kinetische Daten zur Enzym-Inhibitor-
Assoziation finden sich inl!39- 244 2481

6.2. Kinetisch kontrollierte Dissoziation

Bei allgemeiner Giiltigkeit der Gl (1) ergibt sich das gleiche
Produkt, der stabile Enzym-Inhibitor-Komplex C, unabhiingig
von seiner Herstellung aus nativem oder modifiziertem Inhibi-
tor und Enzym. Unter Bedingungen, unter denen eine plotz-
liche Dissoziation des Komplexes erzwungen wird (Kinetisch
kontrollierte Dissoziation) wie rasche pH-Umstellung auf
pH[=21981 oder Eintragen des Komplexes in 6M Guanidi-
niumchlorid!“*" in neutraler L.osung werden die Produkte al-
lein von den relativen Werten der Dissoziationsgeschwindig-
keitskonstanten k - > und k3 bestimmt werden und nicht durch
dic Lage des thermodynamischen Gleichgewichts zwischen
nativem und meodifiziertem Inhibitor. Da die Geschwindig-
keitskonstanten fiir die Reaktion modifizierter Inhibitor
(I*)—nativer Inhibitor (I) im allgemeinen viel héher sind als
fiir die Riickreaktion, ldB3t dic kinetisch kontrollierte Disso-
ziation der Komplexe iiberwiegend nativen Inhibitor erwarten.
Entsprechende Ergebnisse wurden fiir dic kinetisch kontrol-
lierte Dissoziation der Trypsin-Komplexe aus nativem und
modifiziertem Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz) von Finken-
stadr und Laskowski, Jr.'°®L Sealock und Laskowski. Jr!%?)
und fiir dic Dissoziation des Trypsin-Komplexes aus trypsin-
modifiziertem Bowman-Birk-Sojabohnen-Inhibitor sowie fiir
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dic Dissoziation des Chymotrypsin-Komplexes aus chymo-
trypsin-modifiziertem  Bowman-Birk-Sojabohnen-Inhibitor
von Frattali und Steiner!'®! erhalten. In allen Fiillen wurde
iiberwiegend nativer Inhibitor gefunden, obwohl das Gleich-
gewicht in beiden Fillen liberwicgend auf der Seite des modifi-
zierten Inhibitors liegt.

Die Resynthese der gespaltenen Peptidbindung -Py-Pj- im
modifizierten Inhibitor durch Komplexbildung mit anschlie-
Bender kinetisch kontrollierter Komplexdissoziation zeigt, dafl
fiir diese Systeme die Bezichung k ., k; gilt. Daraus folgt
ferner. dafl diec Dissoziationsgeschwindigkeitsk onstanten
Kp=k_.2+kixk ,ctwa der Komplexdissoziationskonstan-
ten k > entsprechen muf.

ks ist einleuchtend, daf3 die kinetisch kontrollierte Resynthese
der gespaltencn Peptidbindung -P,-P/- im modifizierten In-
hibitor z.Z. der beste Nachweis fir das reaktive Zentrum des
Inhibitors ist.

6.3. Enzymatische Austauschreaktion

Durch geschickte Kombination und unter Ausnutzung der
durch die thermodynamischen und kinetischen Konstanten
gegebenen Verhiltnisse gelang Sealock und Laskowski, Jr.193!
in ciner Folge enzymatischer Reaktionen der Austausch des
reaktiven Aminosiurcrestes Arginin-63 im Sojabohnen-Inhibi-
tor (Kunitzydurch Lysin und damit der an homologen Inhibi-
toren bereits wahrscheinlich gemachte Nachweis der prinzi-
picllen Gleichwertigkeit von Arginin und Lysin als Aminosiu-
rereste Py, im reaktiven Zentrum von Trypsin-Inhibitoren.
Entsprechend der schematischen Darstellung (Abb. 4) wird
modifizierter Sojabohnen-Inhibitor (Peptidbindung Arg®?-
[le®* offen) (S¥) mit Carboxypeptidase B unter Verlust der
inhibitorischen Aktivitit in des-Arg®*-modifizierten Inhibitor
(S&) iibergefiihrt. Bei der anschlicBenden Inkubation mit Giber-
schiissigem Lysin und Carboxypeptidase B [Gl. (2)] wird die
thermodynamisch ungiinstige Reaktion des enzymatischen Ly-
sin-Einbaucs mit der thermodynamisch schr begiinstigten
Komplexbildung von wieder aktivem Lys®*-madifiziertem In-
hibitor (S}) [GL. (3)] gekoppelt. Da der des-Arg®?-modifizierte

y . b1, 63 6t N . B B N
“;N-As:'j yr -fAr;-I\ —- T',eu- e HypN-Agp —Tyr-Lys laeq— 7-eu 000
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Abb. 4. Reaktionsschritte im Verlauf der .enzymatischen Austauschreaktion™,
Die relative Grofie der Pfeile kennzeichnet qualitativ die Lage der Gleichge-
wichte[93]. Cpase — Carboxypeptidase : STI = Sojabohnen-Trypsin-Inhibitor:
S, =nativer Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz); S$*% modifizierter Inhibitor:
S& = des-Arg®*-modifizicrier  Inhibitor:  $F - modifizierter. synthetischer
Lys"*-Inhibitor: ¢, = Trypsin-Komplex mit synthetischem 1ys®*-Inhibitor:
Si = intakter. synthetischer Lys®*-Inhibitor.
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Inhibitor (S&) keinc starken Komplexe mit Trypsin bildet,
kann die Kupplung beider Reaktionen und die Gleichgewichts-
verschiebung erzwungen werden [Gl. (4)]. Der synthetische
Lys®3-Sojabohnen-Inhibitor wird in Form des Trypsin-Kom-
plexes (Cy) isoliert und der kinetisch kontrollierten Dissozia-
tion unterworfen. Als Reaktionsprodukt wird ..nativer™ Lys®*-
Inhibitor (Peptidbindung  Lys™3-1le®* intakt) (S) iso-

liCrl[ 18.19.93]

. Cpase B . N
S¢ + Lys < - Sy K-10 *1mol (2
SL+T  ~-—- = C, K =101 mol (3)
Se +~Lys =T — ~ O K=10"| mol (4)

Dic Inkubation des synthetischen Lys®3-Inhibitors mit kataly-
tischen Mengen an Trypsin bei pH =3.75 fiihrte in langsumer
Reaktion zu cinem Inhibitor, der elcktrophoretisch von modifi-
ziertem authentischem Arg®?-Inhibitor nicht zu unterscheiden
warl'?!, Damit scheinen gleiche Werte von Ky fiir die Hydro-
lysc der Peptidbindung -P;-P{- im reaktiven Zentrum von
Lys®3- und Arg®*-Inhibitor vorzuliegen: sic demonstricren
die thermodynamische Gleichwertigkeit von Arginin und Ly-
sin. Die Geschwindigkeiten der Umsetzungen mit Trypsin
sind jedoch nach Beobachtungen von Sealock und Laskowski,
Jr 11993 am Arg®3- und Lys®*-Sojabohnen-Inhibitor und von
Tschesche und Obermeier''°") an homologen Lysin- und Argi-
nin-Inhibitoren des Pankreas (Kazal-Typ) bei Lysin-Inhibito-
ren etwa um den Faktor 10 geringer.

Der enzymatische Arginin«— Lysin-Austausch fiihrt zu homo-
logen Proteinen. wie sic den Genprodukten nach ciner Muta-
tion des Arg®*-DNA-Codons zum Lys®*-DNA-Codon ent-
sprechen wiirden. Die biologische Realisicrung solcher Argi-
nin « Lysin- oder Lysin« Arginin-Mutationen in reaktiven
Zentren der Inhibitoren wurde bei der Sequenzicrung der se-
kretorischen Pankreas-Inhibitoren (s. Abschnitt 8.1) aufgefun-
den und scheint nach den ersten Befunden auch bei den sckre-
torischen Iso-Inhibitoren der Schnecke!®#! und der Gartenboh-
nel*'%innerhalb einer Spezies aufzutreten. Um diese Analogie
zwischen biologischer Mutation und enzymatischer Aus-
tauschreaktion drastisch zu betonen, prigte Laskowski. Jr.
hierflir (mit allen Vorbehalten) den Terminus ..cnzymatische
Mutation™!*%1.

Das gleiche Reaktionsschema wurde von Leary und Laskowski,
Jr210 202 ayeh zum enzymatischen Austausch von Arg®?
gegen Trp®? angewandt, indem des-Arg®?*-modifizierter Inhibi-
tor (S&) mit tiberschiissigem Tryptophan und Carboxypeptida-
se A in Gegenwart von Chymotrypsin inkubiert wurde. Nach
kinetisch kontrollierter Dissoziation des Chymotrypsin-Kom-
plexes wurde neben des-Arg®?-modifiziertem Inhibitor auch
nativer Trp®3-Sojabohnen-Inhibitor isoliert, der Chymotryp-
sin stark hemmt (s. Abschnitt 5.1).

7. Chemische Modifizierung

Chemische Modifizierungen an den reaktiven Seitenketten
bifunktioncller Aminosiuren von Inhibitoren sind in groler
Zahl zum Studium der Assoziation und zur Ermittlung des
reaktiven Zentrums cingesetzt worden. Einige Beispicle sollen
die Moglichkeiten dieser Methode erldutern (s. auch !'%),
Dic Entfernung der positiven Ladung von der Scitenkette
des basischen Aminosiurerestes Py im reaktiven Zentrum von
Lysin-Inhibitoren durch Desaminicrung inaktiviert den Tryp-
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sin-Kallikrein-Inhibitor aus Rinderorganen, wic wir fanden,
nicht!'¥8] im Gegensatz zu friiheren Angaben!!®”]. Der reine
Ladungsverlust ohne zusitzlichen sterischen Effekt schlieBt
die ionische Wechselwirkung der Seitenkette mit der negativen
Ladung von Asp!#°"lin der Spezifititstasche des Trypsins!!®%
aus.

