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Neurophysine - molekulare und zellulare Aspekte[**] 

Von Roger Acherl'' 

Neurophysine sind lineare, cysteinreiche Proteine aus 93-95 Aminosaureresten, die wie die 
Neurohypophysenhormone Oxytocin und Vasopressin im Hypothalamus entstehen und von 
dort zum Hypophysen-Hinterlappen gelangen. Meistens enthalt eine Spezies zwei (oder drei) 
Neurophysine, die sich nur geringfugig in Kettenlange und/oder Sequenz unterscheiden. Viele 
Beobachtungen sprechen dafiir, daR sowohl Oxytocin und eines der Neurophysine als auch 
Vasopressin und das andere Neurophysin einen gemeinsamen Vorlaufer haben, dessen lange 
Kette in Neurophysin und Hormon gespalten wird. An Ratten mit erblichem Diabetes insipi- 
dus lieR sich zeigen, daR ein einziges Gen die Biosynthese des Vasopressins und eines der Neu- 
rophysine kontrolliert. 

1. Neurosekretion und Neurohormone: Geschichte ih- 
rer Entdeckung 

Die Geschichte der Neurophysine laRt sich nicht von der 
der Neuroendokrinologie trennen. Tatsachlich liefen die er- 
sten Versuche von Biochemikern zur Reinigung der ,,Hinter- 
lappenhormone" der Hypophyse, deren Bedeutung seit Be- 
ginn dieses Jahrhunderts bekannt war, mit den Studien von 
Cytologen parallel. Ziel dieser Untersuchungen war die 

[*I Prof. Dr. R. Acher 
Laboratoire de Chimie Biologique 
Universite de Paris VI 
96 boulevard Raspail, F-75006 Paris (Frankreich) 

['*I Dieser Aufsatz ist dem Andenken an Ernsr Scharrer gewidmet, der vor fiinf- 
zig Jahren die Neurosekretion entdeckt hat. 

Abb. 1.  Die neurosekretorische Zelle (a) kann sowohl als Nervenzelle mit den 
charakteristischen Eigenschaften einer Driisenzelle (b) als auch als Driisenzelle 
angesehen werden, die gewisse Charakteristika einer Nervenzelle erworben hat. 
In Wirklichkeit ist sie ein Neuron, das sehr friih eine zweite Differenzierung 
durchgemacht hat. Die sekretorischen Granula miissen beim Transport vom Ort 
ihrer Synthese (Perikaryon) zum Ort ihrer Ausschiittung einen sehr langen Weg 
zuriicklegen (nach (121). 

Angew. Chem. 91, 905-919 (1979) 0 Verlag Chemie. CnibH, D-6940 Weinheim, 1979 0044-8249f 79/1111-0905 $02.50/0 905 



Identifizierung der Zellen, die diese Substanzen synthetisie- 
ren, sowie die Aufklarung des zugrundeliegenden Sekre- 
tionsmechanismus. 

1928 hat Ernst Scharrer['], basierend auf seinen Beobach- 
tungen an Hypothalamus-Neuronen des Knochenfisches 
Phoxinus Iaevis (Abb. l), als erster iiberzeugend das Konzept 
der Neurosekretion vertreten. Zu jener Zeit war diese Idee in 
der Tat revolutionar, da Nervenzellen als hochspezialisiert 
und allein fur die Leitung von Nervenimpulsen geeignet gal- 
ten und sich damit grundsatzlich von typischen Driisenzellen 
unterscheiden sollten. Auch lange Zeit spater wurde der Hy- 
pophysen-Hinterlappen als selbstandige Driise angesehen 
und die Synthese seiner Hormone speziellen Gliazellen, den 
Pituicytenf'], zugeschrieben. Erst nachdem Bargmunnf3] die 
Chrom-Hamatoxylin-Phloxin-Methode eingeffirt hatte - 
diese Methode war urspriinglich von Gomorif4] zum Anfar- 
ben der P-Zellen in den Langerhansschen Inseln entwickelt 
worden -, war der Nachweis neurosekretorischer Granula im 
gesamten neurosekretorischen Neuron moglich. 1951 konn- 
ten Bargmann und Scharrerf5] endgiiltig sicherstellen, da8 
das Perikaryon der Nuclei supraoptici und paraventriculares 
des Hypothalamus hoherer Wirbeltiere (entsprechend den 
Nuclei praeoptici von Fischen und Amphibien) eine Sub- 
stanz synthetisiert - neurosekretorisches Material genannt -, 
die durch axoplasmatischen Flu8 zum Hinterlappen trans- 
portiert wird, wo sie gespeichert und gegebenenfalls ausge- 
schiittet wird (Abb. 2). Dieser Nachweis sicherte das Kon- 
zept des sekretorischen Hypothalamus-Neurohypophysen- 
Systems einschlieolich des langen intrazellularen Transport- 
weges, auf dem eine Modifizierung des urspriinglichen Syn- 
theseproduktes nicht auszuschliefien ist. Die Tatsache, da8 
das in zahlreichen Experimenten nachgewiesene aktive Prin- 
zip immer zusammen mit einer nach der Gomori-Methode 
anfarbbaren Substanz auftrat, ermoglichte den SchluB, daB 
das neurosekretorische Material entweder eine rnit diesen 
Hormonen assoziierte Substanz oder aber die Hormone 
selbst sind. 

0) b )  
chiosmo nucleus poraventricuioris 

pors intermedio' 

Abb. 2. Folgen der Durchtrennung des Hypophysenstiels beim Hund. Diagramm 
des Hypothalamus-Hypophysen-Systems beim normalen (a) und beim opener- 
ten Hund (b). Das aus den supraoptischen und paraventrikularen Kernen her- 
riihrende neurosekretorische Material ,,wandert" entlang den Axonen und rei- 
chert sich im Hinterlappen an. Nach der Stieldurchtrennung reichert sich das 
neurosekretorische Material an den proximalen Axonstiimpfen (bei A) an (nach 
1121). 

Hinsichtlich der chemischen Charakterisierung schlugen 
Abel et al.I6] in ihren ersten Veroffentlichungen zwischen 
1920 und 1930 vor, da8 sowohl die Oxytocin- als auch die 
Vasopressin-Aktivitat und die antidiuretische Aktivitat des 
Hypophysen-Hinterlappens auf einem einzigen Hormon be- 
ruhen. Spater wurden von mehreren Arbeitskreisen zwei ein- 

ander widersprechende Konzepte vertreten: Die einen woll- 
ten eine Substanz rnit hohem Molekulargewicht isoliert ha- 
ben, die sowohl Oxytocin- als auch Vasopressin-Aktivitat be- 
saB; den anderen war es gegliickt, Substanzen mit der einen 
oder der anderen Aktivitat und niedrigem Molekulargewicht 
in der GroBenordnung von 1000 zu erhalten. Ultrazentrifu- 
gen-Untersuchungen von Rosenfeld71 ergaben, dafl diese Ak- 
tivitaten einem oder zwei Proteinen mit einem Molekularge- 
wicht von etwa 20000 bis 30000 zuzuschreiben waren, da8 
sich aber nach Behandlung der Extrakte mit heiBer 0.25proz. 
Essigsaure Substanzen rnit niedrigem Molekulargewicht 
nachweisen lieBen. 1942 erhielten Vun Dyke et a1.[*] nach Ex- 
traktion von gefrorenen Driisen bei tiefer Temperatur und 
fraktionierender Fallung rnit Natriumchlorid ein Protein, 
das sie als rein ansahen und das die Oxytocin-, Vasopressin- 
und antidiuretische Aktivitat im gleichen Verhaltnis wie der 
Hinterlappen besa8. Van Dyke[*] konnte die Moglichkeit der 
Absorption kleiner aktiver Molekiile durch ein inertes Prote- . 
in durch mehrere Experimente ausschlie8en. Am wichtigsten 
waren die beiden folgenden: 

Bei der Elektrophorese rnit freier Grenzflache werden die- 
se Aktivitaten nicht vom Protein getrennt, gehen aber bei 
dessen Denaturierung (Auffaltung zu einem 8 A dicken 
Film) verloren. Hatten die Aktivitaten zu separaten Peptiden 
gehort, hatten sie erhalten bleiben miissen, sei es in der um- 
gebenden Fliissigkeit oder an das denaturierte Protein ge- 
bunden. Die Freisetzung aktiver Peptide setzt Spaltungen 
voraus, wie sie bei der Extraktion moglicherweise unabsicht- 
lich geschehen, bei der Sekretion jedoch physiologisch sein 
konnten. Trotzdem isolierten Kamm et al.i9) und danach du 
Vigneaud"l sowie Fromageot et al.'"] aus Aceton-behandel- 
ten Driisen (,,Acetonpulver") durch Extraktion rnit heiBer 
0.25proz. Essigsaure eine Fraktion mit Oxytocinwirkung und 
eine zweite rnit Vasopressin- und antidiuretischer Aktivitat. 
Somit muBte bestimmt werden, ob es sich bei den Hormonen 
um Proteine oder Peptide handelt und welche Beziehungen 
zwischen den aktiven Prinzipien bestehen. 

