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Biochemie natiirlicher Proteinase-Inhibitoren 

Von Harald Tschesche[*l 

Die naturlichen Inhibitoren proteolytischer Enzyme sind Proteine. Diese Inhibitoren assoziie- 
ren mit den Enzymen unter reversibler Bildung stochiometrischer Protein-Protein-Komplexe. 
wobei 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 intermedilren Stoffwech- 
sel, die in einer Erweiterung der Moglichkeiten zur zeitlichen und raumlichen Begrenzung 
von Enzymaktivitiiten zu sehen ist. Bekannt sind eine Reihe von kovalenten Strukturen. 
detaillierte kinetische Daten u ber die reversible Protein-Protein-Wechselwirkung, die Vorgan- 
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. Einfuhrung rum"' 21 und fur die Widerstandsfahigkeit von Nematoden 
gegen die Verdauungsenzyme ihrer Wirtsorganismen'3' verant- 
wortlich gemacht. Im zweiten Drittel dieses Jahrhunderts iso- 
lierte Kuriit; in grundlegenden Arbeiten den gewebsstandigen 
Trypsin-Inhibitor Rinderpankreas[41 und den Inhibitor 

Das Vorkommen von ,,Antienzymen" wurde bereits um die 
Jahrhundertwende fur die antitryptische Aktivitat von Se- 

~~~~~ aus S~jabohnen[~, ' ]  und wies ihre Proteinnatur nach, kristalli- 
['I Priv.-Dor. Dr. H. Tschesche sierte die Proteine und ihre Tryp~in-Komplexe'~' und begann 

und Biochemie der Technischen Universitat Studien zur Stochiometrie der Enzym-Inhibitor-Assozia- 
8 Miinchen 2.  ArcisstraBe 21 tionl4. 'I. Seither sind durch moderne Ionenaustauschverfahren 
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tind die Affinitlitscliroinatographic cine groRc Zahl von 
l'rotcinasc-Inhibitc,1.L.n x i s  den verschiedenstcn ticrisehen tind 
pflanzlichen Gcwcben angcrcichcrt und/odcr isolicrt tind cha- 
rakterisiert worden. 
Das allgemeinc lntcressc diirftc dabci wcnigcr durch die vcr- 
bcsscrtcn Methoden dcr Protcinchcniic als durch die crwciter- 
ten Kenntnissc iiber die physiologische. pharniakologischc 
iind lebcnsmit t cI t echnologischc Hcdeut ling der Prot cinasen 
iind ihrc Funktioncn im normalcn tind pathologischen Gesche- 
hen dcs mcnschlichcn tind tierisehen Organismus stiinulicrt 
worden sein. Die Funktion protcolytischcr Enzyme ist ju 
kcinesfalls auf die Verwertung von NahrtrngsciwciR bc- 
schriinkt, sondern cntschcidend hei drr  Mobilisityung von 
Gcwcbsprotcinen. dcr Aktivicrting voii  Procnzynien und der 
Frcisctziing pharniakologisch hochaktivcr f'olypcptidc wic der 
Kininc (Bradykinin. Angiotcnsin etc.) tind Pcptidhormone (In- 
sulin ctc.) beteiligt. Protcolytische Enzyme spielen ferner cine 
Kolle bei der Struerung der Hlutgerinnung tind Fibrinolysc, 
bei Entziindungsvorgiingcn. iinmtuibiologischcii Prozcssen 
iind dcm Bcfrucht unpsvorgang. 
Die natiirlich vorkommcnden Inhibitorcn d .  h. Inhibitorcn 
mit f'rotein-Nattir im Gegensatz zti niedermolektilaren. syn- 
thctischcn Inaktivatorcn sind 31s natiirlichc Antagonisten 
dcr f'roteinascn imstande, selcktiv i n  das vielfiiltigc Geschchcn 
spczifischer protcolytischer Vorgiingc im Organismus einzu- 
greifen. 

In dicsem Fortschrittsbericht sollcn die fur natiirlichc Inhihito- 
rcn dcr Endopcptid-Scrinprotcascii Peptidyl-l'cptidhydrol~i- 
sen erkannten niolckularen und biologischen Prinzipien bc- 
sprochen wcrdcn. Bcziiglich viclcr thzelheitcn sci aiif die 
Litcratur vcrwiesen ( h r s i c h t c n  iiber pharmakologischcl"."'. 
crniihriiiigsphysioli~gischcl I "  ' '1 . r n i ) l cku l~ i r c~ '3~  und kinc- 
tische Aspektc["- "1). 

Atis dcr Hetrachtting~itisgeklammcrt wcrdcn sollcn I Icinnistof- 
fc. wic sie durch iiiiiiiiinbiologisclic Rcaktionen entstehen iind 
dencn Antigen-Antikiirpcr-Weclisclwirktingcii ziigrundc lie- 
gcn. fcrncr bakteriellc Pcptid-Inhibitoren atis l'cnicilliiim-~2~'l 
und Strcptomyccs-Artcii[~~~J. das inaktivierendc Pcpsinogen- 
frngmcntl'-l sowie Inhibitorcn. die kcine Proteine sind. wic 
d' ,IS . satire . 
dcnsatc'2"1. 

I'olysaccharid Heparin' " I  iind Aniinosiitircpolykon- 

2. Vorkornrnen 

P r o  t einase- I n  h i hi t or en sind im T icr- ti nd Mlanzenreich we it 
verbrcitct. Sic wurdcn aus Samen  on Lcguminoscn (Soja-[""I 
tind I.imahohnenlH. und andcren 13ohnenlX. "1) iind Gctrci- 
& (Wcizen'fi. 11.311 tind Roggen["]) sowic z. R. aus Kartof- 

uben[81. N ~ ~ ~ ~ ~ ~ L H .  12.3 . I . -J I  . .  vais[H. 1 2 . 3 3 1  iind ~ c 1 n [ 8 . 1 2 . 3 2 1  R-  

Erbscnl"'81 isoliert. Ihr Vorkoninien ist jedoch nicht auf die 
Samen begrenztl"."l. Kiirzlich wurden auch atis Haktericn 
(Srrrprortiyrs rr /ho~~~isro/ irs lZZ"l  und Nrrrrosporir crrr.~.str~~"]) 
Proteinase-Inhibitoren niit Proteinnatur isolicrt. 
In  Analogic zii den I'flanzensamen ist das Auftrctcn voii 
Protcinase-lnhibitorei~ iin NahrungseiwciR (t'iklar) viclcr liicr 
im Ticrrcich aufEillig. S o  wurden l'rotcinasc-Inhibit(~rcn als 
Ovoinhibitorcn (mit ca. I O U %  Kohlenhydraten) odcr als Ovo- 
mucoidc (mit ca. 25 '%I Kohlenhydraten) im I'iklar von Hiih- 
nernl'. und andercn Vogelarten"7,3'l sowic im Sckrct dcr 
Albuniindriiscn \on Sctmcckcnl"". ' -1  iind andercn Mollus- 
ken[ 'I nachpcw icscn. 

Bci den tierisehen Inhibitoren. dcrcii natiirliches Vorkomnien 
weitaus cingchendcr iintcrsucht ist. findcn sich Ilcninistoffc 
sowohl gcwcbsstiindig als auch in Sekretcn voii Organcn. 
So wurdc der Trypsin-Kallikrein-Iiihibitor"l atis Kindcrorga- 
nen (Kunitz-Inhibitor oder auch Kallikrein-Inaktivatorf3y1) 
ausschlieRlich als intrazelluliirer Hestandteil in Parotis. Lcbcr. 
Lunge". 3 " J  und Pankreasl'] gefunden. Dcr sckrctorische l 'ryp- 
sin-Inhibitor (Kazal-lnhibitorl'"]). dcr ini Gcgensatz zum 
'l'rypsin-Kallikrein-Inhibitor wahrscheinlich bci allcn Siiuge- 
ticrcn vorkommtl"." 1, wird gleichfalls in dcr Pankreasdriise 
gebildct. abcr init den Procnzymcn in den Saft dcr Ilriisc 
ex truiert 1'' "'1 . Ein grolkr Teil dcr ticrisehen Inhibitorcn 
sind sekretorischc Proteine wie die Trypsin-Inhibitoren 
des Siiugetierpankreas'"' -.''I . dcs B I u I - [ ~ . ' ~ ~  und Sc- 
n l i n a ~ p ~ a s m a s l H . ~ : . J X .  18-1 . der Milch und des Colo- 

, der Subinandibularisdrusen~8. 2"21 

iind des Schncckcnschleims~-(". 
Zwischcn gcwcbsstiindigcn tind sczcrnicrtcn Inhibitoren kKn- 
iicn trotz dcr unterschicdlichcn physiologischcn Funktion 
dtirchaiis gcnetischc Vcrwandtschaftcn bestchen. wie sie fur 
den Trypsin-liallikrein-Inhibitor (Kunitz-Inhibitor) aus Rin- 
dcrorganen (5X Aminosiiurcn. kohleiiliydrat-frci: vgl. Abb. 50. 
6a. I I ) .  den C'olostrum-liiliibitor des Rindes (67 Aminosiuren 
mil Kolileiihydrat-Gclialt: Abb. 5b)f5"l iind den lsoinhibitor 
k: atis Schncckcn ( H r l i s  porritrtirr, 58 Aminosiiurcn. kohlcnhy- 
drat-frei: Abb. 5e)f2","'1. die allc homologc Strukturcn auf- 
weisen, nachgcwicscn wurden. 
Die Molekulargcwichte pflanzlichcr tind ticrischcr Inhibitorcn 
licgcn iiberwicgcnd ini Rcreich von 5000 bis 750()0, kiinncn 
aber wic bci den Inhibitoren dcs mcnschlichcn Blutplasmas. 
die zur  Gruppe dcr r-Globuline gehoren. auch (;roDcnordnun- 
gcn von 54o(Kl ( r l  -Antitrypsin). 69000 (rl-Anticliyniotrypsiii) 
his 160000 (Inter-r-Trypsin-Inhibitor) tind i n  Sonderfiillcn 
wesentlich dariibcr licgcn (725oOO fur rz-l\/lakroglobu- 
~ i l l , " l f l .  2261, 

s t r u m s l ~ . 3 .  15. l f , , 5 o . - 7 ,  1 7 Y l  

3. Allgemeine Eigenschaften 

3.1. Inhibitor-Restirnrnung 

Aktivitiitcn und Konzcntrationcn von I'rotcinase-lnhibitc,ren 
wcrden hcutc iibcrwicgcnd iibcr ihrc Komplexbildung niit 
den Enzymcn bcstimmt. wobci die Vcrmindcrting der Hydroly- 
se \on natiirlichen oder synthctischcn Substraten niit enzyniki- 
netischcn Mcthoden genicsscn wird''' I. Iliesc Methoden sind 
cxtrem empfindlich und gestattcn den raschcn Nachwcis voi i  
Mikrogramm-Mcngen an Inhibitoren. Fiir exaktc Bestinimun- 
gen ist cine ausreichcnde Priiinkubation von Enzym und Inhi- 
bitor zur  Einstcllung dcs Hemni-Gleichgcwichtes crforderlich. 
Bci Verwcndung spclifischer Enzyme als Substrate lasscn sich 
1nhibitorlion;lentrationcii auch in rohen Gewebsextraktcn bc- 
stirnnicn. vorausgesctzt. dan hohc Assoziationskonstnntcn 
(K,,,= 10"- 10- 1 mol) fiir Enzyni und Inhibitor vorlicgcn 
odcr die gcnauc Enzyiiikonzcntration bckannt ist. Die Schwie- 
rigkcit. daR fiir exaktc Bcstimmungen mit kinetischcn Mctho- 
den kmynie holier Rcinheit erfordcrlich sind, IiiDt sich durch 
Anwendung der ..active sitc"-.ritratioiisrenpenticli \on ('hcrsc,  
und S / ~ r r d " ~  sowic k ' c 4 j .  iind K:oiscd"~ iimgehen. da hicrbci 
nur aktive I:nzyniniulekiilc bcstimmt wcrden. Fiir zuvcrliissigc 
Werte der spezifischcn Hcmm-Aktivitiit solltcn die Messungcn 
- ~. 

['I Kalhhrein" 1st elti eineetragenes Warcnicichcn dcr U n y r  A<;. Lc\r.r- 
tuaen. 
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bci ctwa 50-proz. Hemmung dcs Enzyms crfolgcn. vorausge- 
sctzt. dafi die Hcmmung wcnigstcns bis in dicsen Bcreich 
stiichiometrisch vcrliiuft. 

Neben den cnzymatischcn Mcthodcn sind Verfahren entwik- 
kelt worden, die auf dcr Andcrung pliysikaliscli-clicmischcr 
Parameter bci der Kom plcx bild Ling beruhcn (Zusammcnstcl- 
lung s. ""I). 

3.2. Spezielle lsolierungsverfahren 

I'roteinase-Inhibitoren. insbesondere die g r o k  Zahl der nic- 
dcrmolckularen Protcinc, wciscn rneist cine atif3ergewiihnliche 
Widcrstandsf~higkcit gegcn Siiure- iind Hitzedenaturicrung 
auf. Diese bemerkenswerten Eipcnschaften sind schon von 
K i i n i ! ~ ~ ~ ~  zur Killung und Abtrcnnung von Bugleitproteinen 
wiihrcnd der Rcindarstcllung ausgcniitzt worden. Sic gcstutten 
insbesoiiderc die Zcrlcgung von Hnzyin-Inhibitor-Koniplexcii 
unter irrevcrsiblcr Inaktivierung und Fiillung der Protcinasc. 
Damit crBfTnct sich ferncr die Miiglichkcit zur Abtrcnnung 
von Inhibitorcn iiber ihre Enzyni-Inhibitor-Koinplcxe, die an- 
schliel3cnd wiedcr zcrlcgt wcrdcn. Durch Molckularsicbfiltra- 
tion an Gclen lassen sich sowohl die freien Inhibitoren als 
auch ihre Koniplexe reinigen, da lctztcre bci den in dcr Rcgcl 
hohen Assoziationskonstanteii untcr den Bedingungen ciner 
Gelausschlu~-CIirornatogr~iphie in neutraler Liisung undisso- 
ziicrt wandern. bei nicdrigcni pH-Wert odcr in HarnstofllBsun- 
gcn aber auf dcr Siiule vom Knzym abgetrennt wcrdeii kiinnen. 
Die Stabilitiit des Komplexes von Lnzym und Inhibitor macht 
die Affinithtschromatographie unter Einsatz trBgergebundcncr 
I ~ n ~ y m c ~ i "  ")I zii cincm nahezu idealen Reinipiingsverfaliren 
bei dcr Inhibitor-lsolicrungls5~. Aus wenig vorpcreinigten Cie- 
webs- und Pflanzencxtraktcn sowic dirckt BUS Organfliissigkei- 
ten konntcn Fritz .  Iloc.lisrrcis.ser und Mde cine Reihe von 
I'rotcinasc-Inhibitoren a u s  I'ankrcis1'3. "I, Mais iind Rog- 
gcnl 5 0 .  h l l ]  sowie Saiiicnblascn"5. " 1  iind Hum;inspcrmaplas- 
ma['' crstnials isolicrcn. An geeignctcn l<nzymhar4hulen 
lassen sich auch rnchrere Inhibitoren rnit untcrschiedlichen 
Spezifitltcn trcnncn1571. Dcr wicdcrholtcn Verwendung der 
I'ntymharzc stcht dabci nichts entgegcn: in unsereni Laborato- 
rium wurdcn Trypsinharzc fiir Isolicrungsmecke iiber ein 
Jahr wiedcrverwendct. Eine Nachrcinigung dcr I'riiparatc 
durch Ionenaustausch-Chromatographic ist in den mcisten 
Fiillen unerliiDIich, da viele Extrakte. insbesondere atis pflanz- 
lichcm Material. niehrere Inhibitoren[*] odcr Isoinhibito- 

cnthaltcn. 1,'erncr k m i i  durch das aktive E n q m  
im Verlauf der lsolierung einc partielle Proteolysc dcs .,rcakti- 

r c 1 1 1 3 Y .  h 2 .  h 3 l  

,, lnO I 

c I.-.-.-.-. _. .- 
2 i, 6 8 1 C 1 2  
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veil Zcntrunis"[hS1 tind wic bei den temporiiren Inhibitoren 
des Siiugcticrpankrcas cine Modifizierung durch protcolyti- 
sche Spaltung wciterer Pcptidbindungcn cintrctcn1h5.""1. Die 
Inhibitor-Isolierung linter Anwendung ,,klassischer" Vcrfah- 
ren der I'rotcinchemic in Gegenwart von chcmischcn Enzyrn- 
Inaktivatoren wie Diisopropylfluorophosphat (DFP), Benz- 
amidin oder Sulfonylfluoriden vermeidct diese Gcfahren und 
wurdc insbesondere bei der lsolierung dcr Pankrcas-lnhibito- 
ren direkt aus dem Sekret der Bauchspeichcldruse von 
Greene, Righy und Fackre mil Erfolg angewcndct1S2.'S.4s1. 