Sterische Effekte, wie die Verldngerung der Seitenkette
des basischen Restes P, (um ca. 1.5 /o\), scheinen aber auch
bei Erhaltung der positiven Ladung die Aktivitiit zu verringern,
wie nach Havnes und Feeney aus der verminderten Aktivitit
ciner Reihe von guanidinierten Lysin-Inhibitoren hervorzuge-
hen scheint!®9! Tierzu im Widerspruch stehen allerdings die
Befunde von Kassell und Chow!!!'"! iiber die Guanidinierung
(und Amidinierung) des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Ku-
nitz) aus Rinderorganen.

Eine kombinierte Seitenketten-Entladung und -Vergroflerung
wird durch Acylicrungsreagenticn wie Maleinsiiurcanhydrid
oder Citraconsidurcanhydrid bei Lysin-Inhibitoren und durch
Dicarbonylreagentien wie Butandion. Cyclohexandion oder
Phenylglyoxal bei Arginin-Inhibitoren erreicht und fithrt zu
ihrer Inaktivierung!®?-'''1 Das Verfahren wurde von Fritz
etal' 'Y zur Klassifizierung einer grofien Zahl von Inhibitoren
indie Gruppen der Lysin- oder Arginin-Inhibitoren verwendet
und hat sich zur raschen Orientierung allgemein bewiihrt.
Mit dieser Methodik bestimmten Kowalski und Laskowski,
Jrd13 kiirzlich auch die Konstante Kyyg=[I*]/[1] (s. Ab-
schnitt 5.2) bei modifizierten Inhibitoren. da dic Acylicrung
der neugebildeten x-Aminogruppe am Rest Py den modifizier-
ten Sojabohnen-Inhibitor und wahrscheinlich modifizierte
Protcinase-Inhibitoren allgemein inaktiviert. Die Anwendung
dieses Verfahrens bei Lysin-Inhibitoren setzt allerdings deren
vorherige Guanidinierung voraus.

Wie erstmals Chauret und Acher!®?! bei der Ermittlung des
reaktiven Zentrums (Lys!'®-Ala'®) des Trypsin-Kallikrein-1n-
hibitors (Kunitz) durch Polyalanylierung mit dem N-Carb-
oxyanhydrid von pL-Alanin zeigten, lassen sich im Trypsin-In-
hibitor-Komplex die Lysinreste 26.41 und 46 mit Acylicrungs-
mitteln umsetzen, ohne daB3 der Komplex hierdurch zu Disso-
ziation gezwungen. der Lysinrest 15 (Py) gleichfalls partiell
oder vollstindig acyliert undysoder der wiedergewonnene sub-
stituicerte Inhibitor desaktiviert wird. Unter Ausnutzung dieser
hohen Komplexstabilitiit gelang es Fritz, Schult. Meister und
Werle!''3) sowie Tschesche. Jering und Schorp!''*), acylicrte
aktive oder reaktivierbare Derivate des Trypsin-Kallikrein-
Inhibitors (Kunitz) darzustellen, die bei gleicher biologischer
Aktivitit und Spezifitidt ein vollig verindertes physiologisches
Verhalten im Kreislauf (Nierengéngigkeit etc.!) sowie andere
physikalisch-chemische Konstanten (Isoelektrischer Punkt
u.a.) aufweisen.

Durch o-Nitrierung von Tyrosinresten in unmittelbarer Nach-
barschaft zum reaktiven Zentrum -P,-Pj- im freien Inhibitor
und im Inhibitor, der im Komplex fixiert ist, LBt sich deren
sterische Zugénglichkeit und damit ithre maogliche Maskierung
ermitteln. Damit kann die GroBe der Kontaktstelle abge-
schiitzt werden. insbesondere, wenn dicse I'rgebnisse durch
spektrophotometrische Titrationen und pK-Wert-Bestimmun-

[*] Die Aminosduren im Trypsin wurden wic im Chymotrypsinogen A nume-
riert: s. K. A, Wulsh u. H. Newrath, Proc. Nat. Acad. Sci. USA 52, 884
11964): 0. Mikes, V. TomaSek. ¥, Holeysorsky u, F. Sorm. Biochim. Biophys.
Acta [{7. 281 (19660): B. S. Hartley u. D. N. Shotton in P. D. Boyer: The
Enzymes. Academic Press, New York 1971, Bd. 3. 3. Aull.. S. 323,
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gen der entsprechenden o-Nitrotyrosine fiir den freien und
den im Komplex gebundenen Inhibitor ergiinzt werden!®2-193),
Da die Kontaktstelle im allgemeinen nur wenige Aminosiure-
reste des reaktiven Zentrums umfafit. wird versténdlich, daB
die biologische Aktivitidt durch Entfernung einiger Reste vom
N-Terminus nicht beeinfluBt wird, solange dadurch nicht die
Reststruktur verandert oder das reaktive Zentrum direkt abge-
baut wird. Guanidinierter Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Ku-
nitz) ist nach Kassell und Chow!''® nach Edman-Abbau des
N-terminalen Tripeptids voll aktiv. Das gleiche gilt fiir den
sekretorischen Pankreas-Inhibitor 1 vom Schwein, dessen
Aktivitat nach Abspaltung des N-terminalen Tetrapep-
tids!4+ 431151 oder Pentapeptids!®®! nicht verlorengeht.

8. Struktur der Proteinase-Inhibitoren

8.1. Aminosiuresequenzen und Homologien

Die Aufklirung der Primirstruktur des therapeutisch beson-
ders interessanten Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz) aus
Rinderorganen (Abb. Sa) erfolgte durch Kassell und Las-
kowski. Sr.''®! und wurde von Chauret und Acher!*'™l von
Dlouhd. Pospisilora, Meloun und Sorm'' '8! sowie von Anderer
und Hérnle!''®! (Kallikrein-Inaktivator®®! aus Rinderlunge
mit Asn®® anstelle von Asp®®) bestiitigt.

Bemerkenswert ist die iiber 40-proz. Homologie zum Rinder-
colostrum-Inhibitor, dessen Sequenz Cechovd, Jondkord und
Sorm!3% aufklirten (Abb. 5b): er enthilt zusitzlich neun Ami-
nosiuren sowie einen Glykoproteinanteil. Die Gene beider
Inhibitoren weisen offensichtlich einen gemeinsamen phyloge-
netischen Ursprung auf. obwoht der Colostrum-Inhibitor als
sekretorisches Protein anzusehen ist. der homologe Trypsin-
Kallikrein-Inhibitor jedoch nur gewebsstindig intrazelluldr
vorkommt und in vielen Rinderorganen gefunden wurde. Wah-
rend Colostrum-Inhibitoren wahrscheinlich bei vielen Sauge-
tieren vorkommen und sich bisher beim Rind und
Schwein!”7 1791 nachweisen lieBen, wurde der Trypsin-Kalli-
krein-Inhibitor bisher nur bei einer begrenzten Zahl von Wie-
derkéduern (Rind und Schaf) gefunden.

Von Tschesche und Dietl!?'*-2'31 wurde die Aminosiure-
sequenz des Isoinhibitors K aus der Weinbergschnecke
(Helix pomatia, Abb. Sc) aufgeklirt, der iiberraschenderweise
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Abb. 6. Gegeniiberstellung der vollstindigen kovalenten Strukturen a) des
Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz) vom Rind [116-119] und b) des sekre-
torischen Trypsin-Lnhibitors (Kazal) aus Rinderpankreas [91. 134. 135]. Das
Sternchen kennzeichnet das reaktive Zentrum. Die Disuifidbriicken des
Trypsin-Kallikrein-Inhibitors wurden von Kassell und Laskowski. Sr. [116]
aufgeklirt und von Anderer und Hérnle [119] am Inhibitor aus Rinderlunge
bestitigt. die des sekretorischen Trypsin-Inhibitors von Guy. Shapanaka und
Greene [134. 135] aufgekliirt und von Tschesche und Schneider [92. 136] am
Inhibitor vom Schwein bestitigt.
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Abb. 5. Homologic in den Aminosiuresequenzen a) des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (K unitz) vom Rind [ 116-119]. b) des Trypsin-In-
hibitors aus Rindercolostrum { 50] und ¢) des Isoinhibitors K aus Schnecken ¢ Helix pomatia ) [214. 215]. Das Sternchen kennzeichnet
das reaktive Zentrum. Weitere zu diesen Inhibitoren homologe Proteine wurden kiirzlich aufgeklart: d} Schlangengifi-Toxine 1
und K (aus Dendroaspis polylepis) von Strydom [235]. ¢) Schlangengift-Proteinase-Inhibitor 11 (aus Vipera russelli} von Tukahashi,

Iwanaga. Hokama, Suzuki und Kitawaga [236]. f) Proteinase-inhibitor aus Ei
al. [ 237] (Partialsequenz).
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Abb. 7. Homologie in den Aminosiuresequenzen der sekretorischen Pankreas-Inhibitoren a) vom Schwein {Inhibitor I) und b) vom Schaf [92). Das
Sternchen kennzeichnet das reaktive Zentrum. Der Inhibitor vom Schaf erwies sich in der Aminosduresequenz als identisch mit dem Rinderinhibitor

[917 (Abb. 6b) bis auf Ala*?
luhibitor.

den gleichen Grad an Homologie mit dem Trypsin-Kallikrein-
Inhibitor (Kunitz) des Rindes aufweist wie der Rindercolo-
strum-Inhibitor. Diese Ubereinstimmung trotz der groBen
phylogenetischen Entfernung von Rind und Schnecke spricht
fiir ein gemeinsames Ursprungsgen dieser Inhibitoren mit be-
sonders breiter Spezifitit.

Es ist ferner bemerkenswert, daf der Trypsin-Kallikrein-Inhi-
bitor vom Rind (Abb. 64) keinerlei Homologie mit dem sekre-
torischen Rinderpankreas-Inhibitor (Kazal) aufweist (Abb.
6b), dessen Sequenz Greene, Giordano und Bartelt'®!) aufkliir-
ten. Diese Tatsache unterstreicht die generellen Unterschiede
in der physiologischen Funktion beider Inhibitoren, die sich
auch in unterschiedlichen Spezifititen, im Hemmverhalten
und den Orten ihrer zelluliiren Biosynthese widerspiegelt.