AuBerdem mufiten die intrazellulare Lokalisierung dieser 
Hormone sowie die endokrine Bedeutung der nach Gomori 
anfarbbaren Substanz geklart werden. Die Gomori-Reaktion 
ist nicht substanzspezifisch; mit dieser Methode konnen 
nicht nur andere neurosekretorische Systeme angefarbt wer- 
den, z. B. von Wirbe1losenflz1, sondern auch mehrere Typen 
endokriner Zellen, z. B. die P-Zellen der Langerhansschen 
Inseln. Im Gegensatz zur Ansicht von Hild und ZetIer[l'], es 
handele sich um ein in organischen Solventien losliches 
Phosphatid, ergaben die histochemischen Untersuchungen 
von SIoper et al.f141, da8 sich die ,,Gomori-positiven" Granu- 
la genauso gut mit Perameisensaure/Alcian Blue anfarben 
lassen, die fur Cystin und Cystein spezifisch sind, und dafl 
folglich ein Protein oder ein Peptid mit hohem Anteil an die- 
sen Aminosauren vorliegen mu8. Dies gilt besonders fur die 
Neurohypophysen-Peptidhormone oder die Proteine, an die 
sie assoziiert sind, d. h. die Neurophysine. Besonders interes- 
sant war daher die Entdeckung, da8 sich die Neurophysine, 
sei es allein oder vergesellschaftet mit den Hormonen, nach 
der Gomori-Methode anfarben l a ~ s e n ~ ' ~ ] .  

Seit dem ersten Ubersichtsaufsatz iiber Neurophysine" ' I  

sind mehrere Monographien iiber dieses Gebiet veroffent- 
licht worden (siehe z. B. [16.'71).  Daruber hinaus sind die Vor- 
trage eines Neurophysin-Symposiums gesammelt erschie- 
nen['*'. 
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2. Der reversible Neurophysin-Neurohypophysenhor- 
mon-Komplex 

Ohne die Existenz kleiner Peptide rnit Hormonaktivitat zu 
leugnen, sahen die Anhanger der Einheitlichkeitstheorie sie 
aber doch als Abbauprodukte an, die bei der Reinigung des 
aktiven Proteins entstehen. Tatsachlich schienen Hinterlap- 
pen-Extrakte, die bei tiefen Temperaturen gewonnen wor- 
den waren, vollig frei von solchen kleinen Molekiilen zu 
sein. Zudem schien eine nichtkovalente Bindung zwischen 
einem Protein und Peptiden, die man sich damals als hochst 
unspezifisch und instabil vorstellte, kaum plausibel zu sein, 
denn die unterschiedlichen Proteinpraparationen besaBen 
spezifische, reproduzierbare Aktivitaten in einem fur die ent- 
sprechende Driise typischen Verhaltnis. 

Da das aktive Protein die Rolle einer gemeinsamen Vor- 
stufe fur Oxytocin und Vasopressin spielen konnte, schien 
uns die Aufklarung der Bildungsweise dieser Peptide aus ei- 
nem Makromolekiil w i~h t ig r '~ .~~] .  Das Material, das wir un- 
ter Van Dykes Bedingungen aus frischen oder rnit Aceton be- 
handelten Drusen erhielten, hatte die folgenden charakteri- 
stischen Eigenschaften: Oxytocin- und Vasopressin-Aktivitat 
um 18 Einheiten/mg, Sedimentationskonstante 2.6-2.8 S 
und Diffusionskonstante 8.5 x l o - '  cm2 SKI .  Daraus lief3 
sich auf ein Molekulargewicht um 30000 schlieBen. Unter 
Annahme dieses Wertes lagen die geschatzten Aktivitaten 
bei etwa 500 Einheiten/pmol, entsprachen also etwa 1 pmol 
Oxytocin und 1 pmol Vasopressin. Dies legte natiirlich eine 
stochiometrische Beziehung zwischen der mutmaBlichen 
Vorstufe und den aktiven Peptiden nahe. Um diese Vorstel- 
lung zu priifen, muBte zunachst die Homogenitat des aktiven 
Proteins eindeutig gesichert werden. Im Gegensatz zu Van 
Dyke@] gelang es Irving und du Vigneaud[*'I, die Protein-Ak- 
tivitaten durch Elektrophorese zu trennen. Diese Autoren 
verwendeten den PreBsaft aus unmittelbar nach dem 
Schlachten gefrorenen und dann im Laboratorium gemahle- 
nen Driisen. Unter Bedingungen, die anscheinend nur 
schwache Proteolyse hervorrufen, wanderte das Vasopressin- 
Prinzip schneller als das Oxytocin-Prinzip zur Kathode. 

Wir haben zunachst das Van Dykesche Protein bei tiefen 
Temperaturen (zur Verminderung der Hydrolyse) durch 
Elektrophorese rnit freier Grenzflache untersucht und die 
Aktivitaten sowie den Stickstoffgehalt in den drei Bereichen 
der U-firmigen Zelle quantitativ bestimmt. Unter Bedingun- 
gen, bei denen am Ende des Experiments die Ausbeute an 
aktivem Prinzip und an Stickstoff etwa 90-95% betrug, war 
die Vasopressin-Aktivitat pro mg Stickstoff an der Kathode 
funfmal hoher als an der Anode. Die hierdurch erreichte 
elektrophoretische Trennung konnte durch Elektrodialyse 
weiter verbessert werden; dabei wurden die Proteine von den 
kleinen Peptiden abgetrennt. Unter Benutzung eines Elek- 
trodialysators mit drei durch Cellophanmembranen getrenn- 
ten Kammern und einer Stromstarke von nur 12 bis 15 mA 
(um Erwarmung zu vermeiden) gelang es, praktisch die ge- 
samten Oxytocin- und Vasopressin-Aktivitaten des in die 
zentrale Kammer gegebenen aktiven Proteins im Kathoden- 
raum zu sammeln. 90% des Stickstoffs befanden sich in der 
mittleren Kammer, in der das Protein verblieben ~ar1 '~ .~"1 .  
Die einzigen im Kathodenraum gefundenen Bestandteile 
waren Oxytocin und Vasopressin. Dies zeigt, daB die gesam- 
te Hormonaktivitat des Protein-Komplexes von diesen mit 
dem Protein nichtkovalent verknupften Peptiden herriihrt. 
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Froktion - 
Abb. 3. Trennung der Komponenten des Neurophysin-Neurohypophysenhor- 
mon-Komplexes durch Gegenstromverteilung im System sec-Butanol/0.5proz. 
Trichloressigsaure. ..' " Vasopressin-Aktivitat, ~- -~ Oxytocin-Aktivitat. -- 
Stickstoff. 

Die quantitative Aufspaltung in drei Komponenten gelang 
gleicherniaBen durch Gegenstromverteilung (Abb. 3) oder 
durch Behandeln mit Sproz. Trichloressigsaure; dadurch 
wird das Protein gefallt, und die Peptide bleiben im Uber- 
stand (Abb. 4). Die letztgenannte Methode ermoglichte die 
gleichzeitige Reinigung der beiden Hormone: Der Protein- 
Peptid-Komplex wird zunachst durch fraktionierende Fal- 
lung vom Extrakt abgetrennt; nach Zerlegung des Komple- 
xes mit Trichloressigsaure werden Oxytocin und Vasopressin 
durch Ionenaustauschchromatographie'221 isoliert (Abb. 5). 