4. Hemmverhalten 

4.1. Charakter der Hemmung 

Die I Ienirnting dcr cstcrolytischen und proteolytischen Aktivi- 
tiiten der Endopeptidascn wird durch cine stibstratanaloge 
Einlagcrungdcr Inhibitoren in das aktive Zentrum des Enzyms 
bcw irkt . 1)cr kom pet it ive (oder pseudokompct it  ive) Charakter 
der Hcmmung dcr Enrymc durch Inhibitoren rnit Protcinna- 
tur, synthetischc Hemmstoffe und spezifische Substrate konnte 
zur Geniige demonstriert werdcn1"- -('I. 

Aufeine nicht-kompctitivc 1Iemniung ist gelegentlich aus  Line- 
weaver-Burk-1)iagranimen geschlosscn worden. Es ergebcn 
sich nicht-kompetitive Hemmungen, wcnn l/K, fiir das Sub- 
strat sehr vicl klcincr ist als K4srl-1J odcr wenn die Glcichge- 
wichtscinstcllung infolgc zu langsamcr Dissoziation dcr En- 
zym-Inhibitor-Komplcxe (nach der iiblichcn Vorinkubation) 
innerhalb dcr MeDzeiten nicht erreicht wirdr"']. 

4.2. Zeitlicher Verlauf der Hcmmung 

WBhrend die Mehrzahl dcr nicdermolekularcn Inhibitoren 
wie z. B. die aus A s c a r i ~ ~ ~ ~ . ~ ~ . " ~  . I<' inderorgancn'8, 1 3 .  I .  "I, 

Seeanernonenlh'J, Schnecken'"3J, kgcln1'31 u. a. oder die aus 
Pflanzen wie S ~ j a - l ~ . ~ .  l 8  und Limabohnen". '''I. N i i s -  
sen133, "I . _  Mais["l, Kartoffclnl'. ". 3 2 1  u.a. cine pcrnianente 
Hcmmung (Abb. 1 a) dcr proteolytischcn Aktivitht bewirkcn. 
ist die llemmung bei cinigcn Inhibitoren zcitlich begrenzt. 
Dicses zuerst von Goririi iind 4 u d r u i t 1 l ~ ~ ~  an Ovomucoid aus 
Hiihnereiklar bcobachtetc Phiinomen wurdc von Lnskorcski, 
Sr .  und W U [ ~ ' ]  auch bcim sckrctorischcn Rinder-Inhibitor (Ka- 
zil-Inhibitor) gefunden iind als .,tcniporiire Hcmmung" be- 
zeichnet (Abb. 1 b). Die Ursachcn dieses unterschiedlichcn 
Verhaltens licgen in  der untcrschicdlichcn Stabilitiit der Inhibi- 

.--" 
Y 

c 
Y 

!loo \-*- *-*----.- 
- C I  

Ahh.  I .  a) l'crniancntc tlcmniunp \on  Kindcrtrypriii durch den ~l~rypsin-h;all ihrein-lnhihit~~r i kilnit/-Inhihitor) w n i  Kind. h)  'Icmporiire 1 lemmunp 
vnn Schwcinc~ryps~n durch den aekretorixhsn I'rypsin-Inhibitor I IKnzal-.I-yp) BUS Schweinepdnkreas hci anlhgl ichcm Inhihitor-ilhcrachuu. 
c) I'rogrcbaivc I Ic~nmting vnn nic~ischlichcm Plasmin durch mcnrchliches T,-Antitrypsin L4h] 1. .I: l'n7yni-Aktivitat dcr t-n/ym-lnhihitor-l.ii\ung. 
I* 0): I:n/ym-Aktivitlit der I-nqm-l.i isung iin VcrlauT der Aulnlysc. 1:A = tnz?m-Aktivit;it. t = Inluhationszcit. 



toren. die ja sclbst I'roteinc sind. gegcniiber dcm protcolyti- 
schen Abbau durch die von ihnen a n h g l i c h  gehenimtcn 

Ncben der permanenten tind temporiiren Hcmmung w i d e .  
insbcsondere bei den Inhibitoren des IIiurnan-)Hlutplasrnas. 
cine ,.progressive Henirnung" bcobachtetr4hl. Unter den hnch- 
molekularen l'roteinase-Inhibitoren der 2,- und rz-Globulin- 
fraktion findct man langsame und sofort reagierende ..Anti- 
plasminc" und ..Antithrombitie". Wiihrend der Ci-lnaktivator 
( M G  1040()0) und cr2-Makroglobulin (MG 725000) Plasmin 
sofort hemmen. 1st die lnaktivirrung durch r,-Antitrypsin 
einc langsame nnd zcitabhiingige Reaktion (Abb. 1 c)l'('l. (ic- 
pcniibcr Kallikrein wirken jedoch auch rl-Antitrypsin iind 
Ci-lnaktivator (und rz-Makroglobulin)als progressive Inhibi- 
torcnl-"."O1. Die InaLtivicrungsgeschwindigkeit erhiiht sich 
mit stcigendcr Temperatur. so dal3 Konformationsumwand- 
lungen am Inhibitor-Molekiil A s  Lrsache dieses Vcrhaltens 
in F r a y  kommen. Ahnlichc Beobachtungcn wurden auch 
bei der Ilemmung von Thrombin durch r2-Makroglobulin 
und Antithrombin IJl gernacht['"l. 

I>ro te inasenlh l .  6 5 .  - 5  -81, 

4.3. Assoziationskonstanten K,, 

Die Konstanten der Assoziation von linzym (I!) und Inhibitor 
( I )  Zuni Komplex ( C )  nach der vercinfachten Gleichung (s. 
Abschnitt 6.1 I E+ l  e C  sind rclativ schwer zit rncssen und 
licgcn vie1 Iiiihcr als die der bcsten Substrate, in der Regel 
bei 10' bis 10" I:mol. was einer freien Bitidungsenergic von 
10 bis IS  kcal:mol entspricht['-.'". Voraussctzung fiir v e r l l h  

liche Wertc 1st die t<rreichung des thcrmodynamischcn Cilcich- 
gewichts dcr Komplexbildung"l' und cine Asso7iations- 
konstante g r o k r  ak lo8 bmol. wie sie ; .a.  vorlicgt (weitere 
Verfahren zur Hestimmung dcr Assoziationskoiistanten sic- 

). he[ 14. H 1 .- 851 

Mit den gleichen Vcrfahren kann auch die pH-Abliiingigkeit 
der Assoziationskoiistanten bestiinmt wcrdcn. Sie zcigt ini 
pH-Bereich von 2 6 eine Anderung um 7 Zehncrpotenzen ( ! 1. 
wahrend sie sich von pH=h-8 nur etwa um den Faktor 10  
andert (Abb. 2). Die enorm crhohte Dissoziation dcr Koni- 
plcxe bei niedrigcn pH-Werten bietct daher ideale Voraus- 
setzungen fur die Anwendung der Affinitatschromatographie 
bei lsolierungsprozesscn. 

5. Reaktives Zentrum 

5.1. Reaktives Zentrum - 1)efinition 

Als reaktives Zentrum dcr Inhibitoren wird die Stcllc des 
Molekiils bczcichnet.die bci der Hildung des Enzym-lnhibitor- 
Komplexes in direkten molekularcn Kontakt niit dcni aktivcn 
Zentrum des Enzyms tritt.  Die f i r  dic substratanaloge I.:inlage- 
rung in die Spczifitiitstaschc des Enzyms verantwortlichc Ami- 
nosaureseitcnkette stammt vom ,.rcaktiven Aminosiurcrcst" 
P i  dabei wurdc die Schreibwcisc von Hercpr und Schc~chrc~r 
fiir das rcaktive Zentrum von Protcinase-Inhibitoren zugrundc 
pClegtlHh.8nl: 

2 0  3 0  k 0  5 C  6 0  7 0  8 C  
? k  - -+ 

Ahh. 2 .  p l  I-Ahliingigkeit der Asso7iaiions~onstar1t~ii K,*. rur die Asso7i;ition 
\'on a)  Rindertrypsin mil dem Trvpsin-Kal l i~rein-Inhibi tor  I Kiiniiz-Inhibitor). 
b) n i i ~  dem So!ahohnen-lnhihitor (Kunitz) .  c) mit Hdhnerwomuco id .  crhalten 
durch folgcnde MeUrerlaliren . m porcniiometrisch. o Lichtsrrcuuiiy. A Gel- 
chromatographie. A S ~ . d ~ r n e n t a ~ i o n .  0 enzymatischc Resiaktivitit. o Fluo- 
rcsieni  [ IY]. 

Die Inhibitoren des Enzyms Trypsin und dcr beziiglich ihrer 
Spaltungsspezifitiit iihnlichen Enzyme Plasmin. Kallikrcin. 
Akrosin und Cocoonase der Seidenraupe weisen Argi- 

als ..re- 
aktiven Aminosaurerest" P i  auf. wiihrend fur den Rest die 
Aminosauren Alanin. Leucin. Isoleucin odcr Serin gcfunden 
wurden. Bei Ersatz von Arginin durch Lysin (oder urngekehrt) 
bleibt die AktivitPt und Spezilitat der Inhibitoren erhaltcn. wie 
aus der Homologie der Sequenzen im reaktiven Zcntrum der 
sekretorischen Pankreas-Inhibitoren von Rindi''', Schafl"" 
(Arginin-lnhibitoren) und Schweinl"] (Lysin-Inhibitoren) so- 
wie aus den Ergcbnissen der ..cnLymatischcn Austauschreak- 
tion" ani Sojabohncn-lnhibitorl'.~' (s. Abschnitt 6.3) und den1 
Auftreten sowohl von Arginin als auch von Lysin bei den Iso- 
inhibitoren der Schnecke["! des TintcnfischesL381 und der 
Gartenbohncl'"il hervorgeht. Bei allen bisher in ihrer kova- 
lenten Struktur aufgeklarten Trypsin-Inhibitoren (s .  Abschnitt 
8.2) liegt das reaktive Zentrum Pi-P', in cinem iiber eine 
Disulfidbriickc geschlossenen Ring (,,loop"). wic O X I ~ L I  und 
Lasknwski. Jr.LxH1 postuliert hattcn. Damit werdcn dicse 
Inhibitoren zu ,.cyclischcn Substraten". 
In Analogiezu den Trypsin-Inhibitoren wLren fur Chymot ryp  
sin-Hemmstoffe cntsprcchend dcr Spczifitiit dieses Enzyms 
die Arninosiiuren Tryptophan. Tyrosin. Phcnylalanin oder 
Leucin als Reste P i  zu erwarten. Hui den Chymotrypsin-lnhibi- 
toren aus Sojabohnen (Bowma~i-Birk)~"- '"~"~ 230J und aus 
Limabohnen['"I wurde Leucin im reaktiven Zcntrum gefunden. 
Eine entsprcchende Spezifitiitsiinderung als Folge cines 
LysWLeu-Austausches wurde fur beide Inhibitoren wahr- 
scheinlich gemacht. nachdem entsprcchende homologe Sc- 
quenzbereichegefunden wurden (s. Abschnitt 8.1 1. Diese Muta- 

n i n l 1 7 -  19.48 .62 .hJ.XY.Y01 oder Lysil l[1~ - I O . h 4 . 8 8 - 9 0 ]  
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tion schcint einc hinrcichende. aber keincswcgs in allcn Fiillcn 
notwcndigc Voraussctzung fur die Spczifitiitsiindcrung zu sein. 
da die Assoziation und Hemniung von Chyniotrypsin auch fur 
tryptischc ..reaktive Zcntren" nachgewiesen wttrdel'"q'i. 

111 einer cnzymatischcn Austauschrcaktion (s. Abschnitt 6.3) 
gclang LrcrrI, und Ltr.skoir,.ski. J r . 1 " ' . 2 ' 2 1  die Substitution \'on 
Argh3 durch T ~ P " ~  in1 rcaktiven Zentrttm dcs Sojabohncn- 
Inhibitors (Kunitz) und daniit die.&nderung von tryptischcr zu 
chyniotryptischer Spezifitiit 

5.2. Partialproteolyc 

Lnsboir.ski. J r .  ct a1.l". ''I demonstrierten in cincr Kcihc 
elegantcr Versuchc am Sojabohticti-Inhibitor (Kunitz). daD 
die Peptidbindung -P!-P',- im rcaktivcn Zcntrum im Verlaul 
dcr Henimung iihnlich wie bci eincr Substrathydrolysc partiell 
gcspaltcn wcrdcn kann. ..l'artiell" bcdeutct hicr. da13 ntir cin 
Tcil dcr Bindungen - P I  -P''- hydrolytisch geiiffiiet wird. Die 
Protcolyse am rcaktivcn Zcntrum dcs nativ.cn Inhibitors mit 
einstriinpiger Polypeptidkettc ( I .  -l'l-P'l- intaht) iiberfiihrt das 
Protein in etnen modifizierten Inhibitor(I*. -I'-CO03 l l . ,&-P'-  
hydrolysicrt). h'ativcr und niodifizierter Inhibitor wciscn glci- 
chc Aktivitiit tind Spczifitit ;ils I Ictnnistoffe und iihtilichc 
Assoziationskonstanten au f  "-I. Ilcr niodifizierenden f'artial- 
protcolyse licpt dic Ausbildung cines stationiircn thermodyna- 
niischen (ileichgcwichtcs ztrgrundc. dcssen Einstcllung schon 
durch katalytischc Mcngen an Enzym (Trypsinl"-l odcr C ' h > -  
niotrypsinl"'h') bcwirkt werden hatin. Nativcr und niodifizicrtcr 
Inhibitor rcagicrcn mit dem Enzym m m  pleicticn stabilcn 
~nzyni-Inhibitor-Komplex Ci"*. '"'I. wclcher wiedcrtim cntmc- 
der %ti frcictn I.nLym und nativcm Inhibitor odcr zu frcictn 
LInzyin und niodifizicrteni Inhibitor dissoziieren hann. Die 
Revcrsibilitiit des Gleichgcwichtcs. d. h. die Resynihese der 
I'cptidbindung -1'i-I''l- im rcaktivcn Zcntrum dcs modifizicrtcn 
Sojabohncn-Inhibitors tinter Hildung v o n  nativeni Inhibitor 
durch hntalytische Mcngen an Enzym ( 2  Mol-[!;~). wioscn .Tic,- 
L m l p .  I f  i.uwi. J r .  utid Lir.~/io\~.sXi. Jr.l""i nach (s. Abschnitt 
6.31. 

Die  Cileichgcwiclitskonstantc = [I*] '[I] fiir das stationii- 
re Glcichgcwicht zwischcn nativcm und rnodifizicrtcni Inhibi- 
tor ist stark pH-ahhiingig (Abb. 3) niit einctn Minimum bci 
p t I = 6 - - 7  und hohcn Werten fiir die Spalttrng dcr Peptidbin- 
dung-PI -P \ -  in saurcn Li5sunpen hci pH = 3  4I"l. Sic vcrliiift 
damit als spcziellc ..Suhstrat'--Hydrolyse hei schr unphysiolo- 
gischeni pl I-Wcrt. bei dcm nornialc I'rotcinc nicht gcspaltcn 
wcrdcn. 