Die Primérstrukturen der Pankreas-Inhibitoren vom Schwein
(I, Abb. 7a, und II) wurden von Tschesche und Wach-
tert*3-115- 1200 gufgeklirt und von Bartelt und Greene!'?" be-
stiitigt. Hochstrasser und Werle et al.??-12?) sowie Tschesche
und Obermeier!®* ermittelten die Sequenz des [nhibitors vom
Schaf (Abb. 7b). Ein Vergleich aller bisher aufgeklirten Struk-
turen ermoglicht eine erste Ubersicht iiber die invarianten
und die durch den Austausch einzelner Aminosiduren variablen
Sequenzbereiche. Der hohen Variabilitdt am N-Terminus ent-
spricht die Unwichtigkeit dieses Sequenzstiickes fiir die biolo-
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Abb. 9. Volistindige kovalente Struktur des Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitors aus Sojabohnen (Kunitz) [126. 240.
241]. Das Sternchen kennzeichnet das reaktive Zentrum.
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.dem Ser beim Rind entspricht. Ahnllth weitgehende Homologien zeigt nach Greene und Bartelt [238] auch der menschliche

gische Aktivitdtlt+ 45-66.92.1231 ynd fiir die richtige Faltung
und Renaturierung nach Reduktion und Reoxidationt'?%!. Die
bemerkenswerte Arg'8«sLys!®-Mutation im reaktiven Zen-
trum fir den Rest P, wurde bereits erwahnt (s. Abschnitt
5.1): sonst ist in diesem Bereich (Reste 15--28) und im C-termi-
nalen Teil {Reste 44-56) kein Aminosiureaustausch zu beob-
achten.

@ QO OOOR

@@ N6
(@@, 6o @@ by @
f“’ O®

Ala
O¢

Abb. 8. Vollstindige kovalente Struktur des Inhibitors aus Ascaris lumbricoides
nach fnduni [137].
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Abb. 10. Homologie in den Aminosiuresequenzen a) des Sojabohnen-Inhibitors (Bowman-Birk) [ 128] und b) des Trypsin-Chymotry psin-Inhibi-
tors TV aus Limabohnen [130]. Das Sternchen markiert das anti-tryptische (), das Kreuz (+) das anti-chymotryptische Zentrum. Im
Bowman-Birk-Inhibitor sind die Teilsequenzen Ala'? bis Cys?* mit Ile*® bis Cys*! homolog, im Limabohnen-Inhibitor IV dic Teilsequenzen

Cys?? bis Cys** mit Cys®° bis Cys®!.

Die Sequenz eines von Portmann und Fraefell!? (vgl. P}
aus Schweineascariden isolierten Trypsin-Chymotrypsin-Inhi-
bitors (66 Aminosiduren) wurde von Fraefel und Acher!!2%
(Abb. 8) aufgeklirt. Groflere Homologien mit den bisher
genannten tierischen Inhibitoren sind bis auf die Teilsequenzen
Thr-Tyr-Gly-Gly-Cys-Glu (Reste 37-42) im Rindercolostrum-
Inhibitor und der dhnlichen Sequenz Thr-Lys-Gly-Gly-Cys-
Glu (Reste 12-17) im Ascaris-Inhibitor nicht feststellbar.

In der letzten Zeit sind auch eine Reihe von Primérstrukturen
pflanzlicher Inhibitoren ermittelt worden. Die volistindige
Sequenz des Sojabohnen-Inhibitors (Kunitz) (181 Aminoséu-
ren) wurde von Koide, Tsunasawa und Ikenakq''?6-240.2411
bestimmt (Abb. 9). Sie weist interessanterweise keine Homolo-
gien zum zweiten Inhibitor aus der Sojabohne, dem Bowman-
Birk-Inhibitor!*?™ (71 Aminosiuren), auf, dessen Sequenz
Odani, Koide und Ikenaka''?®! aufklirten (Abb. 10a). Zu die-
sem Inhibitor finden sich aber im Trypsin-Chymotrypsin-
Inhibitor aus der Limabohne!!2°1(84 Aminosiuren) weitgehen-
de Homologien (Abb. 10b). Die Sequenz des Limabohnen-
Inhibitors wurde von Tan und Stevens% 13°! ermittelt und
weist die Besonderheit auf, zwei homologe Sequenzbereiche
innerhalb der einstrangigen Polypeptidkette zu enthalten, von
denen der eine Bereich das anti-tryptische, der andere das anti-
chymotryptische Zentrum enthdlt®?. Aus diesem Befund
wurde die Hypothese abgeleitet, dal3 dieser ,,double headed®
Inhibitor mit zwei unabhingigen reaktiven Zentren durch
Genduplikation und divergente Evolution entstanden sein
konnte. In dieser Hinsicht ist es bemerkenswert!'?%], daB ghn-
liche Teilsequenzen wie Lys-Ser-Asn-Pro-Pro-Gln-Cys-Arg
(Reste 16-23) im Bowman-Birk-Sojabohnen-Inhibitor (Abb.
10a) und Lys-Ser-Ile-Pro-Glx-Cys-Arg (Reste 28-35) im
Limabohnen-Inhibitor (Abb. 10b) auch in der Sequenz des
ErdnuB-Inhibitors (Arg-Ser-Asx-Pro-Pro-Glx-Cys-Arg) vor-
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kommen (Hochstrasser, Ilichmann und Werle!33-1311) obwohl
die Gesamtsequenz sich sonst deutlich von der der beiden
anderen Inhibitoren unterscheidet. Die Vermutung, daB diese
Regionen von besonderer Bedeutung fiir die anti-tryptische
Aktivitdt sind, bedarf noch der Bestitigung. Bei sonst groBer
Unterschiedlichkeit finden sich auch dhnliche Sequenzbe-
reiche im ErdnuB-Inhibitor (Ala-Pro-Pro-Tyr-Phe-Glx-Cys,
Reste 23-29) und im Inhibitor aus Maissamen (Leu-Pro-Pro-
Leu-Glx-Lys-Thr-Cys, Reste 26-33), der gleichfalls von Hoch-
strasser, Illchmann und Werlet33- 1321 bearbeitet wurde.

8.2. Kovalente Strukturen

Die vollstindige kovalente Struktur wird bestimmt durch die
Querverkniipfungen der Polypeptid-Hauptkette durch die Di-
sulfidbriicken. Die drei Cystinreste im Trypsin-Kallikrein-In-
hibitor (Kunitz) verbinden die Positionen 5 und 55, 14 und
38 sowie 30 und 51t116-1191 (Abb. 6a), die drei Cystinreste
der sekretorischen Pankreas-Inhibitoren (Kazal-Typ)die Reste
9 und 38, 16 und 35 sowie 24 und 56!°2- 1331361 (Abb, 6b),
withrend die fiinf Briicken des Ascaris-Inhibitors die Positionen
5 und 28, 16 und 44, 19 und 58, 21 und 38 sowie 43 und
6411371 (Abb. 8) miteinander verkniipfen. Im Sojabohnen-Inhi-
bitor (Kunitz) werden die Reste 39 und 86 sowie 136 und
14511381 dyrch zwei Disulfidbriicken miteinander verbunden
(Abb. 9). Die kiirzlich aufgekldrte Struktur des Trypsin-
Chymotrypsin-Inhibitors (Bowman-Birk) aus Sojabohnen
(,double headed“-Inhibitor, s. Abschnitt 9) wird von sieben
Disulfidbriicken fixiert, die die Halbcystinreste 8 und 62,9 und
24,12 und 58, 14 und 22, 32 und 39, 36 und 51 sowie 41 und
49 miteinander verbinden!2391",

[*] Eine Abbildung dieser interessanten Struktur lieB sich im Rahmen der
Korrektur leider nicht mehr aufnehmen.
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Die biologische Aktivitit der Proteinase-Inhibitoren wird bei
vollstiindiger Reduktion der Disulfidbriicken zerstort, in der
Regel jedoch bei schonender Reoxidation zuriickgewon-
nenlt!9-92.123)

Dic wenigen Daten im Zusammenhang mit vollstiindigen ko-
valenten Strukturen und Angaben {iber dic Lage des reaktiven
Zentrums gestatten nur vorsichtige Aussagen. Die Hypothese
von Ozawa und Laskowski, Jr.'®% dal dic reaktive Peptidbin-
dung -P-P}- in cinem iiber cine Disulfidbriicke geschlossenen
Ring (.disulfide loop™) als ..cyclisches Substrat™ vorliegt. wird
vonden Strukturen des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz)
(P,-P; =Lys'5-Ala'®l?l der sckretorischen Pankreas-Inhibi-
toren (Kazal-Typ) (Py-P) =Arg/Lys!®-lle! 911 0+.92.1001) ynd
des Sojabohnen-Inhibitors (Kunitz) (P-Pj = Arg®*-1le®+1¥8])
gestiitzt und diirfte auch fiir den Ascaris-Inhibitor gelten, fiir
den das reaktive Zentrum noch nicht ermittelt wurde. Im
Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor (Bowman-Birk) licgen so-
wohl das tryptische als auch das chymotryptische Zentrum in
cinem disulfid-verbriickten Ring. Beide Molekiilteile konnten
durch Pepsinspaltung der Bindung Asp®°-Phe?” und Brom-
cyanspaltung der Bindung Met?’-Arg?® von Oduni und
Tkenaka'?*°! in je einen (.single headed™. s. Abschnitt 9)
Trypsin-Inhibitor und ecinen Chymotrypsin-Inhibitor gc-
trennt werden. Die bislang als Ausnahmen betrachteten
Serum-Inhibitoren x,-Antitrypsin und x,-Antichymotryp-
sin!*®l bei denen zunichst kein Cystin festgestellt werden
konnte, weisen wahrscheinlich ebenfalls cine Disulfidbriicke
aufl20+],

Das anti-tryptische Zentrum liegt bei allen bislang sequenzier-
ten Trypsin-Inhibitoren im N-terminalen Teil der Polypeptid-
kette, der dann noch iiber cine Disulfidbriicke zum Ring ge-
schlossen wird. Die Annahme ecrscheint nicht unbegriindet,
daB der C-terminale Teil sich parallel oder antiparallel zu
Teilen dieses Ringes anordnet und durch B-struktur-idhnliche
Wasserstoffbriicken die fiir das reaktive Zentrum erforderliche
starre Konformation fixiert, die auch in den kleinen Werten
der Hydrolysekonstante Kyyg zum Ausdruck kommt. Eine
solche Bauweise lieBe sich aus der kovalenten Struktur der
sekretorischen Pankreas-Inhibitoren und der beiden Molekiil-
teile des Sojabohnen-Inhibitors (Bowman-Birk) herleiten
und wurde durch Rontgen-Strukturuntersuchungen fir den
Trypsin-Kallikrein-Inhibitor nachgewiesen!! 391491,

