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Darstellung des aktiven Derivates von Rinder-Trypsin-
Kallikrein-Inhibitor (Kunitz) mit im reaktiven Zentrum
geoffneter Peptidbindung(**]

Von Helmut Jering und Harald Tscheschel’]

Unter den natiirlichen, niedermolekularen Proteinase-Inhibi-
toren I''- 2 nimmt die Klasse der Trypsin-Kallikrein-Inhibito-
ren (Typ Kunitz)'*?*' eine Sonderstellung ein, In der Regel

unterliegen die inhibitoren bei der substratanalogen Bindung
an das Enzym einer teilweisen Proteolyse. Dabei wird die
Peptidbindung —P ,—P/— im reaktiven Zentrum!? ge-
offnet, und es entstehen modifizierte Inhibitoren I* mit noch
voller Hemmaktivitit. Diese Modifizierungsreaktion lie§3 sich
bei den Trypsin-Kallikrein-Inhibitoren (Typ Kunitz) bisher
nicht feststellen!!- 4]

Es gelang uns jetzt, auch aus einem Inhibitor vom Typ Kunitz
die modifizierte Form T* darzustellen. Dazu reduzierten wir

Py P
[ nativ *(fy'55<--~-~%|‘y8“~LVS” Alal*—. Cys®*
(aktiv) Cys® o —Cys¥ Cys®~
lNanH4
—Oved  Oveltuals 16_ o~ _30
l;eq reduziert CYST (l’yb Lys P Ala Gys™
(aktiv) SH
Sl‘H
—Cys...-Cys3-
lTrypsin
I —Cysd... 7(|,‘ysl47LyS' COOPH3N®-Ala'f—  Cys®o-
reduziert u, SH
modifiziert S'H
(inaktiv) —Cys®... ~Cys38- 551
1. Sephadex G-50
Trypsin 2-0;
l 3. CM-Sephadex
I modifiziert »—(I:ysf* ...... ‘(ljysm-fLys -COOPH;N®-Alalt~ . $ysa°~
(aktiv) —Cy855 ...... —Cys“— ..................................................... Cys‘“—
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[*] Priv.-Doz. Dr. H. Tschesche und Dr. H. Jering

Organisch-Chemisches Laboratorium,

Lehrstuht fiir Organische Chemie und Biochemie der Technischen Univer-

sitit

8 Miinchen 2, Arcisstrafle 21
[**] Vorgetragen anliillich der 2nd International Research Conlference
.Proteinase Inhibitors™  Bayer Symposium V, Grosse Ledder, Oktober
1973. — Teil der Dissertation von H. Jering.  Diese Arbeit wurde von
der Deutschen Forschungsgemeinschaft unterstitzt. Wir danken Friulein
C. Frank fur dic Durchfithrung der Aminosiure-Analysen, Der Bayer AG,
Wuppertal, danken wir fiir die Uberlassung von Trasylol® (Trypsin-Kalli-
krein®-Inhibitor (K unitz) aus Rinderlunge).

702

zundchst von den drei Disulfidbriicken selektiv die dem reakti-
ven Zentrum benachbarte Disulfidbriicke Cys 14—Cys 38 mit
NaBH, in wéBriger Losung!™!. Der selektiv reduzierte Inhibi-
tor wird von Trypsin durch sukzessive Spaltung der Bindungen
Lys 15—Ala 16, Arg 39—Ala 40 und Arg 17—1Ile 18 abgebaut,
wobei die Spaltung der ersten Bindung den Inhibitor inakti-
viert!®). Um hauptsiichlich nur die Bindung Lys 15—Ala 16
zu spalten, wurde selektiv reduzierter Inhibitor mit 20 Mol-%
Trypsin bei pH=3.7 unter O»-Ausschlul (zur Vermeidung
der Reoxidation der Disulfidbriicke Cys 14—Cys 38) nur so
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lange inkubiert, bis liberschiissiger Inhibitor inaktiviert war.
AnschlieBend wurde das Trypsin durch Gelfiltration an Sepha-
dex G-50 vom Inhibitor abgetrennt und die Disulfidbriicke
Cys 14—Cys 38 durch O, bei pH=28.6 (0.1 M Na-Borat) wieder
reoxidiert. Die Reinigung des modifizierten Inhibitors erfolgte
an CM-Sephadex durch Ionenaustauschchromatographie mit
einem NaCl-Gradienten bei pH =8.6 (siche Schema 1).