Wir haben fur dieses Protein, das spezifisch rnit den Hor- 
monen verbunden zu sein schien, den Namen Neurophysin 
vorge~chlagen~~~1. Diese Spezifitat wurde durch die Rekonsti- 
tution des Komplexes aus seinen Komponenten Neurophy- 
sin, Oxytocin und Vasopressin im gleichen Verhaltnis wie im 

- 
0 0 

+ 
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b 0 0 

"cml - 
Abb. 4. Papierelektrophoretische Identifizierung von Oxytocin und Arginin-Va- 
sopressin im kathodischen Material, das durch Elektrodialyse des Uherstands 
nach Spaltung des ,,aktiven" Komplexes rnit 0.5proz. Trichloressigsaure erhalten 
wird. Oben: Elektrophoresestreifen, mit Bromphenolblau entwickelt. darunter 
Nummern der Fraktionen. Unten: Aktivitatstest; .... Oxytocin-Aktivitat, ---- 
Vasopressin-Aktivitat. I= Wanderungsstrecke in Richtung Kathode (nach [20]). 
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Abh. 5. Gleichzeitige lsolierung von Oxytocin und Arginin-Vasopressin durch 
Gradientenchromatographie an  Amberlite CG-50 aus dem Uberstdnd, der durch 
Spaltung des ,,aktiven” Komplexes aus Rinderdrhsen mit OSproz. Trichloressig- 
saure erhalten wird. Rechte Ordinaten: Oxytocin-(OX-) und Vasopressin-(VP-)- 
Aktivitat [Einheiten] (nach 1221). 

Ausgangskomplex bestatigt[”]. AuRerdem konnten wir ,,Hy- 
brid“-Komplexe herstellen, indem wir Neurophysin einer 
Spezies und Hormone einer anderen Spezies verwendeten; so 
konnten wir z. B. rnit Neurophysinen von Saugetieren als se- 
lektiven Adsorbentien die aktiven Prinzipien von niederen 
Wirbeltieren r e i n i g e ~ ~ ~ ~ ~ ’ .  

Neurophysin-Hormon-Komplexe sind aus den Drusen 
vieler Saugetier-Spezies gewonnen worden. Offenbar ist die- 
ser Assoziationstyp unter den Wirbeltieren allgemein ver- 
breitet. Beim WeiRfi~ch[’~] erfordert die Ausfallung des 
Komplexes eine hohere Natriumchlorid-Konzentration als 
bei den Saugern. Dies konnte ein Hinweis auf einen anderen 
Aufbau der Neurophysine niederer Wirbeltiere sein, aber 
auch einen Abbau anzeigen. Im allgemeinen la& sich bei 
diesen Spezies die Ausbeute an Komplex durch Zugabe von 
Rinder-Neurophysin zu den Extrakten steigern. 

3. Charakterisierung der Neurophysine 

3.1. Reinigung der Neurophysine 

Wahrend das aus dem Komplex abgespaltene Neurophy- 
sin bei der Gegenstromverteilung (Abb. 3) und der Papier- 
elektrophorese bei pH-Werten uber 7 eine gewisse Heteroge- 
nitat aufwies, verhielt es sich in der Ultrazentrifuge wie eine 
einheitliche molekulare Spezies. Bei der Starkegel-Elektro- 
phorese bei pH = 8.1 beobachtete Hope[161 jedoch, da8 das 
unter unseren Bedingungen isolierte Neurophysin mehrere 
Bestandteile enthielt. Zum Teil fuhrte er dies auf proteolyti- 
schen Abbau wahrend der Extraktion bei pH = 4 zuruck und 
empfahl eine Extraktion mit 0.1 N Salzsaure, um proteolyti- 

sche Enzyme irreversibel zu denaturieren. Unter diesen Be- 
dingungen werden jedoch zusammen rnit dem Komplex eini- 
ge Proteine rnit hoherem Molekulargewicht extrahiert, die in 
einem zusatzlichen Molekularsiebschritt eliminiert werden 
miissen. Hope1161 fand bei den Neurophysinen vom Rind und 
vom Schwein zwei Hauptkomponenten und eine Neben- 
komponente und schlug vor, sie in der Reihenfolge abneh- 
mender Beweglichkeit in Anodenrichtung als Neurophysin 1, 
I1 usw. zu bezeichnen. Diese zur Zeit gebrauchliche Nomen- 
klatur kann aber nicht vorhandene Homologien zwischen 
den Neurophysinen verschiedener Spezies nahelegen, da 
Zahl und Beweglichkeit der Komponenten in jeder Spezies 
variieren und die Unterscheidung zwischen den authenti- 
schen Molekulen und ihren Abbauprodukten schwierig ist. 
So beobachtet man z. B. beim Schaf mehrere Neurophysine, 
obwohl nur ein Hauptprotein nachweisbar istf26.2ha.27.27a1. 
Dieses Phanomen der Polymorphie tritt bei mehreren Sauge- 
tieren einschlieRlich Mensch[2x’ und Ratte[*’] auf. Dagegen 
haben Snchs et al.[301 beim Meerschweinchen nur ein einziges 
Neurophysin nachweisen konnen. 

Inzwischen sind auch beim Meerschweinchen mindestens 
zwei Neurophysine rnit unterschiedlicher Sequenz gefunden 
wordenI4*“’. 

Die Neurophysine werden hauptsachlich nach zwei Ver- 
fahren gereinigt, die sich in ihren Anfangsschritten stark 
voneinander unterscheiden. Im allgemeinen ist das Aus- 
gangsmaterial ein Acetonpulver aus Hypophysen-Hinterlap- 
pen, es kann aber auch aus frischen oder gefrorenen Drusen 
bestehen. Sehr wichtig scheint zu sein, wie schnell die Drii- 
sen nach der Totung der Versuchstiere entfernt werden. 
Beim ersten Verfahren[2”,271 wird das Pulver bei 4°C rnit 
0.01 N Schwefelsaure (pH =4) extrahiert. Unter diesen Be- 
dingungen besteht der groRte Teil des extrahierten Materials 
aus dem Neurophysin-Neurohypophysenhormon-Komplex, 
der durch fraktionierende Fallung mit Natriumchlorid 
(pH = 3.9) gereinigt wird (Tabelle 1). 

Nach Entfernung der Sake wird der Komplex rnit 0 . 2 ~  
Essigsaure in die Proteine und die Peptidhormone zerlegt, 
die durch Gelchromatographie iiber Sephadex G-25 getrennt 
werden. Die Proteine bestehen im wesentlichen aus Neuro- 
physinen, die sich chromatographisch am basischen Ionen- 
austauscher Diethylaminoethyl-sephadex A-50 mit einem 
Ionenstarkegradienten (0.2-1 M Pyridiniumacetat-Puffer) 
trennen lassen (Abb. 6). Unter diesen Bedingungen erhalt 
man zwei Fraktionen. Fraktion A enthalt bei Rind, Schaf 
und Schwein ein Neurophysin, das wir nach den Aminosau- 
ren in Position 2, 3 , 6  und 7 als MSEL-Neurophysin bezeich- 
nen (vgl. Tabelle 2). Dieses Material kann je  nach den Pra- 

Tabelle 1.  Neurophysin-Neurohypophysenhormon-Komplexe von Saugetieren. OX =Oxytocin, VP  = Vasopressin. Der Gewichtsanteil des Komplexes bezieht sich auf  das 
Pulver. 

- 

Spezies 

~ ~ ~ 

Pulver aus Hypophysen-Hinterlappen 
Aktivitat 

[Einbeiten/mg] 
ox VP v P/O x 

Rind 
Katb (neugeboren) 
Schaf 
Schwein 
Nerd 
Wal 
Ratte 
Kaninchen 

~~ ~~ 

Komplex 
Ausbeute an  

[Einhei tedmg] Ig/1W gl Aktivitdt VX] 
Aktivitat Anteil 

ox VP VP/OX 

1 .o 
0.4 
0.8 
1.4 
0.9 
0.5 
1.2 
0.9 

1 . 1  
1 .o 
0.8 
1.4 
0.8 
2.5 
1.4 
1.7 

1 . 1  
2.5 
1 .o 
1 .o 
0.9 
5.0 
1.2 
1.9 

18-20 18-20 1 .o 1.5 
9 21 2.3 3.0 

18 18 1 .o 4.2 
18 18 1 .a 1.5 
20 10 0.5 0.x 
5 20 4.0 6.0 

27 30 
61 67 
92 90 
19 19 
18 10 
47 57 
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parationsbedingungen des Acetonpulvers Derivate enthal- 
ten, die am N- und C-Terminus um mehrere Reste verkurzt 
sind. Fraktion B enthalt gewohnlich sowohl einen zweiten 
Neurophysin-Typ (VLDV-Neurophysin) als auch (nicht 
identifizierte) Abbauprodukte. 