8.3. Raumstruktur des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz)

Dic dreidimensionale Struktur des Trypsin-Kallikrein-Inhibi-
tors (Kunitz) wurde durch dic erste Rontgen-Kristallstruk-
turanalyse cines Inhibitors mit ciner Auflésung von 2.5A von
Huber, Kukla, Rithlmann, Epp und Formanek!'3°! qufgeklirt.
Das Molekiil zeigt cine birnenformige Gestalt mit ciner Linge
von 29 A und cinem maximalen Durchmesser von 19A (Abb.
11. vel. Abb. 5a und 6a). Diec Form wird bestimmt durch
cine doppelstriingige. antiparallele Faltblattstruktur, dic von
den Resten Ala'® bis Gly*® gebildet wird und die um nahezu
180 verdrillt ist. Die beiden antiparallelen Striinge werden
an der Spitzc des Molekiils von der Disulfidbriicke Cys'?-
Cys** zusammengehalten. Das Segment der Reste Cys?* bis
Sert” kreuzt die Faltblattstruktur bei Phe*?, welches durch
Wasserstoffbriicken tiber scinen Carbonylsauerstoff und sein
Stickstoffatom an Tyr?' gebunden ist, so daB cin kurzes Stiick
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Abb. 11. Projektion des Raumstrukturmodells vom Trypsin-Kallikrein-Inhibi-
tor (Kunttz) [ 139]. Angegeben ist die Lage der x-Kohlenstoffatome der Peptid-
kette. @ . Schwefelatome der Disulfidbriicken, @ = Lys’*.

ciner dreistridngigen B-Struktur entstcht. Eine weitere Wasser-
stoffbriicke vom Carbonylsauerstoff von Thr!'! zum Stickstoff
von Gly?¢ fixiert in Form ciner parallelen Faltblattstruktur
den N-terminalen Teil der Hauptkette. Zwei Segmente ciner
Polyprolin-1I-Helix werden von den Resten Arg?? bis Lys*!
sowie Glu™ bis Tyr'? gebildet. Darin enthalten ist die Sequenz
Pro®-Pro?, die offensichtlich dic Ausbildung dieser Struktur
begiinstigt!!*?. Die Disulfidbriicke Cys3“-Cys*' bindet drei
Windungen einer 2-Helix des C-Terminus an die Faltblatt-
struktur, wihrend dic Briicke Cys*-Cys®? cin verzerrtes helica-
les Segment der Reste Asp® bis Glu’, das keine Wasserstoff-
briicken ausbildet, nahe dem N-Terminus fixiert.

Das Molekiilinnere wird von hydrophoben Resten. vornechm-
lich von Phenylalanin und Cystin, ausgefiillt. Fast alle hydro-
philen Reste liegen an der Oberfliche und weisen in das
umgebende Losungsmittel. Alle negativen Ladungen sind an
der Molekiilbasis angeordnet, withrend die positiven Ladun-
gen konzentriert an der ,Spitze™ des Molekiils erscheinen;
dort befindet sich das rcaktive Zentrum (Lys'®-Ala'®). d.h.
dic Kontaktstelle mit den Proteinasen. Der Inhibitor weist
damit ein groBes Dipolmoment auf, das moglicherweise die
richtige  Orienticrung gegeniiber der Proteinase erleich-
lCrlI 140, I-Ll].

Wie jiingste Ergebnisse der Struktur-Verfeinerung von Deisen-
hofer und Steiyemann!'*91 bei ciner Auflésung von 1.5 A erken-
nen lassen, ist die Peptidbindung Lys'*-Ala'® gespannt. Sie ist
bereits in Richtung auf eine tetraedrische Anordnung ver-
formt und nicht mehr eben.

8.4. Struktur des Komplexes C

Erste Modelluntersuchungen zur riumlichen Struktur des
Komplexes C aus Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz) und
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Chymotrypsin nahmen Blow, Wright, Kukla, Riihlmann, Steige-
mann und Hubert'*!-1*2 yor. Von Stroud, Kay und Dicker-
son1*3 stammen Betrachtungen iiber die Einlagerung des
Inhibitors am Modell des Trypsins.

Die Rontgen-Struktur des kristallisierten Komplexes kldrten
Riihimann, Kukla, Schwager, Bartels und Huber!!®8) mit einer
Auflésung von 2.8 A auf. Sie ist dem Vorschlag, der aus den
Strukturen der Komponenten vorhergesagt wurdel'#!- 142 au-
ferordentlich dhnlich.

Tabelle 1. Wasserstoffbriicken zwischen dem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor
(Kunitz) und Trypsin (die Aufstellung nach [142] aus Modelluntersuchungen
am Inhibitor und a-Chymotrypsin wurde nach den Ergebnissen der Rontgen-
Strukturanalyse des Komplexes aus [nhibitor und Trypsin nach [198. 242]
korrigiert).

Beteiligte Aminosiuren {und Atome)

[nhibitor Enzym

Pro'*1COj) Gly**® (NH)

Lys'$ (CO) Ser!S (NH), Gly'**(NH)
Lys'* (NH) Ser?!* (CO)

Lys'* (&-NH,) Asp'¥*(B-CO)
Cys**{CO) Gln'? (CONH )

Argt” (NH) Phe*' (CO)

Arg!” (NH C(NHINH ,) His*® (CO)

Arg®® (NH C(NH)NH,} Asn®? (CO)

Die Peptidbindung Lys!3-Ala'® des Inhibitors liegt im Kom-
plex am katalytisch aktiven Zentrum des Enzyms, wobei der
Inhibitor die Enzymoberfliche vollstindig bedeckt und die
Seitenkette von Lys!® in die Spezifititstasche des Enzyms

sind auf die ndhere Umgebung der katalytisch aktiven Reste
Ser!®®, His®” und Asp!®? des Enzyms! beschriinkt. Wasser
wird aus dieser Kontaktregion vollstindig ausgeschlossen. Die
meisten Kontakte werden von den flexiblen Seitenketten der
Reste Lys'®. Ala'®, Arg'” und Arg*° vom Inhibitor zu Teilen
des Enzyms hergestelit, von denen bekannt ist, daB Amino-
sduresubstitutionen zwischen Trypsin und Chymotrypsin be-
sonders konservativ sind"™. Die Einlagerung der Lysinseiten-
kette in die Spezifitdtstasche des Trypsins ist begiinstigt, weil
die Moglichkeit zur lonenpaarbildung zwischen der e-Amino-
gruppe von Lys!® und dem B-Carboxylat von Asp!'#® besteht,
doch kann auch Chymotrypsin Lysin einlagern, obwohl es statt
Asp'®? Ser'®® aufweist!+2-198] Es wird angenommen, dal
in der Bindungstasche von Chymotrypsin noch Raum fiir
Wassermolekiile ist, die bei der Dispersion der positiven La-
dung von Lys'® helfen k&nntent!*?! (vgl. Abschnitt 9).

Nach Entstehung des losen Michaelis-Komplexes L oder L*
aus Enzym und Inhibitor erscheint die Ausbildung einer Acyl-
enzym-Zwischenstufe mit kovalenter Verkniipfung von En-
zym und Inhibitor wie bei der normalen Substrathydrolyse
sterisch moglich, da die Peptidbindung Lys!®-Ala'® (P;-P})
genau wie die eines hydrolysierbaren Substrates in Kontakt
mit den katalytisch aktiven Resten Ser'®* und His®? gebracht
wird!**#. Demnach kénnte die Peptidbindung P,-P} angegrif-
fen werden. Fiir eine derartige Reaktion bei der Inhibitor-En-
zym-Wechselwirkung spricht die Partiaiproteolyse (s. Ab-
schnitt 5.2) dieser Peptidbindung bei einer Reihe von Proteina-
se-Inhibitoren. Die grundlegende Frage nach der molekularen
Struktur des Komplexes C konnte durch die Rontgen-Struk-

Tabelle 2. Art und Zahl der Wechselwirkungen zwischen dem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz) (PTI} und
Trypsin nach den Réntgen-Strukturdaten des kristallisierten Komplexes [242]. C =kovalente Bindung, H = Wasser-
stoffbriicke, V = van-der-Waals-Wechselwirkung, CT = Charge-transfer-Wechselwirkung, S=Salzbriicke.

PTI Thr'! Gly!'? Pro!* Cys'* Lys!'® Ala'® Arg'” lle!* val® Tyr*® Gly** Giy®’ Cys*® Arg®

Trypsin

Tyr®
His*®
Phe*!
Cys*?

His>”
Cys*®
Tyr®?
Lysv‘d()
Ser”®
Asn®’
Thr"®
Leu””

Tyri5l
Glnt**
Asplﬁ‘)
Serl‘)ﬂ
Cysl‘)l
Gin!®? H? HY.V
Gl 143
>
Ser!?s

Serl 14

Tyrzls \Y
Gly“" H,V

A%
H
\4 HV V
A%
v v v A% A%
v
\
H.V
A%
A% A
V,CT A%
H
S
H, V
A%
v v
HV V A%
H
CLV, V
H
H
Vv v

eingelagert ist. EIft?42! Wasserstoffbriicken und iiber 200 van-
der-Waals-Kontakte zwischen Trypsin (oder Chymotrypsin)
und Inhibitor erscheinen moglich (Tabellen 1 und 2). Diese

[*] Siehe FuBnote in Abschnitt 7.

[**] ..Konservativ* bedeutct hier, daB der Charakter der Aminosiuren (hy-
drophil. hydrophob) erhalten bleibt und dafl keine Substitutionen durch
Mutation stattfinden.
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turanalyse des Komplexes aus Trypsin und Trypsin-Kalli-
krein-Inhibitor (Kunitz)!'°® vorliufig beantwortet werden.