Die Partialproteolysc wurde bei einer Kcihc von Proteinasc- 

und zur Ermittlung dcr reaktiven Zentren cingcsctzt. Das Aus- 
man dcr Hydrolyse wurdc durch analytisctic Polyacrylaniidgel- 
Elcktrophorese~""] odcr durch Abspaltung des neuen C-tcrmi- 
nalcn, basischen Restes f'l niit Carbouypeptidase €31xx. 
oder durch Edman-Abbau tind quantitative massenspcktromc- 
trische Hestirnmung des ncuen N-terminalen Rcstcs P ; l ' " ' l  
ermittelt. wcnnglcich die Kcversibilitiit dcr Protrolyse in  dcn 
wenigstcn PMen nachgcwiescn wurdc. Das thcrmodynainischc 
Gleichgewicht kann. wie bcim Sojabolinen-liihibitor (Kunitz) 
init Xh 0." modifizicrtctn Inhibitor. weit auf der Scite dcr offcncn 
Peptidbindung. aber auch iiberwiegend atif dcr Seitc dcs nati- 
vcti Inhibitors wie bci den schrctorischcn ~'anhrcas-Inhibitoren 
niit ca. 25 "%I Modifizierting liegcn~'3~'r. 

Inhibitoreu aufgczeigtl18. 19. 3 3 .  48, l>d. -a.  4h.  0 8 .  I O ( 1 .  1 0  I .  2 3 -  '341 
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Als txtremf;lll ist der Trypsin-Kallihreiti-Inhibitor (Kunitzi 
iitts Kindcrorpncn anzuschcn. bci dcni eine direktc Modifizic- 
rung durch Try psin bisher nicht nachgewicscn wcrdcn honnte. 
Nach Krc,.s.\. LVilsori und I . t r . vko \d i i .  Sr.l li"l wird jedoch auch 
dicser Inhibitor nach sclektiver Reduktion dcr Disulfidbruckc 
Cy~ '~ -c ' ys . ' *  am rcaktivcn Zentrum und an weitcrcn Peptid- 
bindungen hydrolysicrt (s. Abschnitt 10). c b e r  den Lniwcg 
einer Reihc chcmischer tind cnzymatischcr Reaktionen konn- 
ten Jrririg und 7S~~/icsc/ t r~~ synthctisch auch einen nur am 
renktiven Zcntrum modifizicrtcn Trypsiti-Kallikrein-Inhibitor 
(Kunitz) darstellcn. der auf  diiekteni Wege durch Partialpro- 
tcolysc mit Trypsin nicht mgiinplich ist. Dicscr synthctische. 
modifizierte Inhibitor ist gegeniibcr Trypsin akti\ und 
crlcidet niit katalytischen Mengcn ?'rypsinl''31 und Chymn- 
tyypsln 123 I I eine vollstiindigc Kcsynthesc zu nativcm (..virgin") 
Inhibitor. 

6. Mechanismen 

6.1. Mechanismus der Assoziation 

Als Folge dcr f'artialprotcolysc entsteht aus dcm nativen Inhi- 
bitor ( I )  ein modifizicrtcs Protein ( I * )  mit noch voller biolopi- 
schcr Aktivitiit. Im Fall des von Ltir/tI,. Prtrissnrrri, Firikcri.jrtidr 
tind L t r s k o i d i .  ./r,19-l cingehcnd studierten Systems 0-Trypsin 
tind Sqi~iboiiiicn-Inhibitor (Kunitz) ergehen sich fiir dcn niodi- 
fiziertcn Inhibitor ( I * )  stark vcriindcrtc Rc~iktionsgcscliwindig- 
kcitskonstanten fur die Koniplcxbildung (L*-+C). Fiir das thcr- 
modynaniische Gleichgcwicht dcr Asso7iation von Trypsin 
(T) tind deni Inhibitor ( 1  oder I * )  ist dahcr im stationiiren 
Zustand auch die Koniplcxbildung von I* zit bcriicksichtigcn. 
Das C;csnmtsystcni wird dahcr durch GI. 1 ) wiedcrgegebenl"'l: 

I l l  T +  l---L---( - L L . - . . l .  
7 7 ---I - I '  

GI. ( 1  1 pibt den formalen Minimalnicehatiisnitis wiedcr. bei 
dcm I. und I.* lose assoziiertc. nicht ..kovalente" Enrytn-lnhi- 
bitor-Komplcxc (s. Abschnitt 8.4) darstellcn. Die Existcnz wci- 
tercr Zwischcnstufcn ist denkbar. Die Zwischcnstufcn I. und 
L* wurdcn nnchpewiescn: fiir die Gleichpcwichtskonstanteti 
K I  =I,. I , k 1  und K l . =  h,, h . . ,  wurdcn glciclic Werte wahr- 
scheinlich gcmuchtl"l. wiihrcnd fiir die analogcn Geschwin- 
digkcitskonstanten I,? und k - ., sehr untcrschicdlichc Wcrte 

1.. h 1., 1.. 

I .  L .  
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hci schr iihnlicher pl I-Abhiingigkcit gefunden wurdcn. Es cr- 
gab sich eine rasche Einstcllung dcs vorgclagerten Glcichge- 
wichts untcr Ausbildung der Zwischenstufe L. wobci k I % k ,  

GI. ( I )  cntspricht dcni gcwi5hnlichen Mechanismus fiir die 
reversible Substrathydrolyse durch Serin-I Iydrolasen mit dem 
cinzigen fornialcn Lnterschied. dafi keine Ilissoziation dcs 
Acylcn7ym-Koniplcxes tinter Wicderfreisctzting des I3izym- 
Nuclcophils erfolgt. da die Inhihitoren nur cin Reaktionspro- 
dukt. den Koniplex C' ,  bilden. 
Im Einklang mit diesem %wcistufenprozcl.i dcr Komplcxbil- 
dung ist der konzcntrationsabh~ngigc U bcrgang der Keak- 
tionsordnung von zweiter zti crster Ordnungly'l. Auf die vor- 
gelagerte lose Anlagerung T+ I 5 L, cine wahrscheinlich dif- 
fusionskontrollierte Reaktion zweiter Ordnung, folgt die nicht 
diffusioiiskontrollierte Komplexbildung L L C  in einer Rcak- 
tion crstcr Ordnung. Die Unabhiingigkcit dcr Rcaktions- 
geschwiiidigkeitskonstaiiten zweiter Ordnung fur die Asso- 
ziation von Trypsin tind Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz) von 
dcr LiistuiigsmitteIviskositEt veranlaDtc bereits H a y w s  und 
F ' ( ~ 7 e y [ * ~ ~  zu der Schlul3folgcrung, dal3 der Komplcxbildung 
kcin difftusionskontrolliertcr ProzelJ zugrundc liegt. 
Eine Keihc von Indizien spricht fur die Allgemcingultigkcit 
dcs am System P-Trypsin und Sojabohneii-Inhibitor (Kunitz) 
erarbeitetcn formalen Mechanismus. Line vergleichende Un- 
tersuchung mit r-Trypsinl"-] ergah die gleichc Rcaktionsge- 
schwindigkcitskonstante erstcr Ordnung k 2  fiir die Rcaktion 
L -C wie Kir [j-Trypsin. Die Assoziationskonstante dcs losen 
Michaclis-Komplexcs L rwischen r-l'rypsin und nativem Inhi- 
bitor I ist jcdoch um eine GroBenordnung klcincr als die 
von B-Trypsin: Kl.7 = 10 Kl.13. Diescs Ergcbnis cntspricht dcr 
geringcrcn Stabilitiit dcr Komplexc von r-Trypsin init 
Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz)l"'" 1'''1 . T rypsin-Kallikrcin- 
Inhibitor (Kunitz) aus KinderorganenI""l tind I l i ihnerowmu- 
coid11051. (Weiterc kinetische Datcn ziur Hnzym-Inhibitor- 
Assoziation finden sich in[l").z'' '"I .I 

i ~ 1 ~ ~ ~ l .  

6.2. K inet isch hontrol lierte 1) issoziat ion 

Hci allgcmeiner Giiltigheit dcr GI. ( I )  ergibt sich das gleichc 
Produkt. dcr stabile Enzym-Inhibitor-Komplex C. unabhlingig 
v o n  seiner Herstellung atis nativem odcr modifizicrtcm Inhibi- 
tor und Enzym. Unter Bedingtinpen, unter dcnen eine pliitz- 
lichc Dissoriation dcs Koniplcxcs crrwungcn wird (kinctisch 
kontrollierte 1)issoziatian) wie r he pH-lJnistellung auf 
pi1 =?'"] odcr I<intrugcn dcs Komplexes in 6 X I  Gtranidi- 
niumchloridl"31 i n  neutralcr 1.iisung wcrden die Produktc al- 
kin von den relstiven Werten der 1)issoziotioiisgcschwindig- 
kcitskonstanten k . und k 3  bcstimnit wcrdcn und nicht durch 
die Lagc dcs thcrmodynamischcn Glcichgewichts zwischen 
nativem und modifiziertem Inhibitor. Da die Geschwindig- 
keitskonstanten fur die Keaktion modifizicrtcr Inhibitor 
(I*)+nativcr Inhibitor ( I )  im allgemcinen vie1 hiiher sind als 
fur die Ruckrcaktion. IiiIJt die kinctisch kontrolliertc Ilisso- 
ziation der Komplcxe iiberwiegend nativen Inhibitor erwartcn. 
Entsprechcnde Ergebnisse wurdcn fur die kinctisch kontrol- 
lierte Ilissoziation dcr Trypsin-Komplexe aus nativcm und 
modifiziertcm Sqjabohnen-Inhibitor (Kunitz) von Firikrri- 
sradr iind Laskowski. Jr.I""]. Setrlock und Ltrskolcski. Jr.l"-'l 
und fur die Dissoriation dcs Trypsin-Komplexes BUS trypsin- 
modifiziertcm Bowman-Hirk-Sojabohnen-Inhibitor sowic fur 

die Dissoziation dcs Chyniotrypsin-Koniplexes BUS chymo- 
trypsin-modifiziertcm Bowman-Birk-Sojabohnen-Inhibitor 
von Frtirrali und Srririer1r"61 crhaltcn. I n  allen Fiillen wurde 
ubcrwiegcnd nativer Inhibitor gcfunden. obwohl das Glcich- 
gcwicht in bciden Fiillen uberwiegend aufdcr Scite dcs modifi- 
zierten Inhibitors licgt. 
Die Resynthcsc dcr gespaltencn I'eptidbindung -Pl-l"l- im 
niodifizierten Inhibitor durch Koniplcxbildung mit snschlic- 
[h ide r  kinetisch kontrolliertcr Komplexdissoziation zeigt, dal3 
fiir dicse Systcnic die Bezichung k . >> k3 gilt. I>aratis folgt 
fcrner. daf3 die I>issoziotioiisgcschwindigkcitskonstanten 
K D =  k - 2  t k.32 k ctwa dcr Komplcxdissoziationskonstan- 
ten h 2 cntsprechen mid i  
1:s 1st einlcuchtend, da[J die kinetisch kontrolliertc Rcsynthesc 
der gespaltencn Peptidbindung -P,-P',- im modifiziertcn In- 
hibitor 7..Z. der beste Nachweis fur das reaktive Zentrum des 
Inhibitors ist. 

6.3. Knzyrnatische hustauschreaktion 

Durch gcschichte Kombination und untcr Ausnutzung der 
durch die thcrmodynriinischen und kinctischcn Konstantcn 
gcgcbcncn Vcrhiiltnissc gelang S ~ d o c . k  tind Lcrskowsk i .  Jr.l"31 
in cincr Folge cnzymatischer Rcaktionen der Austausch des 
rcii ktiven Aniinosiitrrercstcs Arginin-63 im Sojabohncn-hhibi- 
tor (Kunitz)durch Lysin tind daniit der an homologen Inhibi- 
torcn bereits wahrschcinlich geninchte Nachwcis der prinzi- 
piellen Glcichwcrt igkcit von Arginin tind Lysin als  Aniinosiiu- 
rercstc P I  im reaktivcn Zentruin von Trypsin-Inhibitoren. 
I-:ntsprechend dcr schcmatischen Ilarstcllung (Abb. 4) wird 
modifizicrtcr Sojabolinen-Inhibitor (Pcptidbindung Arg"'- 
Ilc"' oKcn) (S:) niit Carboxypcptidase I1 untcr Verlust dcr 
inhibitorischcn Aktivitiit in dcs-Arp"J-modifizierten Inhibitor 
(Sfl iibcrgefiihrt. Bci der anschlicficndcn Inkubation rnit iibcr- 
schiissigcni L.ysin iind C'arboxypcptidasc B [GI. (31 wird die 
therniodynam isch tingunstigc Keaktion dcs enrymatischen Ly- 
sin-Einbaucs rnit  dcr thcrmodynamisch schr bcgiinstigten 
Komplex bildung von wicder aktivcm I~ysh-'-modifizicrtcni I n -  
hibitor ( S t )  [GI. (311 gekoppelt. Da der de~-Arg"~-modifizicrte 

A bb 4. Rcak t ionsschrit tc  iin Verlauf der ..cn/ym;it ischen Aust;i iischre;ihtion". 
I)ie reI;itibc (;riiOe der l'feilc keniii.cichnei q i id i t i i t iv  die Lage der Gleichge- 
wichte [Y3]. Cpase - C'arhoxgpeptidase: S'TI - Soiahl,liiieii-.l'r! psii i- lnhihitnr : 
S ,  = iialiver Sujahohneii-Inhibitor (Kun i t i ) :  S: mudihztc.rlcr Inhihi tor :  
Sf = des-Arp"'-i i ioJifi~iertcr Inhihitor. S: niodirwicrter. s>nthL'rischcr 
I.ys" ' -Inhihitor: = Trypsin-Koiiiplek mi l  rynthetischem I.ysh2-lnhihiror: 
SI - intaktcr. synrhetischer 1.y~"'-Inhihitor. 
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Inhibitor (Sf) keinc starken Komplcxe mit Trypsin bildct. 
kann die Kupplung bcider Rcdktioncn und die Glcichgcwichts- 
verschicbung crzwtingen werdcn [GI. (411. Dcr synthctischc 
I.ys"'-Sojabolincn-lnhibitor wird i n  Form des Trypsin-Kom- 
plcxcs (CI) isolicrt iind der kinctisch kontrollicrtcn Dissozia- 
tion utitcrworfcn. Als Resktionsprodukt wird ..nativcr" Lysh'- 
Inhibitor (Pcptidbindung L y ~ ~ " - l l e " ~  intakt) (Sl.) iso- 
1icrti IH. 1~3.931 

(.'pare I3 
s; + Lys . . S; K - 10 ' I mol (21 

s; + .I - - - -  f K = l O v  I mol (3) 

s; + Lys - T .- CL. K = 1 0  1 mol (4) 

Die Inkubation dcs synthctischen Lys('3-lnhibitors mit kataly- 
tischcn Mcngcn an Trypsin bci pH = 3.75 fiihrtc in lririyscinic~r 
Rcaktion zu cincm Inhibitor, der elcktrophorctisch von modifi- 
ziertcni authentischcm Are"'-Inhibitor nicht 711 untcrscheiden 
w:d1"1. Damit schcincn glcichc Wcrtc von KII,.d fiir die Hydro- 
lysc dcr Pcptidbindung - P I  -1';- im rcaktiven Zcntrum v o n  
Lys(''- und Arg"'-Inhibitor vorzulicgen: sic demonstrieren 
die thcrmodynamischc Glcichwcrtigkcit v o n  Arginin und Ly- 
sin. Die Geschwindigkciten der Ilmsctzitngen mit Trypsin 
sind jedoch nach Beobachtungen von Serilock und Luskowki .  
Jr.LL'."31 am Argh3- und Lysh3-Sojabohnen-Inhibitor und von 
Tsclresche und Obernteier"O1l an homologen Lysin- und Argi- 
nin-Inhibitoren dcs Pankrcas (Karal-Typ) bci 1-ysin-lnhibito- 
rcn ctwa iitn den Faktor 10 gcringcr. 