U 

'0 500 1000 1500 0 500 1000 1500 0 500 1000 1500 
6 1 - 2 4  +1----24 + - - - c c 2 4  

rnl- ml- ml- 

Abb. 6. Isolierung der Neurophysine von a) Rind, b) Pferd und c)  Schaf durch 
Gradientenchromatographie an DEAE-Sephadex A-50. Ordinate: Absorption 
bei 700 nm (Fohn). A, B siehe Text. 1: 0.2 td-tO.4 M; 2: 0 .4  M-1.0 M. pH=5.9  
(nach [27J). 

von 15 000 bis 20000[26-3',321. Dagegen ergibt die Molekular- 
gewichtsbestirnmung durch Polyacrylamid-Gelelektrophore- 
se in Gegenwart von Natriumdodecylsulfat fur die Neuro- 
physine kleinere Werte um 12500[321. SchlieRlich fand man 
bei der Sequenzanalyse der Neurophysine (nach Oxidation 
und tryptischer Spaltung) ein Molekulargewicht von rund 
10000 fur das Monomer. Zwischen pH=4  und 8 diirften 
demnach die Monornere zu einem bei der Gelfiltration oder 
der Ultrazentrifugation stabilen Dimer assoziieren. 

Man konnte auch argumentieren, daR Ultrazentrifugation 
oder Gelfiltration wegen der ungewohnlichen Konformation 
des Molekiils ein zu hohes Molekulargewicht ergeben144"1. 

Die bisher isolierten Neurophysine sind saure Proteine mit 
isoelektrischen Punkten zwischen 4 und 5. Sie unterscheiden 
sich von anderen Proteinen durch einen sehr hohen Gehalt 

Tahelle 2. Aminosauresequenz der MSEL-Neurophysine yon Schaf [34. 34a], 
Rind 134. 34aJ. Schwein (37. 37a. b], Pferd [37c] und Wal [37d]. 

Beim zweiten Verfahren, das Hope et a1.[161, Breslow["I so- 
wie Watkins[*'] anwenden, wird das Acetonpulver mit 0.1 N 

HCI bei pH-Wert - 2  extrahiert. Neutralisation auf pH=7  
fuhrt zu einem Niederschlag, der durch Zentrifugation abge- 
trennt werden kann. Nach Ruckstellung auf pH=3.9 und 
Ausfallung rnit Natriumchlorid erhalt man ein Material, das 
neben dem Komplex noch kontaminierende Proteine rnit ho- 
herern Molekulargewicht enthalt. Die Peptidfraktion des Ex- 
traktes wird durch Gelfiltration uber Sephadex G-25 in 0.1 M 

Ameisensaure abgetrennt. Die Entfernung der hohermoleku- 
laren Proteine von der Proteinfraktion gelingt durch an- 
schlief3ende Gelfiltration an Sephadex G-75. Danach wird 
die ,,Neurophysinfraktion" am basischen Ionenaustauscher 
Diethylaminoethyl-sephadex A-50 bei konstantem pH-Wert 
(8.1; Tris-HCI) und ansteigendem Natriumchlorid-Gradien- 
ten chromatographiert. Auf diese Weise lassen sich zwei oder 
drei Fraktionen voneinander trennen, aus denen mindestens 
drei Komponenten unterschiedlicher elektrophoretischer Be- 
weglichkeit durch wiederholte Chromatographie isoliert wer- 
den konnen. Trotzdem hat man durch Proteinsequenzanaly- 
se in den Rinder-, Schweine- und Schafsdrusen nur zwei 
Neurophysine nachweisen konnen. Auch andere Reini- 
gungsverfahren, darunter selektive Extraktion, isoelektrische 
Fokussierung oder Affinitatschromatographie an immobili- 
sierten Hormonen, sind ausprobiert worden, werden aber 
bisher noch kaum angewendet. 

3.2. Aminosauresequenz der Neurophysine 

Das Molekulargewicht der Neurophysine steht noch zur 
Diskussion. Hope et al. erhielten rnit der Ultrazentrifuge bei 
pH=4.8 Werte von 19000 und 21000 fur die Rinder-Neu- 
rophysine I und II[l6]. Unter Annahme eines Molekularge- 
wichts von 25000 bis 30000 fur den Kornplex lief3 sich ab- 
schatzen, daB ein Neurophysinmolekiil mit einem Molekul 
Oxytocin und einem Molekiil Arginin-Vasopressin assoziiert 
ist. Bei der Bestimmung des Molekulargewichts mit der Mo- 
lekularsiebmethode an Sephadex G-75 bei pH = 7 erhalt 
man sowohl fur den Komplex als auch fur die ,,unreinen" 
oder gereinigten Neurophysine Werte in der GroDenordnung 

I 5 I 0 
Ala - Met-Ser - Asp- Leu- Glu- Leu- Arg- Gln-Cys-  Leu- Pro - Schaf 

Rind 
Schwein 
Pferd 
Wal 

15 20 21 2s 
Cys- Gly - Pro - Gly - Gly - Lys - Gly - Arg- Cys- Phe- Gly - Pro - Ser - Ile - Cys 

30 35 36 40 41 
Cys- Gly - Asp- Glu- Leu-Gly-Cys- Phe- Val - Gly -Thr - Ala - Glu- Ala - Leu 

- Met - 

45 48 50 55 
Arg- Cy\-Gln-Glu-Cilu-lle - Tyr- Leu - Pro - Ser - Pro - CyT- Gln-Ser - Gly - 

- A m  - 

- A w  - 
- A $ n .  

. A\II  . 

60 61 65 70 
Gln-Lys - Pro - Cys-Gly- Ser - Gly-Gly-  Arg- Cys- Ala - Ala - Ala - Gly-  Ile 

75 80 81 85 
Cys- Cys- Asn- Asp- Glu- Ser - Cys- Val - Thr- Glu- Pro - Glu- Cys- Arg- Gin- 

89 90 91 92 95 
Gly- l le  - G ly -  Phe- Pro - Arg- Arg- Val 

Ile 
- -Val-  

- - Ala - Ser - _ -  Leu- ~ -Ala 

- -Ala---Leu- - A h  

- A h  - -Ma-Ser-  
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an Cystin (sieben Disulfidbriicken bei einer Kette mit 93-95 
Resten) und Prolin (sieben bis acht Reste) sowie durch einen 
sehr geringen Gehalt an aromatischen Aminosauren: Sie ent- 
halten kein Tryptophan, nur einen Tyrosinrest und zwei bis 
vier Phenylalaninreste pro Molekiil. Das erklart das atypi- 
sche UV-Absorptionsspektrum mit einem Verhaltnis der Ab- 
sorption bei 260 und 280 nm groBer als 1. 

Nach Hope et a1.['61 besitzen die drei in Rinder- und 
Schweinedriisen nachweisbaren Neurophysine alle ein N- 
terminales Alanin. Ein ahnliches Ergebnis erhielt man fur 
die drei Komponenten vom SchaQ261. Dagegen ergab die 
Aminosaureanalyse der Rinder-Neurophysine, da8 Neuro- 
physin I Histidin, aber kein Methionin, enthalt, wahrend die 
Neurophysine I1 und C Methionin, aber kein Histidin besit- 

Beim Schwein enthalt keines der drei Neurophysine 
Histidin und nur zwei davon Methionin. Die An- oder Ab- 
wesenheit von Methionin dient haufig als Unterscheidungs- 
merkmal fur die Neurophysine einer Spezies. 

Vollstandige Aminosauresequenzen existieren nur fur die 
Neurophysine von Rind, Schaf, Schwein, Pferd und Wal. N- 
terminale Sequenzen sind auch fur die Neurophysine von 
Ratte, Hund, Kabeljau und Mensch bekannt. Es sieht so aus, 
als ob jede Spezies mindestens zwei Neurophysine mit deut- 
lich voneinander abweichenden N- und C-terminalen Se- 
quenzen besitzt. Wir haben deshalb vorgeschlagen, je nach 
den Resten an den Positionen 2, 3, 6 und 7 zwei Familien zu 

Tabelle 3. Aminosauresequenz der Neurohypophysen-Hormone. 

Cys-Tyr-Ile-Gln-Asn-Cys-Pro-Leu-GlyNH2 Oxytocin 
1 2 3 4 5  6 1  8 9 

I I 

4 5 6 1 8 9  
C:s-T2yr-P~e-Gln-Asn-Cys-Pro-Arg-GlyNH2 Arginin-Vasopressin 

variiert der C-terminale Abschnitt an den Positionen 89 bis 
92 und 95. Beim Rind tritt in Position 89 eine Mikrohetero- 
genitat auf. 