Diecser Komplex ist ein Addukt mit tetraedrischem Zwischen-
zustand und ciner Geometrie der Lys-Ala-Peptidbindung
zwischen tetraedrischer Koordination am Carbonylkohlen-
stoff und planarer Anordnung. Als Alternativen standen cine
Stabilisicrung nur durch Nebenvalenz-Wechselwirkungen
oder eine Struktur als Acylenzym-Komplex zur Diskussion.
Nach Birktoft und Blow!!”?} sowie Henderson''**! unterschei-
den sich natives und acyliertes Chymotrypsin eindeutig in der
Position des B-Sauerstoffs von Ser'”*, der im Acylderivat um
120" um die C,-Cg-Achse in eine ,gebundene™ Position ge-
dreht ist. Aus der Rontgen-Strukturanalyse des Komplexes er-
gibt sich eindeutig eine ,,gebundenc™ Position dieses Atoms.
entsprechend einer Situation mit kovalenter Bindung zwi-
schen ihm und dem Carbonylkohlenstoff von Lys'® (P,) vom
Inhibitor. Der Abstand des B-Saucrstoffs von Ser'”® zum
Carbonylkohlenstoff von Lys!® betriigt im Mittel 2.3 A und
ist damit ldnger als cine kovalente Bindung. Er begiinstigt
aber eine starke Wechselwirkung des Serin-Nucleophils mit
dem elektrophilen Zentrum, dem Carbonylkohlenstoff von
Lys'?. Zwischen den Resten P,-P| (Lys'*-Ala'®) (I)!"! besteht
im Komplex noch die kovalente Peptidbindung!!*%1.

Die tetraedrische Anordnung wird durch die Wasserstoffbriik-
ke zwischen N#*2 von His*” (F) und der Hydroxygruppe von
Ser!?? stabilisiert!!¥%l. Dieses Strukturmerkmal ist im Ein-
klang mit dem Transfer des Hydroxyprotons von Ser'®® auf
His®" bei der Ausbildung des tetraedrischen Adduktes!29!L
Dic Lagedes N®2von His®” im Komplex gestattet dic Rotation
des B-Sauerstoffs von Ser!'®® aus der ,nativen Position” in
die ,gcbundene Acylposition™, ohne dafl der O- -N-Kon-
taktabstand sich um mehr als 0.3A dndert. So bleibt die
Wasserstoffbriicke iiber den kovalent gebundenen Saucrstoff
als starken Protoncnacceptor erhalten, aber die Encrgie des
Ubergangszustandes der Reaktion zum Komplex C wird er-
nicdrigt (Abb. 12)17981,

Dic Entfernung von 4.1A zwischen dem Amidstickstoff der
~Substrat-Austrittsgruppe™ von Ala'® (1) und N#2 von His®’
(E) verhindert ebenso wie die ungeeignete Orientiecrung des
Imidazolringes den direkten Protonentransfer!***! und damit
die Ausbildung der Acylenzym-Zwischenstufe!' °® 242} Es wiire
cine strukturelle Umorientierung des Imidazolringes mit Rota-
tion um die C,-Cy- und dic Cy-C,-Achse erforderlich, um
den £2-Stickstoff ndher an den Amidstickstoff von Ala'® (I)
heranzubringen. Hierzu ist dic Schwiichung der Wasserstoff-
briicken zwischen dem B-Sauerstoff von Ser!'®*® (E) und N®?
von His®” sowic zwischen N3' von His*” und dem B-Car-
bonylsauerstoff von Asp'”? (L) erforderlich!' *®l. Die tetraedri-
sche Struktur des Komplexes wird durch zwei weitere Wasser-
stoffbriicken zwischen Enzym und Inhibitor (s. Tabelle 1)
sowic dic Wasserstoffbriicke vom Amidstickstoff von Ala'®
(I) zum Carbonylsauerstoff von Gly*® (1) stabilisiert. Letztere
Wasserstoffbriicke gehort zur verdrillten Faltblattstruktur des
Inhibitors!!?! (s. Abschnitt 8.3).

Dic Inhibitorkette von Tyr*® bis Cys*® und die raumerfiillende
Disulfidbriicke Cys!*-Cys?*® schlielen Wasser vollstindig von
der Kontaktstelle der Enzymoberfliche aus und stabilisieren
derart dic Wasserstoffbriicken. Bei Ausbildung der Acylenzym-
Zwischenstufe unter Spaltung der Peptidbindung zwischen

[*] E=Enzym. I=Inhibitor.
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Abb. 12, Gegeniiberstellung der Atomanordnungen der katalytisch aktiven
Reste Asp'"2 His®” und Ser'”® vom Trypsin (zur Numerierung s. Fuinote
in Abschnitt 7) und der Reste Lys'*-Ala'® (P,-P}) vom rcaktiven Zentrum
des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz) im Komplex. a) Hypothetische
Anordnung im Modell eines Komplexes aus Trypsin und nativem, unveridnder-
tem Inhibitor. b) Anordnung ermittelt aus der Réntgen-Kristallstrukturanaly-
sc [198] mit tetraedrisch koordiniertem Carbonylkohlenstoff von Lys'* vom
Inhibitor. O=C. ®=0. @--N.

Ala und Lys muB offensichtlich die Wasserstoffbriicke vom
Amidstickstoff sowic eine Reihe hydrophober Kontakte von
Ala'® (I) geschwiicht werden. Im Gegensatz hierzu weisen
normale Substrate des Enzyms cine weniger starre Struktur
auf, und die Flexibilitiit der Polypeptidkette gestattet den
Zutritt von Wasser zum Imidazolring von His*”. Der Amid-
stickstoff der Austrittsgruppe wird protdniert, wobei sich die
Acylenzym-Zwischenstufe bildet.

Die endgiiltige Feinstrukturanalyse des Inhibitors!!**! wird
kldren, inwieweit cine Verformung der reaktiven Peptidbin-
dung P;-P} (Lys'3-Ala'®) in Richtung auf die tetracdrische
Anordnung im Komplex die Ausbildung des Adduktes energe-
tisch begiinstigt!!°¥],

Dic Molekiilstruktur dieses tetraedrischen Komplexes bietet
bereits eine Erkldrung fiir dic am Sojabohnen-Inhibitor (Ku-
nitz) beobachteten Unterschiede der Reaktionsgeschwindig-
keitskonstanten k> >k (s. Abschnitt 6.2): Die Protonierung
des Amidstickstoffs der Austrittsgruppe (P}) erfordert cine
Konformationsidnderung des His** am Enzym vor der Proto-
neniibertragung!!$9- 1981,

I's sind viele Einwdnde gegen die Allgemeingiiltigkeit des
Modells mit kovalenter Verkniipfung von Enzym und Inhibi-
tor im stabilen Komplex C (tetraedrischer Komplex oder
Acylenzym-Komplex) erhoben worden. Von Feinstein und
Feeney!' #0471 stammen Befunde iiber die Assoziation von
Inhibitoren mit katalytisch inaktiven Enzymen. Foster und
Ryunt'*¥ fanden cine Komplexbildung von Anhydrochymo-
trypsin mit dem Chymotrypsin-Inhibitor aus Kartoffeln und
Dlouha und Keil''*%! eine solche von Rindertrypsinogen mit
dem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (K unitz) (Diskussion s.['°1).

Dic neuerdings von Sweet. Janin und Blow!2°°! durchgefiihrte
Rontgen-Strukturanalyse des kristallinen Komplexes von
Schweinetrypsin und Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz) ergab fur
die molekulare Struktur des Komplexes C im reaktiven Zen-
trum gleichfalls eine tetracdrische Koordination des Carbonyl-
kohlenstoffs. Damit wurde hier der gleiche Zwischenzustand
gefunden wie fiir den Komplex aus Trypsin und Trypsin-
Kallikrein-Inhibitor (K unitz).

Das besprochene und durch die Rontgen-Strukturanalyse gesi-
cherte Modell fir den stabilen Komplex C mit kovalenter
Verkniipfung von Enzym und Inhibitor entspricht dem Vor-
schlag von Finkenstadr und Laskowski, Jr.!'8- 139 fiir die . zen-
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trale™ Zwischenstufe C. Es ist im Einklang mit den kinetischen
Daten und der Symmetrie der beobachteten enzymatisch-kata-
lytischen Prozesse der Lnzym-Inhibitor-Assoziation des
Sojabohnen-Inhibitors (Kunitz) und erklirt das Phinomen
der Partialproteolyse. Angesichts der strukturellen Ahnlichkeit
der Serinproteinasen ist ¢s sechr wahrscheinlich, dal viele ande-
re Enzym-Inhibitor-Komplexe nach dem gleichen Prinzip ge-
baut sind. Inwieweit allerdings cin Komplex mit der spezicllen
Struktur eines tetracdrischen Addukies cine giinstigere Asso-
7iationsenergic aufweist als ein Komplex, der durch reine
Nebenvalenz-Wechselwirkungen stabilisiert ist. bedarf noch
der Kliirung.

9. Spezifitiit

Dic Hemmspezifitit von Inhibitoren fiir Proteinasen mit unter-
schiedlicher Spaltungsspezifitéit ist fir ihre physiologische
Funktion von Bedeutung. Sic kann von sehr unterschiedlicher
Breite sein. Eine groBe Zahl von Daten ist in der Litera-
tur''2” 2% zusammengetragen worden; die Angaben sind je-
doch infolge mangelhafter Mcthoden oder unreiner Materia-
lien nicht immer verldBlich. Auch sind die Konstanten fiir die
Assoziation verschiedener Enzyme mit dem gleichen Inhibitor
mitunter um GroBenordnungen verschieden und daher nicht
immer unter vergleichbaren experimentellen Bedingungen zu
ecfassen.

Die sehr unterschiedlichen Hemmspezifititen sind eine Folge
der molekularen Enzym-Inhibitor-Wechselwirkungen, deren
detaillierte Aufklirung durch Zusammenspicel von Sequenzda-
ten und Rontgen-Strukturdaten noch am Anfang steht.