Dcr cnzymatischc Arginin ++ Lysin-Austausch fiihrt 711 honio- 
logen Proteinen. wic sic den Genproduktcn nach ciner Muta- 
tion des Argh'-DNA-Codons zuni Lysh3-DNA-Codon ent- 
sprechen wiirdcn. Die biologischc Rcalisicrung solchcr Argi- 
nin tt Lysin- oder L y s i n u  Arginin-Mutationen in rcaktiwn 
Zentren der Inhibitoren wurde bei der Sequenzicrung der se- 
kretorischen Pankreas-Inhibitoren (s. Abschnitt 8.1 ) aufgcfun- 
den und scheint nach den ersten Hefunden auch bei den sckrc- 
torischen Iso-Inhibitoren der Schncckc1"] und dcr Gartcnboh- 
nelzlOl inncrhalb einer Spezics aufzutreten. Um dicsc Analogie 
zwischen biologischer Mutation und cnzymatischer Aus- 
tauschreaktion drastisch zu betonen. prPgte Laskowki .  J r .  
hicrfiir (mit allen Vorbehalten) den Terminus ..enzymatischc 
Mutation"' ''I. 
I h s  gleichc Rcaktionsschcmn wurdc von L r t r r ~  iind L o s k o w L i .  
Jr," I I .  2 1 2 1  auch zum enzymatischcn Austausch von 
gegen Trph3 angewandt, indcm des-Arg"'-modiliziertcr Inhibi- 
tor ( S P )  mit iiberschiissigcm 'I'ryptophan und Carboxypeptida- 
sc A in Gegcnwart von Chyniotrypsin inkubicrt wurde. S'ach 
k inctisch kontrollicrter Dissoziation dcs Cliyniotrypsin-Koni- 
plexes wurdc nebcn dcs-Arg""-tii(idifizicrteni Inhibitor a uch 
nativcr Trph"-Sojabolincti-Inhibitor isolicrt. dcr Chymcitryp 
sin stark hcmnit (s. Abschnitt 5.1). 

7. Chemische Modifizierung 

Chemisehe Modifizicrungcn an dcn reaktiven Seitcnkcttcn 
bifiinktioncller Aminoslurcn von Inhibitoren sind in g r o k r  
ZahL ziiiii Studium dcr Assoziation und ziir Ermittlung dcs 
rcaktiven Zcntrums cingesctzt worden. Einige Hcispicle sollcn 
die Miiglichkeiten diescr Mcthode crliiutcrn (s. auch '"'). 

Dic Entfernung der positiven Ladung von dcr Scitenkcttc 
dcs basischcn Aminosiiurercstcs P I  im renktiven Zentrum von 
Lysin-Inhibitorcn durch 1)csaniinicrung inaktivicrt den Tryp- 

sin-Kallikrein-Inhibitor aus Rindcrorgancn. wie wir fanden. 
~ i i ch t "~ ' " l~  ini Gegensatz zu friiheren Angabcnllo'l. Dcr reinc 
Ladungsverlust ohnc zusltzlichen sterischen Effekt schliefJt 
die ionischc Wechsclwirkung der Seitcnkctte mit dcr negativcn 
Ladung von AsplX'I'l in der Spczilitatstasche dcs Trypsins""'] 

Sterische Effekte. wie die Verliingcrung der Seitenkette 
des basischcn Restes PI  (um ca. 1.5 A), scheiiien aber auch 
bei I-ihaltungdcr positivcn Ladung die Aktivitiit zit verringern. 
wic nach Hri~~rios iind F r e r r q .  atis dcr vermindcrten Aktivitiit 
ciner Rcihc von guanidinicrtcn Lysin-Inhibitoren hcrvorzuge- 
hen scheintlH'I. IIier7u im Widerspruch stehcn allcrdirigs die 
Befunde von Krissell und Chon" "'1 iiber die Guanidinicrung 
(und Amidinicrung) dcs Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Ku- 
nitz) ails Rindcrorgancn. 
Einc kombinicrtc Scitcnkcttcn-Entladiing und -Vcrgriifierung 
wird durch Acylicruiigsreagenticn wie Maleinsliurcanhydrid 
oder ('itracoiislurcanhydrid bei 1,ysin-Inhibitoren und durch 
Dicarbonylreagcntien wie Hutandion. Cyclohcxandion oder 
Phcnylglyoxal bci Arginin-Inhibitoren errcicht und fiihrt zu 
ihrcr 1nal;tivicrungl"". I 'I. I h s  Verfahrcn w i d e  von I.'ri/r 
et al.1 ' "1 zur Klassifizicrung eincr grol3cn Zahl von Inhibitoren 
indic Gruppcn der I.ysin- odcr Arginin-Inhibitoreti verwendct 
und hat  sich zur rsschcn Oricnticrung allgcmein bcwiihrt. 
Mit diescr blcthodik bestimmtcn Kon~ilski iind Lriskori..ski. 
Jr.11'21 kiirzlich auch die Konstantc Kll,d = [ I*]/[I] (s. Ab- 
schnitt 5.2) bci modifizicrten Inhibitoren. da die Acylicrung 
dcr nctigcbildeten r-Aminogruppe am Rcst Pi den modifizier- 
ten Sojabohnen-Inhibitor und wahrschcinlich modifiziertc 
Protcinasc-Inhibitoren allgcmein inaktivicrt. Die Anwondung 
diescs Verhhrcns bci Lysin-Inhibitoren setzt allcrdings dercn 
vorhcrigc Guanidinicrung voraus. 
Wie erstmals C ' h t i i i w r  ttnd . 4 t ~ / 1 e r ~ ~ ' ~ ~  bci dcr Ermittlung des 
rcaktivcn Zcntrums ( I , y ~ ' ~ - A l a ' " )  dcs 'I'rypsin-Kallikrcin-In- 
hibitors (Kunitz) durch Polyalanylierung mit dem N-Carb- 
oxyanhydrid von m-Alanin zeigten, lasscn sich im Trypsin-In- 
hibitor-Kotnplcx die Lysinrcste 26.41 iind 46 niit Acylierungs- 
mittcln unisctmi. ohnc dafJ dcr Komplcx hicrdurch zit Disso- 
ziation gezwunpcn. dcr Lysinrcst 15 ( P I )  glcichfalls particll 
oder vollstiindig acyliert und/odcr dcr wicdergcwonncnc sub- 
stituicrtc Inhibitor dcsaktivicrt w i d .  Unter Ausnutzung dicser 
hohen Komplcxstabilitiit gelang us Frir:. Sdrrrlr. M r i s / t , r  und 
Werle" '.'I sowie Tschesche. Jerirlg und Schorp" "I. acylicrte 
aktive oder reaktivierbare Dcrivate dcs Trypsin-Kallikrein- 
Inhibitors (Kunitz) darzustellen. die bei glcichcr biologischcr 
Aktivitlt und SpezifitPt ein vollig verlindertcs physiologisches 
Verhalten im Krcislauf (Niercngiingigkeit etc. !) sowie andcre 
physikalisch-chemische Konstantcn (Isoelektrischer Punkt 
u. a,) aufwciscn. 

Durch o-Nitricrung von Tyrosinresten in unmittelbarcr Kach- 
barschaft zitm rcaktivcn Zcntrum -P1-P\- ini freien Inhibitor 
und im Inhibitor. dcr im Komplcx fixiert ist, l i i h  sich dcrcn 
stcrischc Zugiinglichkeit und damit ihre miigliche Maskicrunp 
crmittcln. Damit kunn  die Griifie der Kontaktstcllc abgc- 
schltzt wcrdcn. insbesondere. wcnn dicse trgebnisse durch 
spcktrophotomctrische Ti t rut  ionen und pK-Wert-Bestimmun- 

aus. 
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gen der entsprechenden o-Nitrotyrosine fur den freien und 
den im Komplex gebundenen Inhibitor e ranz t  werdenl". 
Da die Kontaktstelle im allgemeinen nur wenige Aminosaure- 
reste des reaktiven Zentruins umfant. wird verstindlich. da13 
die biologische Aktivitat durch Entfernung einiger Reste vom 
N-Terminus nicht beeinfluBt wird, solange dadurch nicht die 
Reststruktur verandert cder das reabtive Zentrum direkt abge- 
baut wird. Guanidinierter Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Ku-  
nitz) ist nach Kmsel l  und nach Edman-Abbau des 
N-tcrminalen Tripeptids voll aktiv. Das gleiche gilt fur den 
sekretorischen Pankreas-Inhibitor I vom Schwein, dessen 
Aktivitat nach Abspaltung des N-terminalen Tetrapep- 
tids[44.45. ' 1 5 ]  oder PentapeptidsIb6I nicht verlorengeht. 

8. Struktur der F'roteinase-lnhibitoren 

8.1. Aminosauresequenzem und Homologien 

Die Auklarung der Primiirstruktur des therapeutisch beson- 
ders interessanten Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz) aus 
Rinderorganen (Abb. 5a) erfolgte durch Kassell und Lus- 
kowski. Sr . l i th l  und wurde von Chtruret und A c h e r 1 1 1 7 i ,  von 
Dlouhci. Pospis'ilot~i. M e b u n  und Sornil' sowie von Anderer 
und Hor;del' (Kallikrein-lnakti~ator~~~~ aus Rinderlunge 
mit Asn5* anstclle von Asps0) bestatigt. 
Bemerkenswert ist die ubcr 40-proz. Homologie zum Rinder- 
colost r um- 1 n h i bit or. dessen Seq uen z cechoi:Ci. Jonrikocd u nd 
.%~r~d501 aufkllrten (Abb. 5b): er enthalt zusltzlich neun Ami- 
nosituren sowie einen Glykoproteinanteil. Die Gene beider 
Inhibitoren weisen offensichtlich einen gemeinsamen phyloge- 
netischen Ursprung auf. obwohl der Colostrum-Inhibitor als 
sekretorisches Protein anzusehen ist. der homologe Trypsin- 
Kallikrein-Inhibitor jedoch nur gewebsstandig intrazelluliir 
vorkommt und in vielen Rinderorganen gefunden wurde. Wah- 
rend Colostrum-Inhibitoren wahrscheinlich bei vielen Sauge- 
tieren vorkommen und sich bisher beim Rind und 
Schwein'-'. ''I nachweisen l iekn,  wurde der Trypsin-Kalli- 
krein-Inhibitor bisher nur bei einer begrenztcn Zahl von Wie- 
derkauern (Rind und Schaf) gefunden. 

a l  

bl  

C1 

al 

bl 

CJ 

a l  

b l  

CJ 

Von Tschesclie und I 5 1  wurde die Aminosaure- 
sequenz des lsoinhibitors K aus der Weinbergschnecke 
( H e l i s  pornotiti, Abb. 5c) aufgeklart, der uberraschenderweise 

gJ Leu 

38 Cys Leu Leu tys 35 ClOoQ j Ser 

Abb. 6. Gegcniiberstellung der vollstiindigen kovdlenten Strukturen a) d a  
Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz) vom Rind [116-1191 und b) des sekre- 
torischen Trypsin-lnhibiton (Kazal) aus Rinderpankreas [91. 134. 1351. Das 
Sternchen kennzeichnet das reaktivc Zentrum. Die Disulfidbrucken des 
Trypsin-Kallikrcin-Inhibitors wurden von Kassell und Laskowski. Sr. [116] 
aufgekliirt und von Anderer und Horde  [119] am Inhibitor aus Rinderlunge 
bestatigt. die des sekretorischen Trypsin-Inhibitors von Guy. Shapanuka und 
Greerir [ 134. 1351 aufgcklirl und von 'h-hrsche und Schneider [92. 1361 a m  
Inhibitor \on1 Schwein bchtiitigi. 

* 20 

63 

-Gln -GLn -Thr -Asp -1ys -Ser 

rn 
Abb. 5, Homologieinden AminosauresequenrsnaldesTrypsin-Kallilircin-lnhibitors IKunitz) vom Rind [ I  1 6 1  191. bl desTrypsin-In- 
hihitors aus Rindcrcolostrum [LO] und c) dcs Isoinhibitors K BUS Schnechcn I H d i s  pwmrf iu)  [214. ? I  51. Das Stcrnchen kennzrichnet 
das reaktive Zentrum Writcre 7u diesen Inhibitoren homoiogc Proteins wurden Lurzlich aufgeklart : d )  Schlangengift-Toxine 1 
iind I( (aus Dc*ndrocrspis po/,~/c,pi.\) von Sfryduw [235]. e )  Schlangengift-Protcinase-Inhibitor II (aus Viprrci rrrsrrlli) von Xrhhashi. 
Iwcmuya. Hokuma. Sir:irAi und Kituwugu [2.36]. Proteinase-inhibitor aus Eier-EiweiD von Schildkroten von Luskowski. Jr. er 
al. [ Y 7 ]  (Partialseqiwnz). 
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10 20 
-Tyr - A s - P r o  -Vat 

30 L5 50 55 
L y s  -~Arg -G ln  -Thr - P r o - V a l  -Leu - 1 l e - G l n - L y s  - S e r - G i y -  Pro-CYs/ 

I 
Glu .Arg -Gln -Thr - P r o  -Va l  -Leu --!le -Gln -Lys -Ser - G l y  -Pro -Cvs 1 

I 

Abb. 7. Homologie in den Aminosauresequenzen der sekretorischfn Rinkreas-lnhibitoren a) voni Schwein ilnhihitor I )  und b) rom Schal' ['El. Das 
Sternchcn kennzeichnet das reaktive Zentrum. Der Inhibitor voin Schaf c'rwie\ sich in dcr Aminosiuresequenr Ltk identisch mit dem Rinderinhibitor 
[Y I ]  iAhb. 6 b) bis auf Ala". dern Ser barn Rind cntspricht. xhnlich weitgehende Homologien zelpt nach G'rcwir iind Bnrrrlt 123x1 auch der rncnschliche 
In hi bitor. 

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 
fur ein gemeinsames Ursprungsgen dieser Inhibitoren mit be- 
sonders breiter Spezifitlt. 

Es ist ferner bemerkenswert. daR der Trypsin-Kallikrein-Inhi- 
bitor vom Rind (Abb. 6 a )  keinerlei Homologie mit dem sekre- 
torischen Rinderpankreas-Inhibitor (Kazal) aufweist (Abb. 
6 b), dessen Sequenz Greeiie, Giordano und Burtelt19 aukl l r -  
ten. Diese Tatsache unterstreicht die generellen Unterschiede 
in der physiologischen Funktion beider Inhibitoren, die sich 
auch in unterschiedlichen Spezifitiiten, im Hemmverhalten 
und den Orten ihrer zelluliiren Biosynthese widerspiegelt. 
Die Primiirstrukturen der Pankreas-inhibitoren voin Schwein 
( I ,  Abb. l a .  und 11) wurden von Tschesche und Wadi- 
~ar'"5.11s.1201 aufgekliirt und von Burtelt und Greene~13iJ be- 
stltigt. Hochstrasser und PVerle et al.[33. 1221 sowie Tschesche 
und Ohermeier[' 2 1  ermittelten die Sequenz des lnhibitors vom 
Schaf (Abb. 7 b). Ein Vergleich aller bisher aufgekliirten Struk- 
turen ermoglicht eine erste Ubersicht uber die invarianten 
und die durch den Austausch einzelner Aminosiiuren variablen 

gische Aktivitat[3","5.hh.02. 1131 und fur die richtige Faltung 
und Renaturierung nach Reduktion und Reoxidationli'sl. Die 
bemerkenswerte Arg18+-+Lys'8-Mutation im reaktiven Zen- 
trum fur den Rest P1 wurde bereits erwahnt (s. Abschnitt 
5.1): sonst 1st in diesem Bereich (Reste 15--28) und im C-termi- 
nalen Ted (Reste 44-56) kein Aminosiiureaustausch zu beob- 
achten. 

Sequenzbereiche. Der hohen Variabilitiit am N-Terminus ent- 
spricht die Unwichtigkeit dieses Sequenzstiickes fir die biolo- 

4bb. X. Vollstiindige horalenteStruktiir des lnhibitorsaus 45, aris Iirmhricoidr,\ 
noch /i?dunt [ 1371. 