Mit Ausnahme der Position 90, an der Glycin oder Serin 
steht, befinden sich in den ,,variablen" Positionen der C-ter- 
minalen Sequenz hydrophobe Reste. Eigenartigerweise 
scheinen die Positionen 89 und 95 voneinander abhangig zu 
sein, da beide entweder durch Alanin (Schwein, Pferd, Wal) 
oder aber durch Isoleucin oder Valin (Rind und Schaf) be- 
setzt sind. 

Die funf bisher untersuchten Spezies gehoren zu drei Ord- 
nungen: den Artiodactyla (Rind, Schaf, Schwein), den Peris- 
sodactyla (Pferd) und den Cetacea (Wal). Diese drei Ord- 
nungen haben sich seit 70 bis 80 Millionen Jahren getrennt 
entwickelt. Bezogen auf Schaf-MSEL-Neurophysin sind in 
zwei Ordnungen 4-5% der Aminosauren ausgetauscht. Die 
,,Drift" des MSEL-Neurophysins im Verlauf der Evolution 
ist also gering im Vergleich zu der der Hamoglobinketten 
(12-20%). Die gro8e Ahnlichkeit zwischen Rinder- und 
Schaf-MSEL-Neurophysin erinnert an die Ahnlichkeit der 
Polypeptidhormone der Hypophyse (Tabelle 3). Eine ,,neu- 
trale" Drift laBt sich nur schwer vorstellen, da sich beide 
Spezies (die zur Unterordnung Ruminantia gehoren) vor 
etwa 30 Millionen Jahren voneinander getrennt haben und 
die Zahl der ausgetauschten Aminosauren nicht proportional 
zur Zeit ist. 

Oxytocin-Typ Vasopressin-Ty p 
4 8 3 8 

Sauger (au8er Schwein) Gln Leu Oxytocin Phe A% Arginin-Vasopressin 

Vogel, Reptilien, 
Amphibien. Lungen- } Gln Ile Mesotocin Ile Arg Vasotocin 
fische 
Knochenfische 
(paleopterygia und } Ser Ile Isotocin Ile Vasotocin 
neopterygia) 
Knorpelfische (Rochen) Ser Gln Glumitocin I le '4% Vasotocin (?) 
Knorpelfische (Haie) Gln Val Valitocin Ile A% Vasotocin (?) 

Asn Leu Aspargtocin Ile A% Vasotocin (?) 

Lysin-Vasopressin Schwein Gln Leu Oxytocin Phe LYS 

unterscheiden, die MSEL- und die VLDV-Neurophy~ine[~~]. Alle MSEL-Neurophysine enthalten 14 Cystein-Reste pro 
Alle Neurophysine sind einkettige Polypeptide aus 92-95 Molekiil (Monomer), die sieben Disulfidbriicken bilden. Fur 
Aminosauren. das Rinderprotein ist eine bestimmte Verkniipfungsweise 

Die bisher bekannten vollstandigen Aminosauresequen- vorgeschlagen ~orden[~'I; da aber die zugrunde gelegte Se- 
Zen der MSEL-Neurophysine sind in Tabelle 2 zusammen- quenz fraglich ist, bleibt die Lage der Disulfidbriicken noch 
gestellt. Die von Walter et a1.[35.361 vorgeschlagene Amino- zu klaren. 
sauresequenz des MSEL-Neurophysins vom Rind scheint Die VLDV-Neurophysine scheinen weniger haufig vorzu- 
aus AnaI~giegriinden[~'' weniger wahrscheinlich als die Se- kommen als die MSEL-Neurophysine, und ihr Anteil vari- 
quenz in Tabelle 2 zu sein. Die von Chauuet et al.[341 vorge- iert offenbar von Spezies zu Spezies, so daB ihre Charakteri- 
schlagene Aminosauresequenz des Rinder-MSEL-Neuro- sierung noch nicht so weit fortgeschritten ist. Die Fertigstel- 
physins wurde von Wuu und Crumm be~tatigt['~~l. lung der vollstandigen Aminosauresequenz des VLDV-Neu- 

Bei den bisher charakterisierten MSEL-Neurophysinen ist rophysins vom Schwein (Neurophysin 11) ist angekiindigt 
ein sehr langer N-terminaler Abschnitt nahezu invariant; ein wordenf4']. Die N-terminalen Sequenzen der VLDV-Neu- 
Austausch findet nur in den Positionen 36 (in allen Spezies rophysine von Rind (Neurophysin Mensch (Neurophy- 
Valin bis auf Methionin beim Wal) und 48 statt (in allen sin Ratte (Neurophysin II)[42al und Hund (Neurophysin 
Spezies Asparagin bis auf Isoleucin beim Schaf). Dagegen I)[42b1 sind bekannt. Vermutlich enthalten die VLDV-Neu- 
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rophysine etwa 92-93 Aminosauren pro Molekul und eben- 
falls 14 Cystein-Reste, d. h. sie ahneln den MSEL-Neuro- 
physinen. 

Vor kurzem ist die vollstandige Aminosauresequenz von 
S~hweine-[~'"l und Rinder-VLDV-Ne~rophysin~~'".~~"~ verof- 
fentlicht worden (Tabelle 4)140a1. Die Sequenz fur Rinder- 
VLDV-Neurophysin in Tabelle 4 mit C-terminalem Glut- 
amin unterscheidet sich von der von Schiesinger et al.i4'a1 an- 
gegebenen, die an dieser Stelle Leucin enthalt. In Tabelle 5 
werden die bis jetzt bekannten funf MSEL- und zwei 
VLDV-Neurophysine verglichen. Innerhalb einer Spezies 
betragt die Homologie etwa 80%. Die Homologie innerhalb 
der MSEL-Gruppe (funf Spezies) liegt zwischen 95 und 99%. 
Auch beim Menschen konnten inzwischen die beiden Arten 
von Neurophysinen nachgewiesen ~ e r d e n [ ~ ' ~ ] ;  die Dualitat 
tritt demnach in allen untersuchten Spezies auf. 

Tahelle 4. Aminosauresequenz von Schweine- und Rinder-VLDV-Neurophy- 
sin. Die Anordnung der tryptischen Peptide (Schwein: Tl-T7; Rind: Tl-T6) 
ist mit iiberlappenden Peptiden ermittelt worden, die mit der Protease aus 
Staphylococcus (St 3 5 )  und durch Sequenzierung (N-terminale Sequenz) er- 
halten wurden (nach [40a]). 

TI 
1 19 

Schwein Ala-Val- Leu-Asp-Leu-Asp-Val- Arg-Lys-Cys-Leu-Pro- 

Rind LThr- 
TI 

T2 T3 
1 20 121 

Cys- Gly- Pro - Gly- Gly-Lys - Gly- Arg-Cys- Phe - Gly- Pro - Ser - Ile - Cys- 
T2 T3 

SI s 2  
1 40 J41 

s1 s2 
Cys- Gly- Asp- Glu- Leu- Gly- Cys- Phe- Val - Gly -Thr- Ala - Glu- Ala - Leu- 

T4 s 3  
1 1 

Arg- Cys- Gln- Glu- Glu- Asn-Tyr - Leu-Pro - Ser - Pro - Cys- Gln-Ser - Gly - 

T? s,3 

T5 
60 61 64 1 

Gln-Lys - Pro - Cys- Gly -Ser - Glu-Gly- Arg- Cys- Ala - Ala - Ala- Gly -1le 
T5 

- Gly - 1 

T6 
75 80 181 

Cys-Cys- Asn- Pro - Asp- Gly -Cys- Arg- Phe - Asp- Pro - Ala - Cys- Asp- Pro - 

~ - Ser - -His-Glu- 

s 4  T7, S5 
1 90 93 

Glu-Ala - Thr- Phe -Ser - Gln 

A - A l a -  
s4 T6. S5 

Die beiden Neurophysinfamilien scheinen einen langen 
mittleren Abschnitt von etwa 65 Resten (zwischen den Posi- 
tionen 10 und 75) gemeinsam zu haben und sich im wesentli- 
chen nur in den N- und C-terminalen Abschnitten zu unter- 
scheiden. Dies weist deutlich darauf hin, daB die Polymor- 
phie durch Duplikation entstanden ist. Andererseits ist aus 

Tahelle 5 .  Vergleich von MSEL- und VLDV-Neurophysinen. Obere Reihe: 
Sequenz der MSEL-Neurophysine von Schaf, Rind, Schwein, Pferd und Wal. 
Untere Reihe: Sequenz der VLDV-Neurophysine von Schwein und Rind. 
Ausgetauschte Aminosauren innerhalb der beiden Gruppen sind angegeben 
(nach [40a]). 