Zwei Enzymmolekiile kdnnen durch ein Inhibitormolekiil ko-
operativ. kompetitiv oder unabhingig gechemmt werden!'®}
Fiir die kooperative Hemmung sind bisher keine Beispicle be-
kannt geworden. Dic kompetitive Hemmung kann erfolgen
iiber:

1. das gleiche reaktive Zentrum (.single headed™-Inhibitor),
2. mehrere reaktive Zentren. die tiberlappen (.multi headed™-
Inhibitor), und 3. mchrere reaktive Zentren, die nicht iiberlap-
pen (,.multi headed™-Inhibitor).

Zum ersten Fall sind nur wenige Beispiele ndher untersucht
worden. Die Identitiit des anti-try ptischen und des anti-chymo-
tryptischen Zentrums von Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz)
konnten Bidlingmever, Leary und Laskowski, Jr.1°® eindeutig
beweisen. Das gleiche Zentrum ist auch fiir dic Hemmung
des trypsin-iihnlichen Enzyms des Seidenspinners - Cocoonase

- verantwortlich! 191,

Auch die bisher als sehr trypsin-spezifisch bekannten sekretori-
schen Inhibitoren des Siuretierpankreas hemmen nach Fritz,
Schiefler, Brev, Tschesche und Fink!' 3! die Proteinase Akrosin
aus Ebersperma und aus Humansperma'! 2! sowic eine Proin-
sulin in Insulin iiberfiihrende Pankreasproteinascel!®3h Erste
Befunde sprechen fiir das Vorliegen des gleichen reaktiven
Zentrums in diesen und weiteren . single headed™-Inhibitoren.
.Single headed™ Inhibitoren hemmen aus der Reihe strukturell
dhnlicher Serin-Proteinasen mit vergleichbarer Spezifitiit wic
Trypsin, Plasmin, Thrombin, Urokinase. Cocoonase, Akrosin
und Pankreaskalilikrein!!># je nach Spezifitit nur bestimmte
Iinzyme mit u. U. stark unterschiedlicher Affinitdt. Wie wir
fanden, hemmen cinzelne Isoinhibitoren aus der Weinberg-
schnecke Trypsin mit gleicher Assoziationskonstante. jedoch
Pankreaskallikrein mit schr unterschiedlichem Erfolg!?!l.

34

Eine noch ausgeprigtere Selektivitdt fanden wir bei den
Isoinhibitoren des Tintenfisches, dic alle Trypsin., Chymo-
trypsin und Pankreaskallikrein hemmen. jedoch nicht Plas-
min 3],

Die Seclektivitiit kann sogar innerhalb einer Klasse homologer
Inhibitoren noch ausgepriigter werden und in eine Spezies-Spe-
zifitiit ibergehen. So weisen die sekretorischen Pankreas-Inhi-
bitoren (Kazal-Typ) von Rind und Schwein bis auf die
Arg+>Lys-Mutation des Restes P, libereinstimmende Sequenz-
bereiche im reaktiven Zentrum auf (s. Abschnitt 8.1} und
hemmen beide sowohl Schweine- als auch Rindertrypsin, je-
doch nicht meBbar Humantrypsin!'**. Dagegen hemmt der
[lumantrypsin-Inhibitor aufler Trypsin 1 und Il vom Men-
schen!'**! auch Rindertrypsin!**7!. Trotz diescr unterschied-
lichen Spezies-Spezifitiit ist mit weitgehenden Homologien
dieser Pankreas-Inhibitoren aufgrund der evolutioniiren
Verwandtschaft zu rechnen. Sequenzvergleichen innerhalb die-
ser Klasse kommt daher spezielles Interesse zu.

Im zweiten Fall, bei Vorliegen mehrerer tiberlappender reakti-
ver Zentren, sind umfangreiche molckulare Untersuchungen
notig, da Versuche zur kompetitiven [lemmung keine eindeuti-
ge Entscheidung ermdglichen. Unabhingige und iiberlappende
reaktive Zentren fir Trypsin und Chymotrypsin wurden auf-
grund verdnderter Spezifititen von chemisch modifiziertem
Trypsin-Kallikrein-Inhibitor ~ (Kunitz)  cbenso  disku-
tiert!!'3- 58 wie cin cinziges Zentrum fiir beide Enzyme (erster
Fall, s. auch Abschnitt 8.3). Sevillu und Righil?%-1%0 fanden.
daf} die Acetylicrung des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Ku-
nitz) die anti-tryptische Aktivitit aufhebt, withrend die anti-
chymotryptische Aktivitdt nur vermindert wird. Aus diesem
Befund wurde auf zwei unabhiingige, aber tiberlappende reakti-
ve Zentren (.double headed™) geschlossen. Als weiteres Beispiel
ist moglicherweise der Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor aus
japanischem Rettichsamen zu nennen!!®!l, Die Resynthesc
der Peptidbindung (zwischen Lys'® und Ala'®) am .synthe-
tisch™ modifizierten Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz)
durch Trypsin und Chymotrypsin!?!3-23!1 (s, Abschnitt 5.2)
beweist nach unserer Ansicht die Identitiit beider reaktiver
Zentren (,;single headed™).

Der dritte Fall, das Vorliegen unabhiingiger, nicht tiberlappen-
der Zentren, wurde fiir die [ lemmung von Trypsin und Chymo-
trypsin durch die Inhibitoren aus Sojabohnen (Bowman-
Birk)l"+ 1621 Limabohnen!3% 193164 ynd anderen Boh-
nen!!? 103160 sowic fiir den Submandibularis-Inhibitor vom
Hund!?°?! und den Ovoinhibitor aus Hiihnereiklar!*¢”! und
mehrere Ovomucoide von Vogeln!'*®! nachgewiesen.

Der ,double headed™ Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor (Bow-
man-Birk) konnte durch Spaltung der Peptidbindung im tryp-
sin-spezifischen Zentrum und Abspaltung des reaktiven Lysin-
restes mit Carboxypeptidase B in cinen ,single headed™ Chy-
motrypsin-Inhibitor iibergefiihrt werden!'®l. Im Limaboh-
nen-Inhibitor, dessen einstriingige Polypeptidkette zwei homo-
loge Bereiche aufweist (Abb. 10b), wurde das anti-tryptische
Zentrum (Lys?8-Ser??)im N-terminalen Bereich gefunden. Das
anti-chymotryptische Zentrum (Leu®’-Ser®®) licgt in der ent-
sprechenden Position im homologen C-terminalen Bereich!*7!,
Die unterschiedliche Spezifitiit zweier homologer Bereiche mit
nur noch zwei weiteren konservativen Punktmutationen
scheint allein durch die Aminosiduresubstitution Lysin« Serin,
die sogar zweimaligen Basenaustausch im genetischen Code
verlangt. bedingt zu sein.
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Der Ovoinhibitor aus Hiihnereiklar, cin Glykoprotein aus
nur einer Polypeptidkette (MG 49000), bindet separat und
unabhiingig voneinander sogar 2 mol Trypsin und 2 mol Chy-
motrypsin!'®”) und kann daher als .multi headed™ bezeichnet
werden! 1081,

Auch dic Inhibitoren des Blutplasmas weisen meist breite
Spezifitiiten auf und hemmen auBler Trypsin oder Chymotryp-
sin teils auch Plasmin, Pankreaskallikrein, Thrombin, C1-Este-
rasc oder Llastase[*%l. Ob sic mehrere reaktive Zentren oder
nur eins aufweisen. ist bislang u'ngckliirl. Fiir x;-Makroglobu-
lin wurde die unabhingige Hemmung von 2 mol Trypsin
nachgewiesen''®*!. Fiir dieses sehr hochmolekulare Protein
ist jedoch eine Zusammensetzung aus Untereinheiten nach-
gewiesen worden!??®! und auch cin abweichender Mechanis-
mus der Hemmung wahrscheinlich. nachdem Trypsin, Plasmin
und Thrombin auch im Komplex mit x,-Makroglobulin
niedermolekulare Substrate hydrolysieren koénnen'!”?.,

10. Tempordre Hemmung

Zu den temporédren Inhibitoren gegeniiber Trypsin gehoren
neben dem bereits erwithnten [Hiihner-Ovomucoid! ™ und al-
len bislang untersuchten sekretorischen Pankreas-Inhibitoren
der Siugetiere (Kazal-Typ)l#2-#3-65-70. 1711 (g Abschnitt 4.2)
auch die Seminal-Inhibitoren aus Mecerschweinchen-Samen-
blasen!*%! und aus Eberspermal'”?! (vgl. unten). Der Trypsin-
Kallikrein-Inhibitor (Kunitz) aus Rinderorganen wird durch
Reduktion der Disulfidbriicke Cys'*-Cys*® ebenfalls zum tem-
poriren Hemmstofl gegeniiber Trypsin, obwohl der native
Inhibitor permanent hemmt und gegen mehr als 20 proteolyti-
sche Enzyme vollstindig resistent ist!!73- 1741

Zwei Alternativen fiir den Mechanismus der proteolytischen
Inaktivierung der Inhibitoren withrend der temporiren Hem-
mung wurden diskutiert. Laskowski, Sr. und Wul7°! postulier-
ten aufgrund der Veriinderung der Inaktivierungsgeschwindig-
keit bei Zugabe von iiberschiissigem Inhibitor (und von iiber-
schiissigem Trypsin) zum Komplex cinen Angriff von freiem
Trypsin auf den im Komplex gebundenen Inhibitor. Tschesche
und Klein'®* fanden. dal} der proteolytische Abbau des sckre-
torischen Schweinepankreas-Inhibitors zu modifizierten und
inaktiven Produkten sowohl in Losung (mit gelostem Trypsin)
als auch an unidslichem Trypsinharz. das zur Komplexbildung
verwendet wurde, erfolgte. Sic bevorzugten daher aus steri-
schen Griinden cinen Abbau aus dem Assoziat L. oder L¥
unter cinfacher Umorientierung des Enzymmolekiils. Gestiitzt
wird diesc Ansicht durch die Beobachtung des fortschreitenden
Abbaus des Inhibitors auch unter véllig unphysiologischen
Bedingungen im pli-Bereich von 2.5 10 und bei Trypsin-Un-
terschufl. wobei zuniichst keine tryptische Aktivitiit gegeniiber
natiirlichen oder synthetischen Substraten feststellbar ist!®*L
Das Maximum der Modifizierung und Inaktivierung liegt bei
pH =13.41°%781_ [ uskowski, Sr. et al.l”’! konnten zcigen, dal}
die vollstindige Wiederfreisetzung des Trypsins aus einem
Ansatz von iiberschiissigem Inhibitor und Trypsin, der bet
pH =34 bis zum Auftreten von 20% der Ausgangsaktivitit
inkubiert worden war, schlie8lich rascher nach Neutralisation
auf pl1 =8.0 erfolgt. als wenn dic Inkubation in saurer Lésung
fortgesetzt wird. Diese Beobachtung rechtfertigte den Schiufi,
daB dic inaktivierende Spaltung nach der modifizierenden Pro-
teolyse im reaktiven Zentrum (pH-Optimum bei pH <7) er-
folgte und dal} das pH-Optimum fiir die inaktivierende Spal-
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Abb. 13. Vollstindige kovalente Struktur des sekretorischen Trypsin-Inhibi-
tors I aus Schweinepankreas mit reaktivem Zentrum (1. Spaltstelle bei der
Partialproteolyse) und . Solibruchstelle” zur Inaktivierung (2. Spaitstelle bei
der Partialproteolyse) withrend der temporiren Hemmung (s. auch Abb.
Ta).

tung um pH =8.0 licgt, d. h. im normalen pFH-Optimum trypti-
scher Aktivitiit.