\bh .  9. Vollstiindige kovalente Struktiir dcs Trypsin-Chymotrypsin-lnhibltors atis Sojahohnen (Kunitr)  [IX. 240. 
2411. Das Sternchcn kennzeichnet das reaktive Zrntrum. 
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Thr I I l e  , A s p  I A s x  b l  

a1 GlU a 
bl  Asn Asn Asn 

11977101 
Abh. 10. Homologie in den Aminosduresequenzen a) des Sojahohnen-Inhibitors (Bowman-Birk) [ I281 und b) des Trypsin-Chymotrypsin-Inhibi- 
tors IV aus Limabohnen 11301. Das Sternchen markiert das anti-tryptische (*). das Kreuz (+) das anti-chymotryptische Zentrum. Im 
Bowman-Birk-Inhibitor sind die Teilsequenzen Ala" bis CysZ4 mit Ilc"' bis Cys" homolog, irn Limabohnen-Inhibitor IV dic Teilscquenzen 
CysZJ bis Cys34 mit Cys'" bis Cysb1. 

Die Sequenz eines von Portmann und Fraefel['241 (vgl. 13]) 

aus Schweineascariden isolierten Trypsin-Chymotrypsin-Inhi- 
bitors (66 Aminosauren) wurde von Fruefel und A ~ h e r [ ' ~ ~ ]  
(Abb. 8) aufgeklart. GroOere 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 Shnlichen Sequenz Thr-Lys-Gly-Gly-Cys- 
Glu (Reste 12-17) im Ascaris-Inhibitor nicht feststellbar. 
In der letzten Zeit sind auch eine Reihe von Primarstrukturen 
pflanzlicher Inhibitoren ermittelt worden. Die vollstandige 
Sequenz des Sojabohnen-Inhibitors (Kunitz) (1 81 Aminosau- 
ren) wurde von Koide, Tsunasuwa und Ikenaka['26. 24032411 
bestimmt (Abb. 9). Sie weist interessanterweise keine Homolo- 
gien zum zweiten Inhibitor aus der Sojabohne, dem Bowman- 
Birk-Inhibitor['271 (71 Aminosauren), auf, dessen Sequenz 
Odani, Koide und Ikenuka['281 aufklarten (Abb. 10a). Zu die- 
sem Inhibitor finden sich aber im Trypsin-Chymotrypsin- 
Inhibitor aus der LimabohneL1291(84Aminosauren) weitgehen- 
de Homologien (Abb. lob). Die Sequenz des Limabohnen- 
Inhibitors wurde von Tun und 13'] ermittelt und 
weist die Besonderheit auf, zwei homologe Sequenzbereiche 
innerhalb der einstriingigen Polypeptidkette zu enthalten, von 
denen der eine Bereich das anti-tryptische, der andere das anti- 
chymotryptische Zentrum enthalt[3'1. Aus diesem Befund 
wurde die Hypothese abgeleitet, daD dieser ,,double headed'' 
Inhibitor mit zwei unabhangigen reaktiven Zentren durch 
Gendupiikation und divergente Evolution entstanden sein 
konnte. In dieser Hinsicht ist es bemerkenswert1'281, dal3 ahn- 
liche Teilsequenzen wie Lys-Ser-Asn-Pro-Pro-Gln-Cys-Arg 
(Reste 16-23) im Bowman-Birk-Sojabohnen-Inhibitor (Abb. 
1 Oa) und Lys-Ser-Ile-Pro-Glx-Cys-Arg (Reste 28-35) im 
Limabohnen-Inhibitor (Abb. lob) auch in der Sequenz des 
ErdnuR-Inhibitors (Arg-Ser-Asx-Pro-Pro-Glx-Cys-Arg) vor- 

kommen (Hochstrasser, Illchmann und Werle133* 13']), obwohl 
die Gesamtsequenz sich sonst deutlich von der der beiden 
anderen Inhibitoren unterscheidet. Die Vermutung, daO diese 
Regionen von besonderer Bedeutung fur die anti-tryptische 
Aktivitat sind, bedarf noch der Bestatigung. Bei sonst groBer 
Unterschiedlichkeit finden sich auch ahnliche 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 Werle[33, 13'] bearbeitet wurde. 

8.2. Kovalente Strukturen 

Die vollstandige kovalente Struktur wird bestimmt durch die 
Querverkniipfungen der Polypeptid-Hauptkette durch die Di- 
sulfidbrucken. Die drei Cystinreste im Trypsin-Kallikreiii-In- 
hibitor (Kunitz) verbinden die Positionen 5 und 55, 14 und 
38 sowie 30 und 51[116.119] (Abb. 6a), die drei Cystinreste 
der sekretorischen Pankreas-Inhibitoren (Kazal-Typ) die Reste 
9 und 38, 16 und 35 sowie 24 und 56'92.'333-'361 (Abb. 6 b), 
wiihrend die fiinf Briicken des Ascaris-Inhibitors die Positionen 
5 und 28, 16 und 44, 19 und 58, 21 und 38 sowie 43 und 
64[1371 (Abb. 8) miteinander verkniipfen. Im Sojabohnen-Inhi- 
bitor (Kunitz) werden die Reste 39 und 86 sowie 136 und 
145['381 durch zwei Disulfidbrucken miteinander verbunden 
(Abb. 9). Die kurzlich aufgeklarte Struktur des Trypsin- 
Chymotrypsin-Inhibitors (Bowman-Birk) aus Sojabohnen 
(,,double headed-Inhibitor, s. Abschnitt 9) wird von sieben 
Disulfidbrucken 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[23011*1. 

[*] Eine Abhildung dieser mteressanten Struktur lie13 sich im Rahmen der 
Korrektur leider nicht mehr aufnehmen. 
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Die biologischc Aktivitiit dcr Proteinasc-lnhihitoreii wird bci 
vollstlindigcr Redtilition der Ilisulfidbriickcn zcrstiirt. in der 
Rcgel jcdoch bei schonender Rcoxidation mriickgcwon- 
nen I 1 v . 9  2 ,  1 z 3 1 

Die wenigcn Daten ini Zusammcnhang mit vollstlindigcn ko- 
valcntcn Strukturcn iind Angaben iiber die Liigc des rcaktiven 
Zentrums gestattcn niir vorsichtigc Aussagcn. Die Hypothcsc 
von Oztrw iind k s k o r d i ,  Jr.IXH]. dal3 die rcaktivc I'cptidbin- 
dung -PI-P;- in cinem iibcr cine Disulfidbriickc geschlosscncn 
Ring (,,disulfidc loop") als ..cyclischcs Substrat" vorlicgt. wird 
von den Strukturen dcs Trypsin-Kallikrciii-Inhibitors (Kunitz) 
(1'1-I'i = I-ys' 5-A1a"'["0'). dcr sckrctorischcn Pankrcas-lnhibi- 
t Or en ( K a;lal -T y p ) ( p I - 1'; = A rg; L y s 8 - I le ' 'I I I 8 .  C1 4. ') 2 .  I ' ' I )  I ) und 

gcsttitzt und diirftc auch fiir den Ascaris-Inhibitor gelten, fiir 
den das reaktivc Zentruni noch nicht errnittelt wurdc. Ini 
Trypsin-Chyrnotrypsin-Inhibitor (Bowman-Birk) licgcn so- 

wohl das tryptische als auch das chymotryptischc Zentrum in 
eiiiern disulfid-verbruckten Ring. Bcide Molckiiltcile konntcn 
durch Pepsinspaltung der Bindung A ~ p ~ ~ - P h c ~ '  und Brom- 
cyanspaltung der Bindung MctZn-Arg'8 \on Otlurii und 
fkrrrcrka[zJ'l in je eincii (.,single headed". s. Abschnitt 9) 
Trypsin-Inhibitor und einen Chyniotrypsin-Inhibitor gc- 
trennt werden. Die bislang als Ausnahmeii bctrachtcten 
Serum-Inhibitoren % Antitrypsin und 3 ,-Antichymotryp- 
sinLah1, bei denen zunichst kein Cyst in festgestellt wcrden 
konnte. weisen wahrscheinlich ebenfalls cine 1)isulfidbriickc 
aufl'Oal 

Das anti-tryptischc Zcntrum liegt bci nllcn bislang scqticnzier- 
ten Trypsin-Inhibitoren im N-tcrminalcn Tcil dcr I'olypeptid- 
kette. der dann noch iibcr cine I)isulfidbriickc Zuni Ring gc- 
schlosscn wird. Ilic Annahmc erscheint nicht unbcgriindct, 
dal3 dcr C-tcrniinalc Ted sich parallel oder antiparallel zu 
l'cilen dicscs Ringes anordnet und durch P-struktur-iihnliche 
Wasserstoffbriicken die f i r  das rcaktivc Zcntruni crforderlichc 
starrc Konforination fixicrt, die auch in den kleincn Wertcn 
dcr I-Iydrolysekonstantc KH>d ziim Arisdruck kommt. Eine 
solchc Bauwcisc l i e k  sich aiis dcr kovalcntcn Strtiktur dcr 
sekrctorischcn Pankrcas-Inhibitorcn und dcr bcidcn Molekiil- 
teilc des Sojabohnen-Inhibitors (Howman-Birk) herleiten 
und wurde durch Riiritgen-Strukturuntcrsuchungcn fur den 
Trypsin-Kallikrein-Inhibitor nachgcwiesenll ". 1401,  

des Sojabohncn-Inhibitors (Kunitz) (Pl-Pl  =Arg"-'-I1cha~"l 1 

8.3. Haumstruktur des Trypsin-Kallilirein-lnhibiturs (Kunitz) 

Die drcidimcnsionalc Struktur dcs Trypsiri-KalliLrein-Inhibi- 
tors (Kunit7) wurdc durch die crste Rantgen-Kristnllstruk- 
turanalysc cines Inhibitors mit cincr Aufliisung von 2.5 A voi i  

!firhcr. Kirk/n ,  Rii/i/rmr/ir~. Epp und b'orrnrrrickl '.''I ;iuf&liirt. 
Das Molckiil zcigt cine birncnrormigc Gestalt mit cincr L.iingc 
von 29A und cinem maximalen Llurchmesscr v o n  19n (Abb. 
I I .  vgl. Abb. 5a iind ha). I l k  Form wird bestininit durch 
cine doppclstriingigc. antiparallele Faltblaltstruktur. die von 
den Rcstcn Ala"' his Gly-"' gcbildct wird und die um nahcru 
180 vcrdrillt ist. Die beidcn antiparallelen Striingc wcrdcn 
an dcr Spitzc des Molckiils von dcr Disulfidbriickc ('ysiJ- 
Cys" zusammcngehaltcn. Das Segment der Rcstc Cys3' his 
Scr-" kreuzt die I~altblattstruktiir bci I'hc43. wclchcs durch 
Wasserstoffbriickcn iihcr scincn Carbonylsaiierstoff und sein 
StickstofTatoni an Tyr? '  gebundcn ist, s o  daf3 cin kurzes Stiick 

Abb 11. I'rojekiion des Kaums~rukturmodells \om Ir!psin-Kallil~ein-lnhibi- 
tor Iliiiiiiir)~I3Y~.An~epeben istdie ILapr der z-Kohlenstoffaromeder Pcptid- 
kette. Schwefelatome der Disulfidbriicken. - I.ys". 

cincr dreistrangigen b-Struktur entstcht. llinc weitere Wasscr- 
stoffbriickc vom Carbonylsauerstoff von ThrI I zrim Stickstor 
voii Gly3h  fixicrt in Form ciner parallclcn Faltblattstruktur 
den N-terniinalcn Tcil dcr Hauptkettc. Lwei Scgmcntc cincr 
Polyprolin-11-Helix wcrdcn von den Rcsten Arg"' his LysJ1 
sowic Glu' his Tyr"' gcbildct. Darin enthaltcn 1st die Scquenz 
ProH-Pro'. die offcnsichtlich die Ausbildung dicser Struktur 
begiinstigtl'J"l. Die Disulfidbriicke C y ~ " - C y s ~ ~  bindet drci 
Windungen eincr %-Helix des C-Terminus an die Faltblatt- 
struktur, wahrend die Bruckc C y s - ' - C y ~ ' ~  cin verLcrrtes helica- 
les Segment dcr Iiestc Asp" his Glu7', das keinc Wasserstoff- 
brucken ausbildct, nahe deni N-Terminus fixiert. 

I h s  Molckiilinncrc wird von hydrophobcn Restcn. vornchrn- 
lich voi i  Phenylalanin und Cystin. ausgefiillt. Fast allc hydro- 
phileii Reste liegen an der Oberfliiche und wcisen in das 
timgcbcndc Liisungsmittcl. Allc ncgativen Liidungen sind an 
dcr Molekiilbasis angcordnct. wiihrcnd die positiven Ladun- 
gen konzentricrt an  dcr ..Spitzc*' dcs Molckiils crscheincn; 
dort  bcfindct sich das rcaktive Zentrum (Lys1'--Ala1"). d. h. 
die Kontaktstelle mit den I'roteinasen. Der Inhibitor weist 
damit cin groDes 1)ipolmonicnt : i d .  das miiglichcrweisc die 
richtigc Orienticrung gcgcniibcr dcr I'rotcinasc erlcich- 
tertl1'"'. 1 1 1 1  

Wicjiingstc Ilrgebnisse der Struktiir-Verfeincriing von Drisiv-  
Iic!fi>r iind S r ( 4 g m m i d 1  bci ciner Aufliisung voii 1.5 A crkcn- 
nen lassen. 1st die Peptidbindung Lys"-Ala'" gespannt. Sie ist 
bercits in Richtung a d  eine tetraedrische Anordnung ver- 
formt und nicht rnehr eben. 

8.4. Strulitur des Komp1exc.j C 

Lrste Modclluntcrsucliiingen zur r5umlichcn Struktur dcs 
Koniplcxes C ~ L I S  .lrypsin-Kallikrciii-Inhibitor (Kunitz) und 
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Chymotrypsin nahmen Blow, Wight, Kukia.  Riiklrmtnri. Steiye- 
munn und H u b d ' " ' .  1"21 vor. Von Srroud. Kuy  und Dicker- 

stammen Betrachtungen iiber die Einlagerung des 
Inhibitors am Modell des Trypsins. 
Die Rontgen-Struktur des kristallisierten Komplexes kllrten 
Riihltnunrr, K u k l r .  Schwugttr, Barrels und flubur*' y 8 1  mit einer 
Auflosung von 2.8 A auf. Sie ist dem Vorschlag, der aus den 
Strukturen der Komponenten vorhergesagt wurde""- "']. au- 
13erordentlich Ihnlich. 

Tabelle I .  Wasserstoffbriicken zwischen dem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor 
(Kunitz) und Trypsin (die Aufstellung nach [I421 aus Modelluntersuchungen 
am Inhibitor und r-Chymotrypsin worde nach dcn Frgebnisscn der RGntgen- 
Strukturanalqse des Komplexes ails Inhibitor und Trypsin nach [ IYX.  ZJZ] 
korrigiert). 

Die Peptidbindung Lys15-Ala'h des Inhibitors liegt im Kom- 
plex am katalytisch aktiven Zentrum des Enzyms, wobei der 
Inhibitor die Enzymoberfliiche vollstandig bedeckt und die 
Seitenkette von Lys" in die Spezifitiitstasche des Enzyms 

sind auf die nahere Umgebung der katalytisch aktiven Reste 
Ser'". His" und Asp"z des Enzyms"' beschriinkt. Wasser 
wird aus dieser Kontaktregion vollstiindig ausgeschlossen. Die 
meisten Kontakte werden von den flexiblen Seitenketten der 
Reste Lys". Ah", Arg" und Arg3" vom Inhibitor zu Teilen 
des Enzyms hergestelit. von denen bekannt ist, daD Amino- 
siiuresubstitutionen zwischen Trypsin und Chymotrypsin be- 
sonders konservativ sind1**I. Die Einlagerung der Lysinseiten- 
kette in die Spezifitatstasche des Trypsins ist begiinstigt, weil 
die Moglichkeit zur Ionenpaarbildung zwischen der &-Amino- 
gruppe von Lys" und dem P-Carboxylat von Asp'89 besteht, 
doch kann auch Chymotrypsin Lysin einlagem, obwohl es statt 
Asp18" Ser' 89 aufweist""'. l')Rl. Es wird angenommen, da13 
in der Bindungstaschc von Chymotrypsin noch Raum fur 
Wassermolekule ist. die bei der Dispersion der positiven La- 
dung von Lysl' helfen konntent14z1 Ivgl. Abschnitt 9). 