1 2 3  5 6 7  9 10 
Ala - Met-Ser - Asp- Leu- Glu- Leu- Arg- Gln- Cys- Leu -Pro - Cys- MSEL 

VLDV --Val -Leu-- -Asp-Val - -- - Lys 
Thr 

15 20 21 25 
Gly- Pro - Gly -Gly-Lys- Gly- Arg- Cys- Phe- Gly- Pro - Ser - Ile - Cys- Cys 

30 35 36 40 41 

Gly-Asp-Glu-Leu-Gly-Cys-Phe-~e'l-  Gly -Thr - Ala - Glu- Ala - Leu- Arg- 

45 48 50 55 

C y s - G l n - G l u - G l u - ~ ~ - T y r  - Leu- Pro - Ser - Pro - Cys- Gln-Ser - Gly - Gln 

60 61 64 65 70 
Lys-Pro-Cys-Gly-Ser- Gly-Gly-Arg-Cys-Ala- Ala- Ala-Gly-lle - Cys 

Glu 

75 80 81 82 85 

Asn Arg Phe 
Cys- Asn- Asp- Glu- Ser - Cys- Val - Thr- Glu- Pro - Glu- Cys- Arg- Glu- Gly - 
_- Ser -Pro - Asp-Gly- --His - Asp- - - Ala ---Asp- Pro- Glu- 

89 90 91 92 93 95 
Ile Gly Phe Pro Val 
Val- - - -Arg-Arg- 
Ala Ser Leu Leu Ala 

A b A l a -  Phe-Ser-Gln Thr 

der internen Homologie zwischen zwei Teilen derselben Ket- 
te die Hypothese abgeleitet worden, daB die Kette durch par- 
tielle Duplikation aus einem primitiven, fur 55-60 Reste co- 
dierenden Gen und anschlieflende Fusion der Tochtergene 
entstanden istl4'I. 

3.3. Konformation der Neurophysine 

Die dreidimensionale Struktur der Neurophysine ist noch 
nicht bestimmt worden. Die CD-Spektren der MSEL- und 
VLDV-Neurophysine vom Rind sind einander sehr iihnlich 
und sprechen fur einen geringen Anteil an a-Helix (etwa 
5%), aber einen hohen Gehalt an P-Struktur (etwa 
40%)['7,431. Die auffallend leichte Reduktion der Disulfid- 
brucken in Abwesenheit von H a r n ~ t o f f l ~ ~ * ~ ~ " l  weist auf eine 
wenig kompakte Konformation hin. In Abwesenheit von 
Harnstoff, der normalerweise fur die Auffaltung von Prote- 
inen benutzt wird, werden die sieben Disulfidbriicken des 
Molekuls vollstandig durch Dithiothreitol reduziert, was 
durch eine von Natur aus lockere Struktur des Proteins er- 
klart werden konnte. Auch seine Spaltbarkeit durch Enzyme 
ermoglicht dieselbe SchluBfolgerung: Das Protein wird, 
wenn seine sieben Disulfidbrucken intakt sind, praktisch ge- 
nauso durch Trypsin und Chymotrypsin gespalten wie im 
aufgefalteten Zustand nach Reduktion und Alkylierung[""! 
Diese ausgedehnte Konformation laBt sich durch die groBe 
Zahl von Prolinresten erklaren, die fur Proteine tierischen 
Ursprungs hochst ungewohnlich ist. 
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Molekulargewichtbestimmungen in Abwesenheit dissozi- 
ierender Agentien legen nahe, da8 zwei Untereinheiten zwi- 
schen pH = 3 und 8 zu einem Dimer assoziiert sind daneben 
konnten auch hohere Aggregate existieren. Vermutlich bin- 
den sich die Hormone an das Dimer; seine Konformation ist 
noch unbekannt. 

4. Wechselwirkung mischen Neurophysinen und 
Neurohypophysen-Hormonen 

Die relativ geringe GroRe der Neurophysine und vor allem 
der Neurohypophysen-Hormone, die zu den kleinsten biolo- 
gisch aktiven Peptiden gehoren, macht den Komplex zu ei- 
nem besonders einfachen Model1 fur das Studium von Prote- 
in-Protein-Wechselwirkungen. Hinzu kommt, da8 die Asso- 
ziation keine chemische Modifizierung wie z. B. bei der Pro- 
teolyse zur Folge hat, was die Beobachtung komplizieren 
wurde. Eine sehr gro8e Zahl von synthetischen Hormon- 
Analoga (uber 200) ist, vor allem dank der Bemuhungen von 
du Vigneuud, Boissonnus und ihrer Mitarbeiter, dargestellt 
worden; dadurch ist die Bestimmung der an der Assoziation 
beteiligten Reste moglich geworden. Hope et al.[lh] konnten 
Komplexe aus Rinder-Neurophysin und Arginin-Vasopres- 
sin in kristalliner Form erhalten, doch sind sie bisher nicht 
durch Rontgen-Strukturanalyse untersucht worden, so daf3 
die dreidimensionale Struktur des Komplexes noch nicht be- 
kannt ist. Indirekte Informationen erhalt man aber aus der 
Gleichgewichtsdialyse sowie aus den Anderungen der UV- 
Absorption, des Circulardichroismus und der kernmagneti- 
schen Resonanz bei der Bindung der Hormone an die Neu- 
rophysine. 

4.1. Stochiometrie der Assoziation 

Nach Experimenten von B r e s Z o ~ ~ ' ~ . ~ ~ ~  erreicht die Ande- 
rung im CD-Spektrum das Maximum, wenn ein Mol Oxyto- 
cin oder Lysin-Vasopressin mit einem Mol monomerem 

b )  

/- 
I 

LVP/NP -- O X / N P  - 
Abb 7. Anderung des CD-Spektrums bei der Titration von nativem oder nitrier- 
tem Rinder-Neurophysin I1 (MSEL-Neurophysin, NP) mit a) Lysin-Vasopressin 
(LVP) und b) Oxytocin (OX). Angegeben ist die Elliptizitatsanderung fur ver- 
schiedene Hormon-Protein-Verhaltnisse in X ,  bezogen auf die Differenz der El- 
liptizitat van gesattigtem Protein und der Summe der isolierten Komponenten. 
- Eine Bindungsstelle hoher Affinitat, ... eine Bindungsstelle mit K = 2  x lo', --- 
zwei Bindungsstellen mit iibereinstimmender Affnitat. . bzw. r,: natives Rin- 
der-Neurophysin 11, 280 bzw. 245 nm; nitriertes Rinder-Neurophysin 11, 350 
nm (nach [45]). 

. .  . .  .... 
-Ll 1 ' " I  1 ' I I I 1 ' 1 

240 280 320 360 240 280 320 360 
a "TI1 - - 25 

Abb. 8. Circulardichroismus im nahen UV von Rinder-Neurophysin 11 (MSEL- 
Neurophysin) in Gegenwart von a) 1 x t O - '  M S-Metbyl-Cys-Phe-IleNHz und 
b) Met-Tyr-PheNH,: - gemessen, ' . .  berechnet. Die letzteren Kurven wurden 
fur t x 10 ' M Losungen von Rinder-Neurophysin im entsprechenden Peptid 
unter Vernachllssigung von Wechselwirkungen berechnet (nach [43]). 

h I n m l  - 
Abb. 9. a )  Differenz-CD-Spektrum, erbalten durch Subtraktion der CD-Spek- 
tren der einzelnen Komponenten vom CD-Spektrum des Protein-Peptid-Kom- 
plexes. In Gegenwart von Oxytocin (-) oder von Lysin-Vasopressin (---) erhal- 
tene Spektren reprasentieren quantitative Sattigung des Proteins mit Hormon, 
solche mit S-Methyl-Cys-Tyr-PheNH, (...) 90proz. Sattigung. b) CD-Spektren 
von Neurophysin I1 ( - . -  .-) und von Neurophysin 11 eusammen rnit 2 Aquivalen- 
ten Oxytocin (-) oder Lysin-Vasopressin (---) (nach [45]). 