Die Struktur des modifizierten Rinder-Inhibitors I* (Kunitz)
ergibt sich aus folgenden Daten!®l: a) Gleiche Aminosidure-Zu-
sammensetzung wie das Ausgangsmaterial I; b) einheitliche
Bande in der Disc-Elektrophorese bei pH=9.3; wegen der
zusitzlichen negativen Ladung wandert I* langsamer (70 %
der Laufstrecke) als I: ¢) Perameisensidure-Oxidation und Iso-
licrung der beiden entstehenden Polypeptidketten (Aminosiu-
rereste 1—15 und 16-58); d) vollstindige Inaktivierung von
1* durch Abspaltung von Lys 15 mit 0.03 Mol-% Carboxypep-
tidase B innerhalb einer Stunde bei Raumtemperatur; €) enzy-
matisch  katalysierte Resynthese der  Peptidbindung
Lys 15—Ala 16 unter Riickgewinnung des Ausgangsmate-
rials 1171,

Der modifizierte Inhibitor I* hemmt die Enzyme Trypsin
und Chymotrypsin (vom Rind), wobei sich aus Enzym und
modifiziertern Inhibitor der gleiche Komplex bildet wie aus
Enzym und nativem (unmodifiziertem) Inhibitor!®!. Die Quo-
tienten der Geschwindigkeitskonstanten der Komplexbildung
von nativem (k) und modifiziertem (k*) Inhibitor sind jedoch
fur a-Chymotrypsin  (k/k*=22x10*) und B-Trypsin
(k/k*=50) verschieden'®!.
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Proteinase-katalysierte Resynthese der Peptidbindung
Lys 15—Ala 16 im Derivat des Trypsin-Kallikrein-
Inhibitors (Kunitz) mit getffneter Peptidbindung™"

Von Helmut Jering und Harald Tschesche!™]

Die im modifizierten Trypsin-Kallikrein-Inhibitor 1* (Kunitz)
aus Rinderorganen gedffnete Peptidbindung —P,—P|— (Lys
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15, Ala 16)/'114Bt sich mit Trypsin, Chymeotrypsin oder Plasmin
resynthetisieren. Zur Abkiirzung der durch die langsame Dis-
soziation des Enzym-Inhibitor-Komplexes bedingten langen
Reaktionszeiten (Halbwertszeit 17 Wochen!?)y wurden dqui-
molare Mengen Trypsin (Schwein) oder Chymotrypsin (Rind)
bei pH=7.8 (0.2M Tris(2-hydroxyithyl)ammoniumchlorid/
NaOH, 0.01M CacCl,) bei Raumtemperatur verwendet. Nach
1 h (Trypsin) bzw. 48 h (Chymotrypsin) wurden die Komplexe
bei pH = 1.7 dissoziiert und Enzym und Inhibitor an Sephadex
G-50 bei gleichem pH-Wert getrennt. In beiden Fillen isolier-
ten wir neben dem Enzym ausschlieBlich nativen Inhibitor I mit
intakter Peptidbindung —P,—P;— (kinetisch kontrollierte
Komplex-Dissoziation!®)). Eine vollstindige Resynthese ge-
lang auch mit katalytischen Mengen (20 Mol-%) 8-Trypsin
(Rind) bei Raumtemperatur und pH =3.7 innerhalb 24 h (ther-
modynamisch kontrollierte Resynthese).

Py P
—-Cys~Lys—COOO H3N®—A1a—Arg]—
S—S
*
modifiziert
PL P
—Cys—Lys—Ala—Arg
Topen | 1
Typsin g—35
oder
Chymotrypsin
I
oder .
Plasmin nativ

Die Struktur des Inhibitors mit resynthetisierter Peptidbin-
dung geht daraus hervor, daB er in folgenden Daten mit
dem nativen Inhibitor iibereinstimmt: a) Aminosdure-Zusam-
mensetzung; b) Wanderungsstrecke des homogenen Inhibitors
bei der Disc-Elektrophorese bei pH =9.3; ¢) Perameisensdure-
Oxidation und Gelfiltration an Sephadex G-50 ergeben nur
eine Polypeptidkette (Aminosiauren 1-58); d) kinetische
Konstanten der K omplexbildung mit Enzym (Hemmkurve)!*J;
e) Differenzspektren der Komplexe von Enzym mit I sowie
1*141; g) Resistenz gegen Inaktivierung mit Carboxypeptidase
B (2 Mol-% in 0.025m Tris-HCI-Puffer, pH =72, 24h, 25°C).
Die Resynthese zeigt, da unter thermodynamisch kontrollier-
ten Bedingungen die Lage des enzymatisch katalysierten Pro-
teolysegleichgewichtes fiir die Peptidbindung —P,—P;— ganz
auf der Seite des nativen Inhibitors ist. Dies erkldrt die
erfolglosen Bemiithungen zur Darstellung des modifizierten
Inhibitors durch direkte Partialproteolyse des nativen Pro-
teins.

Die Resynthese der Peptidbindung Lys t5—Ala 16 mit kataly-
tischen Mengen Trypsin, Chymotrypsin oder Plasmin beweist
ferner, dal3 das reaktive Zentrum des Inhibitors fiir diese
drei Enzyme gleich ist. Damit ist der Trypsin-Kallikrein-Inhi-
bitor (Kunitz) als ,,single-headed* zu klassifizieren!®- ),
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