Nach Entstehung des losen Michaelis-Komplexes L oder L* 
aus Enzym und Inhibitor erscheint die Ausbildung einer Acyl- 
enzym-Zwischenstufe mit kovalenter Verknupfung von En- 
zym und Inhibitor wie bei der normalen Substrathydrolyse 
sterisch moglich, da die Peptidbindung Lys"-Ala' (P l -P \ )  
genau wie die eines hydrolysierbaren Substrates in Kontakt 
mit den katalytisch aktiven Resten SerIQs und His5' gebracht 
wirdlLJ2I. Demnach konnte die Peptidbindung PI-Pl angegrif- 
fen werden. Fiir eine derartige Reaktion bei der Inhibitor-En- 
zym-Wechselwirkung spricht die Partialproteolyse Is. 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 Riintgen-Struk- 

Tabelle 2. Art und Zahl der Wechselwirkungen rwischen dem Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz) IPTI) und 
Trypsin nach den Rontgen-Strukturdaten des kristallisierten Komplexes [242]. C = kovalente Bindung. H = Wasser- 
stoflbriicke. V = van-der-Waals-Wechselwirkung, CT = Charge-transfer- Wechselwirkung. S = Sdlzbrucke. 

_ _ ~ .  ... ~~ .. ~~ 

PTI Thr" Gly" Pro'.' Cys" LyslS .41a'" Arg" He'* Val'" Tyr2' Gly"" GlyJ7 CYS- '~  Arg." 
Trypsin 

v 
V 

v v v  
V 

S 
H. V 
V 

H?. V H V V  
H . V  V 
H 

v C ' ? , V , V  
H 
H 

v v v  
H. V 

V 
H 
H , V  V 

V 

v v v  

H. \' 
V 

v v  

V, CT V 

H 

V 

V 

eingelagert ist. Elf12421 Wasserstoffbrucken und iiber 200 van- [*I Siehe in Abschn'tt '. 
[**I ,.Konservativ" bedeutct hier, da8 der Charakter der AminosBuren (hy- der-Waals-Kontakte zwischen Trypsin (Oder Chymotrypsin) droohil, hvdro,ohob) erhalten bleibt und daB keinc Suhstitutionen durch . . .  

und Inhibitor erscheinen moglich (Tabellen 1 und 2) .  Dicse Mutation stnttfindcn 
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turanalysc des Komplexcs aus Trypsin und Trypsin-Kalli- 
krcin-Inhibitor (Kunitz)l'""] vorliiufig bcantwortet werden. 
Dicscr Komplex ist ein Addukt rnit tetraedrischeni Zwischcn- 
ziistand und cincr Gcometrie der Lys-Ala-Pcptidbindung 
zwischen tetraedrischer Koordination am Carbonylkohlen- 
stoff und planarcr Anordnung. .41s Alternativcn standcn eine 
Stabilisicrung nur durch Nebenvalenz-Wcchsclwirkungen 
oder einc Struktur als Acylcnzym-Komplcx zur Diskussion. 
Nach Birktujt und b l l ~ ~ d ' " ' ~  sowie Heridersori'r551 untcrschei- 
den sich natives und acylicrtcs Chymotrypsin cindcutig in der 
Position dcs p-Saucrstoffs von Ser"'. der im Acyldcrivat um 
120- um die C,-CB-Achse in eine .,gebundene" Position gc- 
dreht ist. Aus der Rontgen-Striikturaiialyse des Komplexes er- 
gibt sich eindeutig eine ,,gcbundenc" Position dieses Atoms. 
entsprechend einer Situation rnit kovalcntcr Bindung zwi- 
schcn ihm und dem Carbonylkohlenstoff von Lys" ( P I )  voni 
Inhibitor. Der Abstand dcs [3-Saucrstoffs von SerIy5 zum 
Carbonylkohlenstoff von Lys" bctriigt im Mittel 2.3 A und 
ist daniit linger als cine kovalente Bindung. Er begiinstigt 
aber eine starke Wcchsclwirkung des Serin-Nucleophils rnit 
dem elektrophilen Zentrum, dem Carbonylkohlenstoff von 
LyslS. Zwischen den Rcstcn P,-P'l (Lys"-Alalh) (I)[.] besteht 
im Komplex noch die kovalente Peptidbindiing'1"81. 
Dic tctracdrischc Anordnung wird durch die Wasscrstoffbriik- 
ke zwischen N" von Ilis5' ( E )  und der Hydroxygruppe von 

stabilisicrtll"H1. Dieses Strukturmcrknial ist ini Ein- Scr 1 Y 5 

klang i n i t  dem Transfer des Hydroxyprotons von Ser'" auf 
His5- bci dcr Ausbildung des tetracdrischcn Adduktcsl'"'l. 
Die Lagcdcs NE2von His" im Komplcx gcstattct dic Rotation 
dcs p-Sauerstoffs von Scrl"' aus dcr .,nativcn Position" in 
die ,.gcbundcnc Acylposition". ohnc dan dcr 0- N-Kon- 
taktabstand sich um mchr als 0.3A iindcrt. So blcibt die 
Wasserstoffbriicke iiber den kovalent gcbundcncn SaucrstoR 
als starkcn Protoncnacceptor erhalten, aber die Energie des 
~bcrgangszustandcs dcr Rcaktion Zuni Komplex C wird er- 
nicdrigt (Abb. 12)11"81. 
Die ftntfernung von 4.1 A zwischcn dcm Amidstickstoff der 
,.Siibstrat-Atistrittsgruppc" von Ala'" ( I )  und N" von His5' 
(El  vcrhindcrt ebenso wie die ungeeignctc Oricnticrung dcs 
Imidazolringes den direkten I'rotoncntransfcr~'451 und daniit 
die Ausbildung der AcyIcnzym-Zwischcnstufc[ ' "'. 2 4 2 1  . Es wire 
cinc strukturcllc Umorienticrung dcs lmidazolringcs rnit Rota- 
tion um die C,-C,- und dic C&,-Achsc crfordcrlich, um 
drtn r:2-Stickstoff niihcr an den Amidstickstoff von A h ' "  ( I )  
hcranzubringcn. Hierzu ist die Schwiichung der Wasserstoff- 
briickcii zwischen dern 0-Saucrstoff von Scrl" (E) und NL2 
von His5q sowic zwischen N6' von His" und dcm p-Car- 
bonylsauerstoR von Asp"" ( L )  crfordcrlichl Die tctracdri- 
schc Struktur des Komplexes wird durch zwei weitere Wasscr- 
stoffbriicken Lwischcn Enzym und Inhibitor is. Tabelle 1) 

crstoffbriickc vom Amidstickstoff von Ala" 
( I )  zum Carbonylsaucrstoff von Gly3" ( I )  stabilisiert. Lctrtcrc 
Wasserstoffbriicke gehort zur verdrillten Faltblattstruktur des 
Inhibitors['"] (s. Abschnitt 5.3). 
Die lnhibitorkette von l.yr-35 bis (:ys3" und die raumcrfiillendc 
Disulfidbriickc C y ~ ' ~ - ( ' y s ~ ~  schl ickn Wasser vollstiindig von 
der Kontaktstelle der hzymoberfliichc aus und stabilisiercn 
dcrart die Wasscrstoffbriicken. Bci Ausbildung der Acylenzym- 
Zwischenstufc tinter Spaltung der Peptidbindung zwischen 

d l  

Ahh. 12. Gegeniibcrstellung der Atornanordnungen der katalytisch aktiven 
Rcstc Asp"". His'- und Ser'" voni Trypsin (7ur Nurnerierung s. FuDnote 
iii Abschnitt 7) und der Reste I.ys"-Ala'" (Pl-Pi)  vom rcaktiven Zentrum 
dcs Trypsin-ICalliLrcin-Inhibitors (Kunitz) ini Komplex. a) Hypothetischc 
Anordnung irn Vodell cines Komplexesausl'rypsin und nativern, unverinder- 
t u n  Inhibitor. hl Anordnung erniittelt aus der Riintgen-KristallstruLturan~ly- 
se 11981 rnir tetraedrisch koordinierrem CarbonylkohlenstoN von Lys" !om 
Inhibitor. O = C .  0=0. @ - N .  

Ala und Lys mu0 offensichtlich die Wasserstoffbriickc vom 
Amidstickstoff sowie eine Rcihc hydrophobcr Kontakte von 
A h ' "  ( I )  geschwicht werden. Im Gegensatz hicrzu wciscn 
normale Substrate dcs Enzyms eine weniger starrc Struktur 
auf. und die Flcxibilitiit der Polypcptidkcttc gestattet den 

cr zum Imidazolring von His". Dcr Amid- 
stickstoff dcr Austrittsgruppc wird protdniert, wobci sich die 
Acylcnzyni-Zwischcnstufc bildct. 
Die endgiiltigc t;einstrukturanalyse des Inhibitors115y1 wird 
klircn, inwicwcit cine Vcrformung der reaktivcn Pcptidbin- 
dung PI-P', ( L y ~ ' ~ - A l a ' " )  in Richtung auf die tctracdrischc 
Anordnung im Komplex die Ausbildung des Adduktes energe- 
t isch begunstigtl '''I. 

Die Molekiilstruktur dicscs tctracdrischcn Komplexes bietet 
bcreits eine Erkliirung fur dic am Sojabohncn-Inhibitor (Ku- 
nitz) beobachtctcn Unterschiede der Reaktionsgeschwindig- 
kcitskonstantcn k I > k 3  (s. Abschnitt 6.2): Dic Protonierung 
dcs Amidstickstoffs dcr Austrittsgruppc (Pi)  erfordert cine 
Konformationsandcrung des His5- am EnLym vor dcr Proto- 
ncniibertragung' '". I "nl. 

lis sind viele Einwindc gegen die Allgcmcingiiltigkcit dcs 
Modells rnit kovalenter Vcrkniipfung von Enzyrn und Inhibi- 
to r  ini stabilcn Komplex C (tetraedrischer Komplcx oder 
Acylcnzyni-Komplcx) erhoben worden. Von Feirisroin und 
I.'eew"'' I stammcn Bcfunde iibcr die Assoziation von 
lnhibitorcn niit katalytisch inaktiven Enzymeti. Foster und 
R y u d 1 4 s 1  fandcn cinc Koniplexbildung von Anhydrochynio- 
trypsin mit dem Chymotrypsin-Inhibitor aus Kartoffcln und 
I ) / O I I / X I  und Kcd114"1 eine solchc von Rindcrtrypsinogen rnit 
dem Trypsin-Kallikrcin-Inhibitor (Kunitz) (Diskussion s. [Iy1). 

Die ncucrdings von Swcer. Junin und Rlud2"01 durchgefiihrtc 
Kontgcn-Strukturanalysc dcs kristallincn Komplexcs von 
Schwcinctrypsin und Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz) ergab fur 
dic molekularc Struktur dcs Komplcxcs C im reaktivcn Zcn- 
trum gleichfalls cine tctracdrischc Koordination dcs Carbonyl- 
kohlenstoffs. Damit wurdc hicr dcr glcichc Zwischenzustand 
gcfunden wie fur den Komplex aus Trypsin und Trypsin- 
Kallikrein-Inhibitor (Kunitz). 
I h s  bcsprochene und durch die Riintgcn-Strukturanalyse gesi- 
cherte Mcdcll fur  den stabilen Komplcx C mit kovalcntcr 
Verknupfung von Enzym und Inhibitor entspricht den1 Vor- 
schlag von Fir ikrmr~ir l r  und Laskowski, Jr.' IM. I "'I rilr die .:Len- 
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trale" Zwischenstufc C. Es ist im Liinklang mit den kinctischcn 
Daten und der Symmetrie der beobachteten cnzymatisch-kata- 
lytischcn I'rozcssc der Liizym-lnhibitor-Asso7i.ntioi~ des 
Sojabohncn-Inhibitors (Kunitz) iind crkliirt das Phiinomen 
der Partialprotcolyse. Angcsichts der striikturcllen Ahnlichkeit 
dcr Scrinproteinasen ist cs schr wahrscheinlich, dalJ viele ande- 
re 1~:nzyni-lnhibitor-Komplexe nach dcm glcichen Prinzip ge- 
baut sind. Inwicwcit allerdings cin Koniplex mit dcr spczicllcn 
Struktur eines tetracdrischcii Adduktcs cinc gunstipere Asso- 
7iationsenergie aufwcist als ein Komplcx, dcr durch rcinc 
Nebenvalenz-Wcchselwirktingcii stabilisiert ist. bcdarf noch 
der KIErung. 

9. Spezifitiit 

Ilie Hcmmspczifitiit von Inhibitoren fur I'rotcinasen mit unter- 
schicdlichcr Spaltiingsspczifitat ist fur ihre physiologischc 
F'iinktion von Hedcutung. Sic kann von sehr unterschiedlicher 
Breite scin. Eine grolJc Zahl von Datcn ist in der Litera- 
tur"'- ''I zusammengetragen worden ; die Angaben sind je- 
doch infolge rnangclhafter Mcthoden odcr unreiner Matcria- 
lien nicht immcr verliljlich. Auch sind die Konstanten fur die 
Assoziation verschiedener Enzymc mit dem gleichcn lnhibitor 
mituntcr um GroUenordnungen verschiedcn und daher nicht 
immcr untcr vergleichbaren cxperinientellcn Bedingungen zii 
erfassen. 
Die schr tintcrschiedlichen Hemmspczifitiiten sind eine Folgc 
der niolekularen ~nzyin-Inhibitor-Wechselwirkungen, dcrcn 
detaillierte Aufkliirung durch Zusammcnspicl von Sequenzda- 
ten iind Rontgen-Strukturdaten noch am Anfang stcht. 
Z w i  Enzymmolekule konncn durch eiii Inhibitormolckul ko- 
operativ. kompetitiv oder unabhangig gchenimt wcrdenl'"! 
Fur die kooperativc Hemmung sind bisher keinc Heispiele bc- 
kannt gewordcn. Die kompetitive Hcmmung kann crfolgen 
iiber : 
1, das glcichc rcaktivc Zcntrum (..single headed"-Inhibitor), 
2. mchrere redktive Zentren. die iiberlappen (,.midti headed"- 
Inhibitor). wid 3. mchrere reaktive Zcntren, die nicht iiberlap 
pcn (,,multi headed"-Inhibitor). 

Zuni crstcn Fall sind nur wenigc Rcispielc nlher  iintersucht 
worden. Die Identitiit dcs anti-tryptischcn iind dcs anti-chymo- 
tryptischen Zcntrums von Sojabohnen-Inhibitor (Kunitz) 
konntcn Bidlingmc~jvr. Lrary und L d o w s k i .  Jr.[""] eindeutig 
bcwciscn, Das gleichc Zentrum ist auch fiir dic Hcmmung 
des trypsin-Chnlichcn Enzyms des Scidcnspinners Cocoonasc 
- verantwortlichl'yl. 
Auch die bishcr als schr trypsin-spezifisch bekannten sekretori- 
schen Inhibitoren dcs Siiurctierpankreas henimcn nach Fritz. 
Sch i r~~l r r . .  B r q .  7Sc~lirschr und Firikl ' ' ' I  dic Proteinasc Akrosin 
aus Ebersperma iind iiiis Hiimanspcrmal' sowie cine Proin- 
sulin in Insulin ubcrfiihrcnde Pankreasproteinasc" 531. Erstc 
Befunde sprechen fur das Vorliegen des gleichen reaktiven 
Zcntrunis in diesen iind weiteren ..single headed"-Inhibitorcn. 