Neurophysin (Molekulargewicht 10000) zusammentritt 
(Abb. 7-9). Durch Gleichgewichtsdialyse bei pH =7.4 unter 
Benutzung von markiertem Oxytocin, Lysin-Vasopressin 
und Rinder-Neurophysin I1 (MSEL-Neurophysin) fanden 
Breslow und da8 die beiden Hormone kompetitiv 
mit Bindungskonstanten von 1.2 x lo4  M - - I  fur Oxytocin und 
8 x lo3 M -I fur Lysin-Vasopressin gebunden werden. Die 
Autoren geben auBerdem an, daR die Affinitaten fur Neu- 
rophysin I (VLDV-Neurophysin) ahnlich sind, so da8 keine 
spezifische Assoziation zwischen einem der Neurophysine 
und einem der Hormone nachweisbar ist. 

Andererseits lassen das Konkurrenzverhalten und die sehr 
ahnlichen Assoziationskonstanten vermuten, daR die Bin- 
dungsstellen des Neurophysins fur beide Hormone im we- 
sentlichen iiberlappen und vielleicht sogar identisch sind. 
Daraus kann direkt geschlossen werden, da8 die Bindungs- 
bereiche beider Hormone vor allem die gemeinsamen Reste 
umfassen (sieben der neun Reste). Die Interpretation von 
Breslow und Walter beriicksichtigt aber nicht die Tatsache, 
da8 das Neurophysin beim pH-Wert, bei dem Bindung er- 
folgt, wahrscheinlich als Dimer vorliegt, und nimmt implizit 
an, dafl jedes Monomer seinen Liganden unabhangig bindet. 
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Kooperative Effekte beim Bindungsprozen sind jedoch eben- 
falls diskutiert w ~ r d e n [ ~ ' , ~ ~ l .  Bei Annahme eines stochiome- 
trischen Verhaltnisses von 1 zu 1 fur Neurophysin und Hor- 
mon muB man bei jedem Monomer rnit einer eigenen Bin- 
dungsstelle rechnen und die beteiligten Reste identifizieren. 
Die relative Instabilitat der Kornplexe, die sich in den niedri- 
gen Bindungskonstanten auBert, erschwert jedoch die Identi- 
fizierung der abgeschirrnten Reste, wie sie bei der Bindung 
des pankreatischen Kunitz-Inhibitors an Trypsin und Chy- 
motrypsin moglich ~ a r ~ ~ ~ ~ ' " ~ .  

4.2. Bindungsstelle der Hormone 

Rinder-Neurophysine binden nicht nur die Neurohypo- 
physen-Hormone von Saugern (Oxytocin, Arginin-Vasopres- 
sin, Lysin-Vasopressin), sondern auch die sechs aktiven Pep- 
tide, die man in den ubrigen Vertebratenklassen findet (siehe 
Tabelle 3). Alle diese Hormone sind Nonapeptide, in denen 
nur die Aminosauren in Position 3, 4 und 8 ~ a r i i e r e n l ~ ~ ' .  Bis- 
her wurde vor allem die Rolle des ersten, des zweiten und 
des dritten Arninosaurerestes der Hormone bei der Bindung 
an die Neurophysine untersucht. 

Aminosaurerest Nr. 1: Acher, Chauvet und Olivry1201 hatten 
beobachtet, dal3 Dialyse bei pH = 2.75 gegen 0.1 M Essigsau- 
re zur Dissoziation des Komplexes fuhrt, wobei die Hormone 
den Dialysesack verlassen, wahrend bei Dialyse gegen Was- 
ser praktisch keine Dissoziation stattfindet. Diese Beobach- 
tung sprach fur die Existenz einer Ionenbindung zwischen 
Hormonen und Neurophysinen. Da bei den aktiven Pepti- 
den alle Carboxygruppen in der Amidform vorliegen, kann 
beim pH-Wert, bei dern Bindung erfolgt, nur die a-Amino- 
gruppe geladen sein, die in allen Fallen zu einem Cysteinrest 
gehort. 

Die Entdeckung von du Vigneaud et al.[5'1, dal3 diese 
Gruppe nicht nur unwichtig fur die Horrnonaktivitat ist, son- 
dern daR bei ihrer Entfernung sogar die Aktivitat zunimmt, 
hat die Untersuchung der Bindung von Desamino-oxytocin 
an Neurophysin angeregt. Nach Beobachtungen von Stouf- 
fer, Hope und du Vigneaud15zl verbindet sich Desamino-oxy- 
tocin im Gegensatz zu Oxytocin aber nicht mit Rinder-Neu- 
rophysinen, wenn diese bei pH = 3.9 rnit Natriumchlorid pra- 
zipitiert wurden, auch sammelt es sich nicht in einem Dialy- 
sesack mil Neurophysinen, wenn man diese gegen eine Lo- 
sung des Peptids dialysiert. 

Diese Beobachtungen wurden durch Breslow und Ab- 
rash['-'] bestatigt, die zeigen konnten, dal3 die Seitenkette des 
Cysteins in Position 1 ohne Beeinflussung der Bindung ver- 
langert werden kann; I-Homocystein-Oxytocin bindet sich 
genausogut wie Oxytocin an das Protein. Spater fanden Bres- 
low et al.['4.551, daR Tripeptid-Analoga der N-terminalen Se- 
quenz, die in Position 1 S-Methylcystein oder Methionin 
enthalten, ebenfalls gebunden werden, wahrend sich bei Er- 
satz durch ein Glycin die Bindungskonstante um das Drei- 
Bigfache verringert. Die Aminosaure in Position 1 der Ana- 
logs kann offenbar leicht variieren, doch sind Methylen- 
gruppen in p- und y-Position fur hydrophobe Kontakte und 
die an der elektrostatischen Bindung beteiligte a-Amino- 
gruppe notwendig. - Es sei darauf hingewiesen, daR Desami- 
no-Hormone aktiv sind, der Austausch des ersten Restes 
aber Inaktivitat zur Folge hat. 

Aminosaurerest Nr. 2: Oxytocin rnit dem hydrophoben 
aliphatischen Isoleucin oder Glycin anstelle von Tyrosin in 
Position 2 wird im Gegensatz zu 2-Phenylalanin-Oxytocin 
nicht g e b ~ n d e n [ ~ ~ ' .  Die Gegenwart einer aromatischen Ami- 
nosaure in Position 2 scheint demnach essentiell zu sein. 
Dies konnte rnit Di- und Tripeptiden bestatigt ~ e r d e n [ ' ~ . ~ ~ l .  
Diese Ergebnisse sprechen fur die Notwendigkeit passender 
hydrophober Kontakte und vielleicht fur die Existenz von 7r- 

7r-Wechselwirkungen. D-Tyrosin-Oxytocin wird nicht ge- 
bundenlS3'. 

Tyrosin in Position 2 ist in allen Neurohypophysen-Hor- 
monen anzutreffen. Diese Konstanz weist vermutlich auf 
eine Beteiligung an der Assoziation mit den Proteinrezepto- 
ren der Zellmembran hin. 

Aminosaurerest Nr. 3: Isoleucin ist in allen Neurohypo- 
physen-Hormonen als dritter Rest enthalten (Ausnahme: 
Vasopressin, bei dem Phenylalanin diese Position besetzt). 
Oxytocin mit Glycin in Position 3 besitzt eine dreil3igfach ge- 
ringere Affinitat''31. Gleichermafien verringert ein Glycinrest 
in Position 3 bei Tri- und Tetrapeptiden die Bindungsaffini- 
tat[5S1. Demnach scheint eine hydrophobe aliphatische oder 
aromatische Aminosaure in Position 3 fur die Bindung an 
das Neurophysin notwendig zu sein. 

Interessantenveise ist Isoleucin in  Position 3 offenbar es- 
sentiell fur die Bindung der Hormone an den Uterusrezep- 
tor, wahrend Phenylalanin zu einer Bevorzugung des Nie- 
renrezeptors fuhrt. Die antidiuretische Spezialisierung des 
Saugetier-Arginin-Vasopressins, das vom Arginin-Vasotocin 
der anderen Vertebraten abgeleitet ist, ist im Verlauf der 
Evolution gerade durch diesen Austausch en t~ tandenl~~l .  

