
Inaktivierung des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors (Kunitz) 
durch Abspaltung des Dipeptids Ala 16-Arg 17 im 
reaktiven Zentrum[**l 

Von Helmirt J r r i m j  und Haralrl Tschusche~'] 
Die Abspaltung des Restes Pi (Lys 15) aus dem reaktiven 
Zentruni des niodifizierten Trypsin-Kallikrein-Inhibitors I* 
(Kunitz)''' inaktiviert den Inhibitor['! Es stellte sich die Frage, 
ob die Entfernung des Restes P; (Ala 16) den Inhibitor ebenfalls 
inaktiviert, obwohl an Pi die Bildung eines Acyl-Enzym-Kom- 
plexes als Zwischenstufe auf dem Weg zum stabilen Enzym-ln- 
hibitor-Komplex C'"' noch moglich ist. 
Die Abspaltung des Restes P'] (Ala 16) aus I* gestaltete sich 
schwierig, dn der Edman-Abbau infolge Inaktivierung des 
Inhibitors (N'.-Derivatisierung) nicht anwendbar ist und meh- 
rere Aminopeptidasen [Leucin-Aminopeptidase aus Rinderau- 
genlinsen (MG 300000~'1), Aminopeptidase M u. a,] I* nicht 
angreifcn. Aminopeptidase K (Merck AG) ist infolge ihres 
kleinen Molekulargewichtes ( 19000['1) wirksam und spaltet 
innerhalb 20min die Reste Pi und PA (Ala 16 und Arg 17) 
ab (0.5 pniol I*, 0.2 Mol-XAminopeptidase K in 1.5 mlO.025 M 

Diathylbarbiturat-Puffer, pH = 8.3) (Schema 1) .  
Die Reaktion kann so gelenkt werden, dalj zu 95% modifizier- 
ter Des-(Ala 16, Arg 17)-Inhibitor entsteht. Langere Enzymein- 
wirkung spaltet auch noch Ile 18 ab. Darauf kommt die Reak- 
tion zum Stillstand. 

p2 p1 P: P; P; P4 
0 

-Cys-Lys-COO" H3N-Ala-Arg-Ile-Ile 
Aminopeptidase K 

p2 Pl P$ P; 
0 

-Cys-Lys-COOo H3N-Ile-lle 
I 

" U  

D e s - ( A l a  1 6 ,  A r g  17)-1" 
Schema I 

Der modifizierte Des-(Ah 16, Arg 17)-Inhibitor lieB sich durch 
Molekularsiebfiltratioi7 an Sephadex G-50 in 0.1 M EssigsBure 
vom Enzym trennen und wurde durch Ionenaustauschchroma- 
tographie an CM-Sephadex C-25 in 0.01 M Natriumborat-Puf- 
fer pH = 8.6 gereinigt (hearer  NaC1-Gradient von 0 bis 0.3 Mj. 
Das homogene Material ist durch seine Aminosaure-Zusam- 
mensetzung charakterisiert. Nativer Inhibitor wird am N-Ter- 
minus (Arg-Pro-Asp-Phe-) durch Aminopeptidase K nicht an- 
gegriffen. 
Nach Abspaltung der Reste Pi und P2 ist I* im iiblichen Test['] 
gegen Trypsin inaktiv, d. h. die Assoziationskonstante KA,.; 
(Bildung des Enzym-Inhibitor-Komplexes) ist um 8 bis 10 
Zehnerpotenzen verringert. O b  der Acyl-Enzym-Komplex als 
Zwischenstufe noch entsteht, wird zur Zeit untersucht. Da 
Arg 17 einen wesentlichen Beitrag zur Stabilisierung des Koni- 
plexes liefertl3I, war mit einer drastischen Verringerung von 
K \,, zu rechnen: dennoch sollten nach den Rontgen-Struktur- 
daten des kristallisierten Komplexes13J noch genugend Wech- 
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selwirkungen zur orientierten Einlagerung des Des-(Ala 16, 
Arg 17)-Inhibitors an das Enzym vorhanden sein. 
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[2.2](2,5)Benzochinonophane: Struktur und Photoche- 
mie['] 

Von Hermann Irnyartinger, Rolf-Dieter Acker, Walter Rebafku 
und Heinz A .  Staabl*] 
Rebujka und Staab['I haben kiirzlich im Rahmen der Synthese 
,,intramolekularer Chinhydrone" zwei diastereomere 
[2.2](2,5)Benzochinonophane beschrieben, fur die die Zuord- 
nung zur achiralen ,,pseudo-geminalen" Struktur ( 1 )  und zur 
chiralen ,,pseudo-ortho"-Struktur (2) aufgrund der Synthe- 
sewege vorgenommen wurde. Rontgen-Strukturanalysen wa- 
ren nicht nur zur Bestatigung dieser Zuordnung von Interesse, 
sondern auch zur Klarung der Frage, wie die beim [2.2]Para- 
cyclophan beobachtete Molekuldef~r rna t ion~~~ durch den Er- 
satz der Benzol-Ringe durch die nicht-aromatischen p-Benzo- 
chinon-Einheiten verandert wurde, sowie im Zusammenhang 
rnit dem zu erwartenden unterschiedlichen photochemischen 
Verhalten von ( 1 )  und (2). 

f 1 ) kristallisiert aus Dioxan in der monoklinen Raumgruppe 
P2,/n mit zwei Molekiilen in der Elementarzelle [a= 7.930(2), 
b = 9.280(2), c =  8.024(2)A ; @= 93.30(2)0 ; dber. = 1.51 g.cm- 3 ] .  

Zur Strukturbestimmung wurden 1440 (einschl. 420 ,,unbe- 
obachteter") Reflexe bis sin O/h = 0.66 auf einem Computer- 
gesteuerten Siemens-Einkristalldiffraktometer rnit MoKa- 
Strahlung nach der Differenz-Filter-Methode vermessen. Die 
Struktur konnte anhand von 120E(hkl)-Werten rnit direkten 
Methodent4] gelost und nach dem Verfahren der kleinsten, 
Quadrate niit anisotropen Temperaturfaktoren fur die C- und 
0-Atome und mit isotropen Temperaturfaktoren fur die H- 
Atome in mehreren Cyclen bis zu einem R-Wert von 5.1'4 
verfeinert werden. 
Das Molekul ( 1 )  (Abb. 1) hat im Kristall die Symmetrie 
T (CJ; die Abweichung von der Symmetrie 2/m(CZh) beruht 
im wesentlichen auf einer Parallelverschiebung der beiden 
Chinon-Ringe um 0.241\ senkrecht zu C3. . .C 6. Wahrend Bin- 
dungsliingen und -winkel innerhalb der Chinon-Ringe von 
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