.,Single headcd" Inhibitoren hemmcn ails dcr Rcihe strukturell 
Bhnlicher Scrin-Protcinasen rnit vergleichbarer Spczifitiit wic 
l'rypsin. Plasmin. Thrombin. Urokinase. Cocoonase, Akrosin 
und Pankrcaskallikreinl"'] je nach SpczifitBt n u r  bestinimtc 
Enzyme rnit u. U. stark unterschiedlicher Afinitiit. Wie wir 
fanden, hemrnen einzclnc Isoinhibitoren aus dcr Weinbcrg- 
schnecke Trypsin mil gleicher Assoziationskonstante. jedoch 
Pankreaskallikrein rnit schr unterschiedlicheni Erfolg12 

Eine noch ausgepriigterc Selcktivitiit fanden wir bei den 
lsoinhibitoren dcs Tintcnfisches. dic alle Trypsin. Chynio- 
trypsin und Pankreaskallikrein hemmen. jedoch nicht Plas- 
min13Xl. 

Die Sclcktivitiit kann sogar innerhalb ciner Klasse homologcr 
Inhibitoren noch aiisgepriigter werdcn und in eine Spczics-Spe- 
7ifitiit ubcrgchcn. So weiscn die sekrctorischen Pankreas-lnhi- 
bitoren (Kazal-Typ) von Rind und Schwein bis auf die 
Arg-Lys-Mutation dcs Restes PI ubereinstimmende Sequcnz- 
bercichc im rcaktivcn Zcntrum auf (s. Abschnitt 8.1) und 
hcmnicn bcidc sowohl Schweine- als auch Rindcrtrypsin. je- 
doch i i i c h r  mcBbar Hiiniantrypsinl' "1. Dagcgcn hcmmt der 
Ilumantrypsin-Inhibitor aulJcr 'I'rypsin I und 11 vom Men- 
schenl ' Shl auch Rindcrtrypsin] ' "]. Trotz diescr untcrschied- 
lichen Spezics-Spczifitit ist niit wcitgchcndcn Hornologien 
dieser Pan k reas-1 nh i bit oren aufgrund dcr evol utioniren 
Verwandtschaft zu rcchnen. Scq ucnzvcrpleichen inncrhalb die- 
scr Klassc kommt daher spczicllcs Interessc zu. 

Ini mei ten Fall, bei Vorlicgen mehrerer iibcrlappender rcakti- 
ver Zcntren. sind umfangreichc molckulare Lntersuchungcn 
niitig,da Versuchc zur kompetitiven Iienimiing keine eindcuti- 
gc Entschcidung crmiiglichcn. UnabhCngige und iiberlappcndc 
reaktivc Zentrcn fur Trypsin iind Chymotrypsin wurdcn auf- 
grund veriindcrtcr Spezifitiitcn von chemisch modifizicrtcm 
~1-rypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kuniti.) cbcnso disku- 
ticrtl ' ' 3.  ' 5 8 1  wie cin einzigcs Zentrum fiir bcide Enzymc (erster 
Fall, s. auch Abschnitt 8.3). Srrillrr iind Riyhi[q5.'h01 fanden. 
dal3 die Acetylicrung dcs Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Ku- 
nitz) die anti-tryptischc AktivitBt aufhebt, wiihrcnd die anti- 
chyniotryptischc Aktivitiit nur verinindert wird. Aus dicscni 
Refund wurdc auf zwei unabhlingige. aber iiberlappcndc reakti- 
ve Zcntren (.,double headcd") gcschlosscn. Als wcitcrcs Bcispiel 
ist  nioglicherwcisc dcr 'Trypsin-('liyinotrypsin-lnliibitor aus 
japanischem Kettichsanicn zu nennen""]. Dic Resynthcsc 
der Peptidbindung (zwischen Lys" und Ala") a m  .,synthe- 
tisch. modifizicrten Trypsin-Kallikrein-Inhibitor (Kunitz) 
durch Trypsin i d  Chymotrypsin'"3.'3'1 (s. Abschnitt 5.2) 
beweist nach unscrer Ansicht die Identitiit beider reaktivcr 
Zentren (,,single headed"). 

I ler dritte Fall, das Vorlicgen unabhiingiger, nicht iibcrlappen- 
der Zentren,wurdc f i r  die Ilemmung von Trypsin iind Chymo- 
trypsin durch die Inhibitoren aus Sojabohncn (Bownian- 
Birkl[". Limabohncn[30.'h3.'hJ1 und mderen Boh- 
nenl'". I(''. '("'l sowic fur den Submandibularis-Inhibitor vom 
Hund1'"21 und den Ovoinhibitor aus Hiihncrciklarl'"'] und 
mehrere Ovomucoidc von Viigeln ' ' "' nachgewiesen. 
Iler ..double hcadcd" Trypsiii-Chymotrypsin-Inhibitor (Bow- 
man-Birk) konntc durch Spaltung dcr Peptidbindung im t r y p  
sin-spezifischcn Zcntrum und Abspaltung des reaktivcn Lysin- 
rcstcs mit Carboxypcptidasc H in cinen ,.single hcadcd" Chy- 
motrypsin-Inhibitor iibergefiihrt werdenl'"l. Im Limaboh- 
lien-1nhibitor.dcssen einstriingigc Polypeptid kctte zwei homo- 
loge Berciche aufweist (Abb. 10 b), wiirdc das anti-tryptischc 
Zentrum (Lyszx-Scr'") ini N-terminalen Bcreich gefunden. Das 
anti-chyniotryptische Zentrum (LciiS5-Ser") licgt in dcr cnt- 
sprcchendcn Position in1 homologcn C-terminalen Hcreichl""]. 
Dic untcrschiedlichc Spezifitiit zwcicr homologcr Bcrciche rnit 
nur noch zwci wciteren konservativcn Punktmutationcn 
schcint a k i n  durch die Aminosatirestibstitution Lysin-Scrin, 
die sogar zwcimaligcn I3ascnaiistausch im genetischcn Code 
verlnngt. bcdingt zu scin. 

34 



I k r  Ovoinhibitor ails Hiihncreiklar, cin Glykoprotein ails 
nur  einer I’olypeptidkctte ( M G  49000), bindct scparat und 
unabhiingig voiiciiiander sogar 2 mol Trypsin i t r id  2 inol Chy- 
motrypsinl l h 7 1  iind kann dahcr als ..muhi headed” bezcichnct 
wcrdenl IhX1. 

Auch die Inhibitoren des Rlutplasnias wcisen mcist breite 
Spczifitiitcn auf und hcmmcn ; i u h  Trypsin oder Chymotryp- 
sin teils auch Plasmin, I’ankrcaskallikrcin. Thrombin, C 1 -Este- 
rase odcr Llastasc[’”l. O h  sic mehrere rcaktive Zentrcn odcr 
nur sins aufweisen. ist bislang ungekliirt. Fur r2-Makroglobu- 
lin wurde die unabhiingige Hemniung von 2 mol Trypsin 
nachgewiesen“hyll. Fur dieses sehr hochmolekulare Protein 
ist jedoch eine Zusammensetzung aus Untcreinhcitcn nach- 
gewiesen worden[”‘hl und auch ein abweichender Mechanis- 
mus der Hcmmung wahrscheinlich. nachdem Trypsin. Plasmin 
und Thrombin auch im Komplcx niit 2,-Makroglobulin 
niederniolekulare Substrate hydrolysieren konnen’ “I .  

10. Temporare Hemmung 

Zu den tcmporiircn Inhibitorcn gcgcniiber Trypsin gehGl.cn 
nebcn dcm hcrcits erwiihntcn I f  i ihner-Ovomucoidl~’~ und al- 
len bislang un tersuchten sekretorischen ~’aiikrcas-Inhibitoren 
dcr S;illgeticre (Kazal-’ryp)[l’ .“”6s.-~.  I (s. Abschnitt 4.2) 
auch die Seminal-Inhibitoren aus Meerschweinchen-Samcn- 
blascn1481 iind aus Lbcrspcrma[ ’‘I (vgl. untcn). Dcr Trypsin- 
Kallikrcin-Inhibitor (Kunitz) aus Rinderorganen wird durch 
Reduktion der Disulfidbriickc Cys“-Cys3‘ ebcnfalls zum tcni- 
poriiren Henimstoff gegcniiber Trypsin. obwohl dcr native 
Inhibitor permanent hemmt und gcgcn mchr als 20 proteolyti- 
sche Enzyme vollsthdig rcsistent ist1”.3. I7‘]. 

Zwei Alternativcn fur den Mcchanismus der proteolytischen 
lnaktivicrung dcr Inhibitoren wiihrend der tcmporiiren Hem- 
mung wurden diskutiert. Ltrskowski. Sr .  und M44[’”] postulicr- 
ten aufgrund dcr Veriinderung dcr Inaktivierungsgescliwindig- 
kcit bci Zugabe von uberschiissigcni Inhibitor (iind von uber- 
schiissigcm Trypsin) ziim Komplcx cincn Angriff von frciem 
Trypsin auf den im Komplcx gebundcnen Inhibitor. Tschrschr 
und K I d 6 s l  fanden. dalJ der proteolytischc Abbau dcs sekre- 
torischcn Scliwcinepankrcas-Iiihibitors zu modifizicrten iind 
inaktiven Produktcn sowohl in Liisung (mit gclGstcm Trypsin) 
als auch an iinloslichem Trypsinharz. das ziir Komplcxbildung 
vcrwcndct wurde. erfolgte. Sie bcvorzugtcn daher aus steri- 
schcn Griinden cinen Abbau aus dem Assoyiat L. odcr L.* 
untcr einfacher Umorientierung dcs Enzymmolckiils. Gestutzt 
wird dicsc Ansicht durch die Beobachtung des fortschreitenden 
Abbaus dcs Inhibitors auch untcr viillig unphysiologischcn 
Hcdingungen ini pH-Bercich von 2.5 10 und bci Trypsin-Ln- 
tcrschuR. wobei zuniichst keine tryptischc Aktivitiit gegcniiber 
natiirlichen oder synthctischen Substratcn feststdlbar istlh51. 
Das Maximum der Modifizierung und Inaktivierung liegt bci 
pH = 3.4[”5.7x1. I h k o w s k i .  Sr .  ct al.l’71 konnten zcigen, dan 
die vollstindige Wicderfreisctzung dcs Trypsins ails einem 
Ansatz von iiberschiissigem Inhibitor und Trypsin. der bei 
p€l=3.4 bis zum Auftreten von 20% dcr Ausgangsaktivitat 
inkubiert worden war. schlieRlich raschcr nach Neutralisat ion 
a d  pl l=8.0 erfolgt. als wenn die lnkubation in saurer Liisung 
fortgesetzt wird. Diesc Hevbachtiing rechtfertigtc den SchlulJ. 
dal3 die inaktivicrende Spaltung ricich der niodifizicrenden Pro- 
tcolysc im rcaktiven Zcntrum (pH-Optimum bei pH < 7 )  cr- 
folgtc und dal.3 das pH-Optimum fur die inaktivierende Spal- 
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Abh. 13. Vollsthiidigc kovalcnte Struhtur  dcs cekrctorirchm . l rypsln- lnhibl-  
torr I aus Schwcinepankreas rnit rmktivcin Zcnlrurn ( I .  Spoltstdle bei der 
Partialprotcolvsct iind .,Sollbruchstc.lle” Lur Inaktivierung I.?. Sp;~ltslellc bei 
der I’artialprotcolyscl wiihrend der fernporhren Heminting Is. m c h  Ahh  
7aJ.  

tung um PI 1 =8.0 liegt. d. h. im nornialen p1-I-Optimum trypti- 
scher Aktivitiit. 
Durch Korrclation der Inaktivierung mit der Spaltung indivi- 
dueller Pcptidbindungen dcs Inhibitors konntcn wit-‘] ’jl am 
Inhibitor 1 vom Schwcin die Richtigkcit dicser Hypothese 
nachweiscn. Ganr entsprcchcndc Ergebnissc erhielten Sdiric,i- 
der  und I-diowski~ Sr.[””I am Inhibitor I I  voni Schwein. 
Nach der modifizicrcnden Spaltung dcr Peptidbindung P,-P’, 
im reaktiven Zentrum. bei der der Inhibitor noch aktiv blcibt. 
wird das Molekiil durch Protcolysc der Peptidbindung Arg““- 

inaktivicrt (Abb. 13). Sclektivc. chcmischc Blockicrung 
d i e m  Bindung gegen tryptische Spaltiing durch ModifiLicrung 
der A&‘-Scitcnkctte mit Hutandion vcrlangsanit dahcr den 
Abbau bei der temporiren Hemmung. SchlicDlich werden bei 
der Proteolysc die Bindungen Lys”-Ser’” und LYS‘~-LYS‘” 

Eine Inaktivierungdcs Inhibitors kiinnte durch intramolekula- 
re Umoricnticrung dcs assoziicrtcn Trypsinmolekiils im Mi- 
chaelis-Komplcx L* vom rcaktiven Zcntrum I.yslX-Ile” auf 
die Peptidbindung Arg’‘-(iln“s erfolgen, die als Sollbruchstel- 
le des Molckiils anzuschcn wiirc. Im Hinblick auf die hohe 
Assoziationskonstantc am rcaktiven Zentruni ist cine solche 
Cmoricnticrung energetisch nicht sehr begiinstigt. Da sic je- 
doch das Molekiil inaktivicrt. miif3 mit eincr stindigen Ver- 
schiebung dcs Gleichgewichtcs his zur  vollstiindigen Inaktivic- 
rung gcrechnet werdcn. 
Die Eigenschaft dcr temporiircn Hcmmung hiingt infolge des 
protcolytischen Abbaus dcs Inhibitors durch das Enzym von 
dessen Spezifitiit ah. Wie wir tdndenl”””. wirkt der Seniinal-ln- 
hibitor aus Ebersperma. dcr die Enzyme Trypsin, Plasmin 
iind Akrosin hcmmt. gcgeniiber l‘rypsin als tcmporiircr 
Hemmstoff. hcmmt jcdoch das Spcrmien-linzym Akrosin 
permanent. 

geijffnetl 1 7  5 . 2 0 5 1  

11. Physiologische Funktion 

Die physiologische Funktion viclcr l’roteinase-Iiihibitoren ist 
his hcute noch ungekliirt. Das gilt insbesondere fiir alle Inhibi- 
torcn aus ”flanzen. Die Vermutung. dnl3 sich ihre Aiifgatx 
auf die Sistierung proteolytischer Vorgange ini Ruhestadiuni 
dcr Sanicn bc~ieht[l’(’’, ist cbcnso geiitiDcrt wordcn wic die 
Ansicht, dalJ sie ..all_ecniein cine Kolle bei der Aufrechterhal- 
tiing dcr latcntcn Lebensform durch I lcnimung dcr Autolysc 
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spielen"[ I '-I. Hei synibiontisch mit Baktericn Icbcndcn I'flan- 
zen (z. B. I.eguniinosen) ist auch dcr Schutz pflanzlichcr Gcwe- 
be am Bcsicdlungsort vor den bakteriellcn Proteinasen sowie 
cine Schutzfiinktion vor 0 berwucherung durch die Haktcrien 
diskutiert worded". 
Von Grrrn und R p i 1 2 ' ( ' l  wurde in allen Bliittern von Kartof- 
feln und Tomatcn cin drastischcr Anstieg dcs I-'rotcinnsc-lrihi- 
bitorspicgcls als llrgcbnis einer durch lnsektcn vcrursachtcn 
Vcrlctzung cinzelner Bliittcr registricrt. Dicser Effckt kann 
auch durch mechanische Vcrlctzung crrcicht wcrdcn und geht 
auf die Ausschiittung cines ,.Wundhormons" (PIIF. Proteinitsc 
Inhibitor Inducing Faktor) an der Vcrletzungsstcllc zu- 

Die physiologischc Aufgabc dcr sckretorischen f'ankrcas-lnhi- 
bitorcn. die bei allen Siiugctieren vorkommen. ist sehr wahr- 
scheinlich in cincr Verhinderung der vorzcitigen Zymogenakti- 
vierung der Verd~itiungscii~ytne durch Hemniung dcs aktivie- 
renden Schliisselenzyms Trypsin ~ bci vorzeitigcr Trypsinogcn- 
Aktivierung im Gangsystem und in den Speicherungsortcn 
(Acinarzellenl dcr Driiscn LU schcn. Im Duodcnaltrakt wird 
das Trypsinogen dann durch Lntcrokinasc aktiviert. t ine  star- 
ke Stiitze dieser Ansicht ist die glcichzcitige und parallele 
Sekrction der l'ankrcas-lnhibitorcn niit den Zyniogcncn14'.'"' 
sowie die bcgrcnztc Spczifitiit dicser Inhibitoren und ihrc teni- 
porlrc Hcmniung. Ixtztere Eigenschaft gestattet die Kiickge- 
winnung dcs gehenimtcn Trypsins nach Sekretion in den I h o -  
dcnaltrakt fiir die Vcrdattti1igs;ittfg;ibe. 