Durch Korrelation der Inaktivierung mit der Spaltung indivi-
dueller Peptidbindungen des Inhibitors konnten wirl’75! am
Inhibitor 1 vom Schwein die Richtigkeit dieser Hypothese
nachweisen. Ganz entsprechende Ergebnisse erhielten Schnei-
der und Laskowski, Sr12%%! am Inhibitor I vom Schwein.
Nach der modifizierenden Spaltung der Peptidbindung P,-P)
im reaktiven Zentrum, bei der der Inhibitor noch aktiv bleibt,
wird das Molekiil durch Proteolyse der Peptidbindung Arg**-
GlIn*® inaktiviert (Abb. 13). Selektive, chemische Blockicrung
dieser Bindung gegen tryptische Spaltung durch Modifizierung
der Arg**-Seitenkette mit Butandion verlangsamt daher den
Abbau bei der temporidren Hemmung. SchlieBlich werden bei
der Proteolyse dic Bindungen Lys®2-Ser® und Lys*?-Lys**
geoffnett!73- 20581

Eine Inaktivierung des Inhibitors konnte durch intramolekula-
re Umorienticrung des assoziierten Trypsinmolekiils im Mi-
chaelis-Komplex L* vom reaktiven Zentrum Lys'®-1le!? auf
dic Peptidbindung Arg**-Gln*® erfolgen, dic als Sollbruchstel-
le des Molekiils anzuschen wiére. Im Hinblick auf dic hohe
Assoziationskonstante am reaktiven Zentrum ist eine solche
Umorienticrung energetisch nicht schr begiinstigt. Da sic je-
doch das Molekiil inaktiviert, muf} mit einer stindigen Ver-
schiebung des Gleichgewichtes bis zur vollstindigen Inaktivie-
rung gerechnet werden.

Die Eigenschaft der temporidren Hemmung hiingt infolge des
proteolytischen Abbaus des Inhibitors durch das Enzym von
dessen Spezifitit ab. Wie wir fanden!23!, wirkt der Seminal-In-
hibitor aus Ebersperma. der die Enzyme Trypsin, Plasmin
und Akrosin hemmt, gegeniiber Trypsin als temporiirer
Hemmstoff. hemmt jedoch das Spermien-Iinzym Akrosin
permanent.

11. Physiologische Funktion

Die physiologische Funktion vicler Proteinase-Inhibitoren ist
bis heute noch ungekldrt. Das gilt insbesondere fiir alle Inhibi-
toren aus Pflanzen. Die Vermutung, daB sich ihre Aufgabe
auf die Sisticrung proteolytischer Vorgdnge im Ruhestadium
der Samen bezieht!!'79! st cbenso geiiuBert worden wie die
Ansicht, daB sie .allgemein cine Rolle bei der Aufrechterhal-
tung der latenten Lebensform durch [iemmung der Autolyse
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spiclen™!! 771 Bei symbiontisch mit Bakterien lebenden Pflan-
zen (2. B. Leguminosen) ist auch der Schutz pflanzlicher Gewe-
be am Besiedlungsort vor den bakteriellen Proteinasen sowie
cine Schutzfunktion vor CUberwucherung durch die Baktcrien
diskutiert worden!®!.

Von Green und Ryant?!'®! wurde in allen Blidttern von Kartof-
feln und Tomaten ein drastischer Anstieg des Proteinase-Inhi-
bitorspiegels als Lirgebnis einer durch Insckten verursachten
Verletzung cinzelner Blitter registriert. Dieser Effekt kann
auch durch mechanische Verletzung erreicht werden und geht
auf die Ausschiittung eines ..Wundhormons™ (PIIF. Proteinase
Inhibitor Inducing Faktor} an der Verletzungsstelle zu-
riick!2!7],

Die physiologische Aufgabe der sckretorischen Pankreas-Inhi-
bitoren. die bei allen Sidugetieren vorkommen, ist sehr wahr-
scheinlich in einer Verhinderung der vorzeitigen Zymogenakti-
vierung der Verdauungsenzyme durch Hemmung des aktivie-
renden Schliisselenzyms Trypsin - - bei vorzeitiger Trypsinogen-
Aktivierung - im Gangsystem und in den Speicherungsorten
(Acinarzellen) der Driisen zu schen. Im Duodenaltrakt wird
das Trypsinogen dann durch Enterokinase aktiviert. Eine star-
ke Stiitze dieser Ansicht ist die gleichzeitige und parallele
Sekretion der Pankreas-Inhibitoren mit den Zymogenen!+2- 431
sowie dic begrenzte Spezifitét dieser Inhibitoren und ihre tem-
poriirc Hemmung. Letztere Eigenschaft gestattet die Rickge-
winnung des gchemmten Trypsins nach Sekretion in den Duo-
denaltrakt fiir die Verdauungsaufgabe.

Dagegen kann dic Aufgabe des gewcebsstiindig vorliegenden
Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz) wohl kaum im Bereich
der biochemischen Grundvorginge liegen. da er nicht bei
allen Siugetieren vorkommt und erst nach der Geburt!!™®!
in den Geweben erscheint. Seine Funktion ist mit der Sonder-
stellung der Wiederkiiver in Zusammenhang gebracht wor-
den'™!_beidenen ein besonderer Stoffwechsel durch die Magen-
Darm-Fauna beriicksichtigt werden muB. Der homologe Colo-
strum-Inhibitor (s. Abschnitt 2 und 8.1). der von allen Siiugetic-
ren sezerniert werden diirfte! ' 7L, hat méglicherweise die Auf-
gabe, die Immunkorper der Mutter!'# bei ihrer Dunndarm-
passage vor dem enzymatischen Abbau zu schiitzen und ihre
Resorption in unversehrter Form zu ermoglichen!*7%1,

Dic Inhibitoren der Schnecke!3¢-¢41, die ein breiteres Hemm-
spektrum als der Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (K unitz) aufwei-
sen, werden in den Schneckenschleim sezerniert!3®
ten daher als Schutzstoffe gegen die Proteinasen aus dem
natiirlichen Biotop der Schnecke fungicren. Fiir die Ascaris-In-
hibitoren ist die Schutzfunktion gegeniiber den Verdauungsen-

I'und kénn-

zymen ihrer Wirtsorganismen offenkundig!*- "2L Aber es sind
auch Einwinde gegen diese cinfache Vorstellung eines ..Ver-
teidigungs-Mechanismus™ erhoben worden'?*3), und dic In-
hibitoren sind als Teil eines makromalekularen Transport-
systems, das lebensnotwendig fiir den Wurm ist. betrachtet
worden 2431,

Fiir die Inhibitoren des Siugetierspermas und Spermaplasmas
wurde die Hemmung des Akrosins in vitro und in vi-
vold7 +8. 181 182. 1841 sindeutig nachgewiesen. Akrosin. das
trypsin-ihnliche Enzym aus der Akrosomenkappe des Sper-
mienkopfes, ist fiir die Penctration der Eizellen-Membran (zo-
na pellucida) verantwortlich und neben dem ,.corona penctrat-
ing enzyme™ sowic Hyaluronidase und Neuraminida-
[183. 1801 day Schliisselenzym fiir den Befruchtungsvorgang
(Abb. 14). Die Akrosin-Aktivitiit ist hoch in epidydimalen

S¢C
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Spermien (Speicherform) und fehit in ejakulierten Spermien,
die mit dem Sckret der Vesiculardriisen in Beriihrung gekom-
men sind. Sie tritt jedoch in . kapazitierten™ Spermien. dic
lingere Zeit im weiblichen Genitaltrakt verweilt haben, wicder
auf. Erst durch diesen Vorgang der .Kapaziticrung™ erlangen
dic Spermien ihre Fihigkeit zur Befruchtung der Eizelle. Zane-
reld. Polukoski, Robertson und Williams #7-182- 185 sowie Stam-
baugh und Buekley!'831 zeigten, dal} kapazitierte Spermien
durch in-vitro-Behandlung mit Seminal-Inhibitoren der Vesi-
culardriise wieder dekapavitiert werden, wodurch in vivo die
Befruchtung der Eizelle verhindert werden kann.

Durch diese Befunde sind Ansatzpunkte fiir eine antienzyma-
tische Kontrazeption mit Proteinase-Inhibitoren gegeben.
Durch die Spermien mit ihren lysosomalen Enzymen wird ein
betrichtliches Potential an proteolytischen Enzymen in den
weiblichen Genitaltrakt eingebracht, die durch das Sekret der
Vesiculardriisen (Seminalplasma) gchemmt werden. Ob hier
nur cin Schutz fiir das weibliche Schleimhautepithel oder
eine noch unbekannte physiologische Funktion im Zusam-
menhang mit der Kapaziticrung vorliegt, ist noch ungeklédrt.
Die hormonelle Steuerung der Spermaplasma-Inhibitoren in
den Vesiculardriisen, den Orten ihrer Biosynthese, ist be-
kannt!'#71 (Abb. 15).