Dagegen kann die Aufgabc dcs pewcbsstiindig vorliegenden 
.Trypsin-Kallikrein-Inliibitors (Kunitz) wohl kauni im Hcreich 
dcr biochemischcn Grundvorgiinge liegcn. da cr nicht bei 
allen Siiupcticren vorkommt und erst nach der (;eburt"-Hl 
in den Gewcbcn crscheint. Seine Funktion ist mit dcr Sonder- 
stellung der Wiederkiiuer in Zusammcnhang gebracht wor- 
den["'. bei denen ciil bcsondercr Stoffwechsel durch die Magcn- 
Darni-Fauna bcriicksichtigt wcrdcn m u K  1)er homologe Colo- 
strum-Inhibitor (s. Abschnitt 2 und 8. I ) .  dcr von alien Siiugctic- 
rcn sczcrniert werden diirftcl ''''I. hat miiglicherwcise die Auf- 
gubc. die Ininiunkiirpcr dcr Mtittcr[lX"I bci ihrer Dunndarm- 
passage vor dcm cnzymatischen Abbau zit schiitzen und ihre 
Resorption in unversehrter Form zu ertiiiiplichcn~""]. 

Die Inhibitoren dcr Schncckc13h."31. die sin brcitcrcs I Icrnm- 
spcktrurn alsder Trypsin-KaIIikrcin-Inhibitor (K  unitz) aufwci- 
sen. werdcn in den Schncckcnschleim sczcrniertl""l und kiinn- 
ten dahcr als Schutrstoffc gegcn die Proteinasen atis dcm 
natiirlichcn Biotop dcr Schncckc fungicrcn. Fiir die Ascaris-In- 
hibitoren ist die Schutzfiinktion gegcniiber den Verd;iuungscn- 
zymen ihrer Wirtsorganismen offenkundig",'21. Aber cs sind 
auch Einwande gcgen diese einfachc Vorstellung eincs ..Ver- 
teidigungs-Mechanismus" erhoben worden[""l. und die In- 
hibitoren sind als Teil cines makromalekularen Transport- 
systems, das lebensnotwendig fur den Wurm ist. betrachtct 
w o r d e ~ i ~ ~ ' ~ ' .  
Fiir die lnhibitorcn des Siiugcticrspcmias und Spermaplasmas 
wurde die Hcmmung dcs Akrosins in vitro und in vi- 
v o I . I ' . 4 X .  181.IHZ.I84] cindcutig nachgewiesen. Akrosin. das 
trypsin-iihnlichc Enzyni aus dcr Akrosomenkappc dcs Sper- 
micnkopfes, ist fiir die Penetration dcr Eizellcn-Membran (zo- 
na pellucida) verantwortlich und nebcn dem ,.corona penctrat- 
ing enzyme" sowic Hyaluronidase und Neuraminida- 
seI x 3 .  ' ' ( ' 1  das Schliissclcnzym fiir den Befruchtungsvorgang 
(Abb. 14). Die Akrosin-Aktivitiit ist hoch in epidydimalcn 

riickl? 1 - 1 ,  

Spermien (Speicherform) iind fchlt in ejakuliertcn Spcrmicn, 
die mit dem Sekrct der Vesiculurdriiscn in Beriihrung gekom- 
men sind. Sic tritt jcdoch in .,kapiziticrten" Spcrmien. die 
Iiingcrc Zeit im wciblichen Genitnltrakt vcrwcilt haben. wieder 
auf. Erst durch diesen Vorgang der ..Kapazitierung" erlangen 
die Spcrmicn ihrc Fiihigkcit zur Hcfruchtung der lizcllc. Zm7c- 
rrld.  Poldoski, K o / w r s o r l  und W'illicirr7.s [''.I 8 2 .  l x i l  sowic SILIII I -  
h~it(q/r und ,!hck/e+ I s 3 1  xigten,  dd.l kapaziticrtc Spermicn 
durch iti-vitro-Beliandlutig init Seminal-lnhibitoren der Vcsi- 
culardriisc wiedcr dekapazitiert wcrden, wodurch in v ivo  die 
Befruchtung der Eizellc verhindert werden kann. 

Durch diese Hefunde sind Ansatzpunkte fiir cine antienzyma- 
tische Kontrazeption mit Proteinase-Inhibitorcn gegcben. 
Durch die Spermien niit ihren lysosomalen Enzymcn wird ein 
betriichtliches Potential an proteolytischcn Enzymcn in dcii 
weiblichen Gcnitaltrakt eingebracht. die durch das Sekret der 
Vesiculardriiscn (Seminalplasma) gchemmt werden. Ob hier 
nur ein Schutz Kir das weibliche Schleimhautepithcl odcr 
eine noch unbekannte physiologischc Funktion im Zusani- 
menhang mit der Kapaziticrung vorliegt, ist noch ungekllrt. 
Die hormonelle Stcuerung dcr Spermaplasma-Inhibitoreii in 
den Vesiculardriiscn, den Orten ihrer Hiosynthesc, 1st bc- 
kannl[lH'l (Abb. 15). 

Dotter - 
Crewnerbran  

.4bb. 14. Schcnintischc Dnrstcllung v o i i  t.i/elle und Spermiiim init den I'cnclra- 
lionsenzymen des Akrosorns sowic deren Inhibitoren [ 1811. C'iiniulu~ oopho- 
rus i Granulose7ellen : CI'E =..corona penctraring c n z y n i r .  .I LCK = irrc- 
\ersiblcr .Akrosin-lnhihilor 7-Aniino-l-chlor-?-tos).I;iniiii~~-~-heptailoii (.\'- 

Tosyl- t.-l~syl-clilorni~l hylkcton). 

Die Konzentration der l'rypsin- und Chytiiotrypsin-lnhibito- 
ren des Blutplasnias unterlicgt gleichfalls der hormonellen 
Kontrollclls'X1. Ilcr Inhibitorspiegel stcigt v o n  dcr Gcburt 
his m r  Geschlcchtsrcifc bei M;ILIS und Ratte signifikmt an1 
Die physiologischc und patliophysiol~~~isclic Funktion dcr 
Seriim-Iiihibitorcti ist jedoch noch weitgehend unklar. 

Mliglicherwcise spiclen Inhibitoren auch cine Kolle bei dcr 
Steuerung dcs Hormonspiegels manchcr Polypeptidhornioiic 
im Blutkrcislauf. Wie 7Sc/iesc/ir, Kolh. Sruiitll und Dierl1"'' 
beim Menschcn und ?Sckesche und Brits/~[""~ an der Ratte 
erstmals nachweisen konnten. lalh sich ein insulin-abbauendes 
Sulhydrylenzym durch Proteinase-lnhibitorcn in vitro heni- 
men und dadurch der Abbau verzagern. Der Nachwcis cines 
Inhibitors fiir die insulin-spezifische Proteinasc dcr Katte in 
menschlichem Serum gclang R r i t ~ / z [ ' ~  'I. 

Im Zusanimenhang niit den biocliciiiischcn Vorgiingen bci 
der Hefruchtung stcht die Hcobachtnng von S c h i r i i i r i r ~ h c r . [  lyol. 

ddJ Inhibitoren dcs Serums, insbcsondcre rl-Antitrypsin. im 
Cervicalschlcim der Frau vorkommen und  daR ihrc Konzcn- 
tration zyklusahhiingig und ein bis zwci Tage vor dcr Ovula- 
tion cxtrcni crnicdrigt istr""'r (Abb.  16). Ncben diesen IHemm- 
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Ahh. 15. Inhihitorkonrcntratioii c in der Vesiculardriisc der M~aus [ IUI .  
Normalstatw : A I. 30Tage nach Kastration : ( o o I.  iiacli Stiniulierung 
der normi~lcn I A I mil Tesloslcron. 
I I F :  liemmt cii. I nig Irypsin. 

A I u n d  dcr kastricrten Miuse  I 

stoffen findet sich nioglicherweise noch cin niedermolekularcr 
Trypsin-Chymotrypsiii-Inhibitor iiii  Cervixsckrct12""1 dcr 
Frau. Akrosin wird auch durch Serum-Inhibitoren gehemmt 
(2-Antitrypsin und Antithrombin 111 als Progressiv-Inhibitt)- 
r e d  I') ' I  und Inter-r-Trypsin-Inh ibitor niit sofortiger Wir- 
kung['"" '"-1). Fur die Hemmung dcr Spcrmaprotcinasen nach 
dcr Penetration dcs Spcrmatozoons in die Eizellc stehcn gcnii- 
gcnd Ovoinhibitoren oder Ovomucoide zur Verfiigung. Die 
Hemmung des Ebcrakrosins durch Ovomucoid aus Hiihnerei- 

und den Inhibitor aus der Nidamentaldriise von 
Tintcnfischen1"31 wurde bereits nachgewiescn. Ubcr die Hem- 
mung des akrosin-ahnlichen Pankreasenzyms Trypsin durch 
cine Vielzahl von Ovoinhibitoren und Ovomucoidcn aus Gc-  
flugclcicrn bcrichtctc f-ccvierl"l. 

Den Plasma-Inhibitoren aus den Seren von Warm- (und Kaltl- 
bliitern durftcn vielfiltige Kontroll- und Regelfunktionen ZLI- 
kommcn. Hekanntlich gehen vielc Krankhcitsbilder niit Kon- 
zcntratioiis~ndertingen in der rl-(ilobtilinfraktion cinhcr. dc- 
ren griillter Antcil von den r,-Antienzynicn (?l-Antitrypsin. 
rl-Antichymotrypsin und rl-Antiplasmin) gcbildet wird und 
die 90 "i,, der trypsin-hemnicnden Kapazitiit des menschlichen 
Serums ausmachenL811'1. Eine wesentlich erhohte Anfalligkeit 
fiir Lungenemphysem wurdc bei Ilomozygoten mit genctisch 
bcdingtcm x,-Antitrypsinrnangel beobachtct['"], und auch 
das angioneurotische Odem wird auf cincn crblichen Mangel 
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Abh. 16. (iehiilt a n  zl-Anlitrypsin im Ccrvicalxhleini der I'raii i i i i  Verlxi f  
von I Z Monatszyklen. %urn hesseren Vcrgleich wurde ills Ahsiisscn-Nullpunkt 
der Tag dcr Ovulation (letrler Tag niedriger Basaltemperaturl yew,;ihlr L l Y O ] .  
o: Ovulation durch Gonadotropine iiiduzisrt. 

['I Die  Bcicichnungen Anlitrypsin und Antichyniotrypsin fiir dicsc I'rolciiia- 
se-Inhibitoren des Blutplasmas sind irrcfiihrcnd. da dicac l'ankreasenxynie 
w a r  pclicmmt werdcn. ahcr nicht im Serum vorhommcn. 

an Komplementcsterasc-Inhibitor zuriickgefiihrt. Proteinasc- 
Inhibitoren schcincn auch das Wachstum transforniiertcr Zcl- 
Icn aclcktiv xu henimen. wiihrend nornialc Zellen nicht oder 
weniger stark becinflulh werden. Hicraus kBnnten sich ncuc 
Ansatzpunktr: f i r  die Therapic maligner Zellen ergeben["'l. 

12. Ausblick 

Das Prinzip der lokalen und zcitlichen Begrenzung von 
Enzymaktivitaten durch Inhibitoren mit Proteinnatur wurde 
nicht nur bei Endoproteinasen des Serinhydrolase-Typs ge- 
funden. In letzter Zeit wurden auch Inhibitoren fur Exopep- 
tidasen wie Carboxypeptidase A und Rl"'l, Lipasel""! 
P h ~ s p h o l i p a s e ~ " ~ ~ ,  Amylaselzzzl, Ribonucleasc und Des- 
o x y r i b o n u ~ l e a s e ~ ~ ' ~ l  isoliert. Mit dcr Entdeckung weiterer 
Inhibitoren fur wichtige Enzyme dcs Stoffwechsels mulJ daher 
gerechnet werden. Damit ist den bereits bekannten biologi- 
schen Regulativen eine dritte Moglichkeit zur Steuerung von 
Enzymaktivitatcn im Organismus an die Seite zu stellen : 
1. Reprimierung (oder Aktivierung) der genctisch gesteuertcn 
I'rotcinsynthcsc auf dcr Sttife dcr DNA-Transkription, 
2. Hemmung (odcr Aktivierung) allostcrischcr Enzyme durch 
Effektoren des intermediaren Stoffwechsels (incl. interkon- 
vertierbarcr Enzyme) und 
3. Hcmmung (tcmporiir, permanent odcr progrcssiv) voii 
vorhandenen t-nzymen durch spezifische Inhibitoren. 
Bei dcr Erforschung dcr spezifischcn Enzyni-Inhibitor-Wech- 
selwirkung und deren physiologischer und pathologischer 
Aspekte fur  die medixinische Molekularbiologic und an- 
gewandte Therapie stehen wir erst am Anfang, wenn auch 
heute schon Proteinase-Inhibitoren kommerziell verfugbar 
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LZOY]. 

Ergiebige Synthese von ( f )-Pestalotin und (k )-Epipe- 
stalotin. Optisch reines (-)-Pestalotin durch asymme- 
trische S y n t h e s e [ * * l  

Von Dieter Scvhuch und Hurtrnrrt Me!;er['] 

Kimirru et al.lt] isoliertcn Pestalotin ( I  ), cine Substanz niit 
gibberellin-synergistischer Wirkung, aus dem phytopathogc- 
ncn Pilz PcTtuloria cryptorneriaecolo. Ellestud et al.['l konnten 
die gleiche Verbindung (LL-P880r) aus der unidentifizierten 
Pc.nicil/i~im-Spezics der Lederle-Kultur P880 isolieren. F u r  die 
Stercochemie machten sie die (6S,l'-S)-Konfiguration ( I  a )  

[*] Prof. Dr. D. Seehach 
lnstitut fur Organischl: Chemie 
Fachhereich 14 Chemic der Cniversitit 
63 GieOcn. 1.udwigstraI.k 21 
Dr. H.  Meyer 
Instirut fur Organische C'hemie der  Technischen Lniversitlt 
14annover 

[**I Diesc Arheit wurde von d r r  Deutschen Forschtingsgemoinschaft und 
dem Fonds dcr Chemisehen lndustrie unterstiitzt. 

([2]"= - 86.2 ) wahrscheinlich: inzwischcn isoliertc die Ar- 
bcitsgruppc 7wei wcitcrc 1 '-Hydroxy-4-mcthoxydihydropyro- 
ne  als Metabolite aus derselben Qucllc131. Mcthoxydihydropy- 
rone komrncn in weiteren Naturstoffen vor. z. B. Kawain ( 2 )  
in dcr Kawa-Wurzcl. Dicse Vcrbindungcn wurden bisher 
durch Reforniatzky-Synthese rnit [j-Methoxy-y-brom-croton- 
slurccstcrnl . '1 odcr iiber Hydroxy-propiolsaurecsterl~l darge- 

(-7) 

stellt. Wir bcrichtcn hicr ubcr cine einfache und crgiebige 
Darstcllung von ( I ) .  die auf Analoge iibertragbar ist und 
es gestattet, ( * ) -  sowic (+)-  und (-)-I'estalotin ( I N )  und 
das diastcrcomcrc Epipcstalotin f I h )  zu crhaltcn. 

40 A n ~ e m .  C'hem. / 86. Juhr,t. IY74 / Nr. I 