Cumdies acphorus_

ropa rad.at
Corona radate —. . Akroscm
Jekapazdierungstanter

CPE b

PTNe ramnidase \y-
2 Hyalurcn dase

na peliucida - -
Zona peliucica fernmemhran

_Anréi;p_l Nt

—Y
Dotler - L
Grenzmembran
Wk -
Trypsin -iBasmai-
A977.7% Akragin-Ink oilor

Abb. 14. Schematische Darstellung von Eizelle und Spermium mit den Penetra-
tionsenzymen des Akrosoms sowic deren Inhibitoren [ 184]. Cumulus oopho-
rus = Granulosezellen: CPEL := corona penetrating enzyme™. TLCK =1rre-
versibler Akrosin-Inhibitor 7-Amino-1-chlor-3-tosylamino-2-heptanon (N’
Tosyl-L-lysyl-chlormethylketon).

Die Konzentration der Trypsin- und Chymotrypsin-Inhibito-
ren des Blutplasmas unterliegt gleichfalls der hormonellen
Kontrolle!'**. Der Inhibitorspiegel steigt von der Geburt
bis zur Geschlechtsreife bei Maus und Ratte signifikant an! 3"
Die physiologische und pathophysiologische Funktion der
Serum-Inhibitoren ist jedoch noch weitgehend unklar.
Moglicherweise spielen Inhibitoren auch ecine Rolle bei der
Steuerung des Hormonspiegels mancher Polypeptidhormone
im Blutkreislauf. Wie Tschesche, Kolb, Stand! und Dieti!*'%!
beim Menschen und Tschesche und Brush!?2°) an der Ratte
erstmals nachweisen konnten. JaBt sich cin insulin-abbauendes
Sulfhydrylenzym durch Proteinase-Inhibitoren in vitro hem-
men und dadurch der Abbau verzégern. Der Nachweis cines
Inhibitors fiir die insulin-spezifische Proteinase der Ratte in
menschlichem Serum gelang Brush!?2'L

Im Zusammenhang mit den biochemischen Vorgiingen bet
der Befruchtung steht die Beobachtung von Schumachert 7991,
daB Inhibitoren des Serums, insbesondere x;-Antitrypsin, im
Cervicalschleim der Frau vorkommen und daf thre Konzen-
tration zyklusabhiingig und ein bis zwei Tage vor der Ovula-
tion extrem erniedrigt ist! "1 (Abb. 16). Neben diesen Hemm-
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Abb. 15, Inhibitorkonzentration ¢ in der Vesiculardriise der Maus [187].
Normalstatus:{a &) 30 Tage nach Kastration: (o o). nach Stimulierung
der normalen (a &) und der kastrierten Miiuse (@ @) mit Testosteron.
I TE hemmt ca. | mg Trypsin.

stoffen findet sich méglicherweise noch cin niedermolekularer
Trypsin-Chymotrypsin-Inhibitor im Cervixsckret!2°¢ der
Frau. Akrosin wird auch durch Serum-Inhibitoren gehemmt
(x-Antitrypsin und Antithrombin III als Progressiv-Inhibito-
ren!'*'! und Inter-x-Trypsin-Inhibitor mit sofortiger Wir-
kung!'®!-207]) Fiir die Hemmung der Spermaproteinasen nach
der Penctration des Spermatozoons in die Eizelle stechen genii-
gend Ovoinhibitoren oder Ovomucoide zur Verfiigung. Dic
Hemmung des Eberakrosins durch Ovomucoid aus Hiihnerei-
klar!*”-'®2) und den Inhibitor aus der Nidamentaldriise von
Tintenfischen!! 93! wurde bereits nachgewiesen. Uber dic Hem-
mung des akrosin-dhnlichen Pankreasenzyms Trypsin durch
cine Vielzahl von Ovoinhibitoren und Ovomucoiden aus Ge-
flisgeleiern berichtete Feeney!3),

Den Plasma-Inhibitoren aus den Seren von Warm- (und Kalt)-
bliitern diirften vielfidltige Kontroll- und Regelfunktionen zu-
kommen. Bekanntlich gehen viele Krankheitsbilder mit Kon-
zentrationsiinderungen in der a,-Globulinfraktion cinher, de-
ren grofiter Anteil von den «x,-Antienzymen (x;-Antitrypsin,
2,-Antichymotrypsin und a;-Antiplasmin) gebildet wird und
die 90 % der trypsin-hemmenden Kapazitiit des menschlichen
Scrums ausmachen!®)", Eine wesentlich erhohte Anfilligkeit
fiir Lungenemphysem wurde bei Homozygoten mit genctisch
bedingtem o;-Antitrypsinmangel beobachtet!'®*, und auch
das angioneurotische Odem wird auf cinen erblichen Mangel

o-Antit-ypsin (ug/m:]
T

1
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Abb. 16. Gehalt an x;-Antitrypsin im Cervicalschleim der Frau im Verlauf
von 12 Monatszyklen. Zum besseren Vergleich wurde als Abszissen-Nullpunkt
der Tag der Ovulation (letzter Tag niedriger Basaltemperatur) gewihlt [ 190].
‘o: Ovulation durch Gonadotropine induziert.

[*] Die Bezeichnungen Antitrypsin und Antichymotrypsin fir diese Proteina-
se-Inhibitoren des Blutplasmas sind irrefiithrend, da diese Pankreasenzyme
zwar gchemmt werden. aber nicht im Serum vorkommen.
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an Komplementesterase-Inhibitor zuriickgefiihrt. Proteinase-
Inhibitoren scheinen auch das Wachstum transformierter Zel-
len selektiv zu hemmen, wihrend normale Zellen nicht oder
weniger stark beeinflult werden. Hieraus konnten sich neue
Ansatzpunkte fiir dic Therapie maligner Zellen ergeben! 2!,

12. Ausblick

Das Prinzip der lokalen und zeitlichen Begrenzung von
Enzymaktivitdten durch Inhibitoren mit Proteinnatur wurde
nicht nur bei Endoproteinasen des Serinhydrolase-Typs ge-
funden. In letzter Zeit wurden auch Inhibitoren fiir Exopep-
tidasen wie Carboxypeptidase A und B!'°7l Lipasel!°®]
Phospholipase!'®”), Amylase!???,, Ribonucleasc und Des-
oxyribonuclease!?2? isoliert. Mit der Lntdeckung weiterer
Inhibitoren fir wichtige Enzyme des Stoffwechsels mufl daher
gerechnet werden. Damit ist den bereits bekannten biologi-
schen Regulativen eine dritte Méglichkeit zur Steuerung von
Enzymaktivitdten im Organismus an die Seite zu stellen:

1. Reprimierung (oder Aktivierung) der genctisch gesteuerten
Proteinsynthese auf der Stufe der DNA-Transkription,

2. Hemmung (oder Aktivierung) allosterischer Enzyme durch
Effektoren des intermedidren Stoffwechsels (incl. interkon-
vertierbarer Enzyme) und

3. Hemmung (temporir, permanent oder progressiv) von
vorhandenen Enzymen durch spezifische Inhibitoren.

Bei der Erforschung der spezifischen Enzym-Inhibitor-Wech-
setwirkung und deren physiologischer und pathologischer
Aspekte fiir die medizinische Molekularbiologiec und an-
gewandte Therapic stchen wir erst am Anfang, wenn auch
heute schon Proteinase-Inhibitoren kommerziell verfiigbar
sind und vielfiltig therapeutisch eingesetzt werden!?*%1.

Fiir die Méglichkeit, Einsicht in noch unverdffentlichte Arbeiten
zu nehmen, bin ich zu besonderem Dank rerbunden den Herrn
Prof. Dr. M. Laskowski, Jr. ( Purdue University, Lafayvette),
Priv.-Doz. Dr. R. Huber ( Max-Planck-Institut fiir Biochemie,
Miinchen ) und Herrn Priv.-Doz. Dr. H. Fritz ( Universitdt Miin-
chen). dem ich hiermit auch fir viele anregende Diskussionen
danken mochie. Die hier erwidhnten eigenen Untersuchungen
wurden unterstiitzt von der Deutschen Forschungsgemeinschaft,
der Stiftung Volkswagenwerk, dem Fonds der Chemischen Indu-
strie und dem Sonderforschungsbereich SFB 51.

Eingegangen am 23. Mirz 1973,
erginzt am 4. Oktober 1973 [A 977]
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Ergiebige Synthese von ( + )-Pestalotin und ( +)-Epipe-
stalotin. Optisch reines (— )-Pestalotin durch asymme-
trische Synthese[""]

Von Dieter Seebach und Hartmut Mever("]

Kimura et al!'! isolierten Pestalotin (), cine Substanz mit
gibberellin-synergistischer Wirkung, aus dem phytopathoge-
nen Pilz Pestalotia eryptomeriaecola. Ellestad et al.'®) konnten
dic gleiche Verbindung (LL-P8804) aus der unidentifizierten
Penicillium-Spezics der Lederle-Kultur P880 isolieren. Fiir die
Stereochemie machten sie die (6S,1'-S)-Konfiguration (1a)
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{{2]Jo= —86.2 ) wahrscheinlich: inzwischen isolierte die Ar-
beitsgruppe zwei weitere 1'-Hydroxy-4-methoxy-dihydropyro-
ne als Metabolitc aus derselben Queclle!3l. Methoxydihydropy-
rone kommen in weiteren Naturstoffen vor, z.B. Kawain (2)
in der Kawa-Wurzel. Diese Verbindungen wurden bisher
durch Reformatzky-Synthese mit -Methoxy-y-brom-croton-
sdureestern!'-* oder iber Hydroxy-propiolsdurecster! ¥ darge-

OCli, OClig
X x
070 HsCs ™ X070
OH
(la), threo (2

(1h), erythry

stellt. Wir berichten hicr iiber cine einfache und crgiebige
Darstellung von (1), die auf Analoge iibertragbar ist und
¢s gestattet, (+)- sowic (+) und (—)-Pestalotin (Ia) und
das diastercomerc Epipestalotin (1h) zu crhalten.
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