Aminosaurereste Nr. 4-9: Die Reste 4-9 scheinen nicht we- 
sentlich fur die Bindung an die Neurophysine zu sein. 4-Gly- 
cin-Oxytocin wird beinahe so stark wie Oxytocin gebun- 

dasselbe gilt fur 5-Valin-O~ytocin[~~]. Der Austausch 
von Glycinamid in  Position 9 gegen Glycin verringert die 
Bindung um 50%[461. Position 8 ist in Oxytocin durch ein 
Leucin und in den Vasopressinen durch Lysin oder Arginin 
besetzt, ohne die Bindungsstkke zu beeinflussen. SchlieRlich 
bindet sich das Tripeptid S-Methyl-Cys-Tyr-PheNH,, das 
mit den ersten drei Resten von Vasopressin ubereinstimmt, 
an Mononitro-neurophysin I1 vom Rind rnit % der Freien 
Energie des Oxytocins oder des Lysin-Vas~pressins[~'~. Dem- 
nach scheinen an der Bindung an die Neurophysine nur die 
drei ersten Reste der Nonapeptide beteiligt zu sein, wahrend 
die Aufrechterhaltung der Hormonaktivitat nur sehr geringe 
Sequenzvariationen erlaubt, insbesondere keine ,,Verstum- 
melungen". Der Bereich der Wechselwirkung zwischen Pep- 
tid und Protein ist somit im Vergleich zu anderen Modellen 
mit binaren Protein-Protein-Kontakten auBergewohnlich 
klein. Zu diesen relativ wenigen Kontakten passen die nied- 
rigen Assoziationskonstanten. - Eine Festlegung der ,,Veran- 
kerungsstellen" der Peptide ist noch nicht moglich. 

4.3. Bindungsstelle des Neurophysins 

Die ldentifizierung von Aminosaureresten in den Hormo- 
nen, uber die sie sich an die Neurophysine binden, hat zur 
Suche nach ihren Bindungspartnern in den Proteinen ge- 
fuhrt. Das besondere Interesse galt der an der Ionenbindung 
beteiligten Carboxygruppe; aul3erdem wurde das einzige, in 
allen Neurophysinen vorkommende Tyrosin (Tyrosin-49) 
detailliert untersucht. 
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4.3.1. Asparaginsaure-30, Glutaminsaure-31 und -47 

Die Beteiligung von mindestens einer Carboxygruppe an 
der Assoziation zeigt sich schon darin, daB bei Blockierung 
der sauren Reste der Neurophysine ein Derivat entsteht, das 
die Hormone nicht mehr bindet'321. Nach dem Grad der Pro- 
tonenabgabe, die die Bindung von Oxytocin oder Lysin-Va- 
sopressin an Rinder-Neurophysin I1 begleitet, kann man die- 
ser bindenden Carboxygruppe einen pK-Wert von 4.3 zuord- 
nen[l7I. Dies spricht mehr fur eine Seitenkette als fur die freie 
terminale a-Carboxygruppe des Proteins (pK = 3-3.5). Tat- 
sachlich variiert die C-terminale Kettenregion in der Lange 
und in der Sequen~r~~l ,  was die Bindung an dieser Stelle un- 
wahrscheinlich macht. Walter und Hoffman[56] wollen mit ei- 
nem wasserloslichen Carbodiimid die a-Aminogruppe von 
Arginin-Vasopressin mit der Carboxygruppe von Neurophy- 
sin I1 kovalent verkniipft und als beteiligte Reste Asp-30 
oder Glu-31 identifiziert haben. Jeder dieser beiden Reste 
konnte im nichtkovalenten Komplex uber eine Ionenbin- 
dung mit der Aminogruppe des Hormons verkniipft sein. 
B r e s / ~ w [ ~ ~ ~  hat aufgrund von Molekiilmodellen die Beteili- 
gung von Glu-47 vorgeschlagen. Die an der elektrostatischen 
Bindung beteiligten sauren Reste konnen also noch nicht 
endgultig lokalisiert werden. 

4.3.2. Tyrosin-49 

Alle Neurophysine besitzen einen einzigen Tyrosinrest in 
Position 49. Die gute Nachweisbarkeit durch UV-Spektro- 
skopie, Circulardichroismus und kernmagnetische Resonanz 
hat die Aufmerksamkeit auf diesen Aminosaurerest gelenkt, 
der moglicherweise eine wesentliche Rolle bei der Bindung 
des Proteins spielt. Die erste Beobachtung, die fur eine sol- 
che Beteiligung sprach, stammt von Furth und Hope[571. Die 
Autoren modifizierten das Tyrosin mit Tetranitromethan 
und zeigten, daR sich das Absorptionsspektrum des entstan- 
denen Mononitrotyrosins wahrend der Bindung von Argi- 
nin-Vasopressin so anderte, dafi sich auf eine Erniedrigung 
seines pK,-Wertes schlieBen lieR. Dies fuhrte man auf die 
Nachbarschaft einer positiv geladenen Gruppe, der Guani- 
dylgruppe in Arginin-8, oder auf die Annaherung einer posi- 
tiv geladenen Gruppe des Proteins infolge einer Konforma- 
tionsanderung zuriick. Breslow und W e i ~ r ~ ~ '  wiederholten 
dieses Experiment unter Verwendung von CD-Messungen 
und spektrophotometrischer Titration. Danach erniedrigt 
Arginin-Vasopressin den pK,-Wert von Nitrotyrosin von 
7.45 auf 6.85 und verandert die Elliptizitat des Tyrosins. Da 
diese Anderungen auch mit Oxytocin und mit Analoga beob- 
achtet wurden, deren drei erste Reste sequenzgleich mit den 
Hormonen sind, konnten sie nicht durch Arginin-8 hervorge- 
rufen worden sein. Nach NMR-Untersuchungen von Bres- 
/ow et al.[sR,591 werden die ortho- und meta-Protonen von Tyr- 
49 bei der Assoziation des Tripeptids S-Methyl-Cys-Phe- 
IleNH, beeinflufit. Dies bestatigt, daR die Umgebung dieses 
Restes durch die Bindung verandert wird. Durch Anwen- 
dung des Kern-Overhauser-Effekts konnte gezeigt werden, 
daR die Anderungen in der Umgebung von Tyr-49 bei der 
Komplexbildung der Annaherung des Peptidrestes in Posi- 
tion 2 zuzuschreiben sind15'l. Beim oben erwahnten Tripep- 
tid nimmt die Intensitat der Signale der Ringprotonen von 
Phenylalanin nach Bestrahlung in Gegenwart von Neuro- 
physin I1 ab; dies wird in Abwesenheit von Neurophysin II 
nicht beobachtet. Dieser Effekt tritt auch bei den Hormonen 

mit Tyrosin in Position 2 auf. Offenbar werden die Anderun- 
gen nicht durch Stapeln der Phenolringe von Tyr-49 des 
Neurophysins und Tyr-2 des Hormons hervorgerufen. Wahr- 
scheinlicher ist, daR Tyr-49, das im freien Protein moglicher- 
weise durch einen Phenylalaninrest maskiert ist, aus seiner 
Position verdrangt wird, entweder direkt durch Tyr-2 oder 
infolge einer allgemeinen Konformati~nsanderung~~~l. Der 
Befund, daR Tyr-49 ohne Beeinflussung seiner Bindungska- 
pazitat dinitriert'451 oder a~etyliert[~~I werden kann, spricht 
nicht fur ein Stapeln von Tyr-49 und Tyr-2. Tyr-49 des Neu- 
rophysins und Tyr-2 des Hormons durften einander nicht di- 
rekt beruhren, sondern nur unmittelbar benachbart sein. Die 
grundlegenden Ergebnisse von Breslow und ihrer Gruppe 
sind in der Folgezeit von anderen Forschern bestatigt wor- 
den[601. 

4.4. Konformationsiinderungen bei der Bindung 

Die Tatsache, daB die Assoziation von Hormonen und 
Neurophysinen die Ausfallung durch Natriumchlorid be- 
giin~tigt'~" und die Sedimentationskonstante erhoht, kann 
man entweder auf eine Modifikation der Tertiarstruktur des 
Proteins oder auf eine Verschiebung des Gleichgewichts zur 
Seite des Dimers zuruckfuhren. Die Wechselwirkung zwi- 
schen Hormon und Monomer ist schwierig von derjenigen 
zwischen den beiden Monomeren zu unterscheiden. Auch ist 
unklar, ob diese Wechselwirkungen voneinander unabhan- 
gig sind. Wenn das der Fall ist, muB das Protein neben einer 
Hormon-Bindungsstelle eine Kontaktstelle fur die zweite 
Untereinheit besitzen (zur Struktur der Neurophysine vgl. 
Abschnitt 3.2 und 3.3). 

Die Art der Kontakte und die moglichen Konformations- 
anderungen als Folge der Wechselwirkung zwischen Hor- 
mon und Neurophysin sind immer noch Gegenstand der 
Spekulation. Da sich die Seitenketten der Hormonreste 1, 2 
und 3 an der Bindung beteiligen, kann man vermuten, daR 
die Disulfidbrucke 1-6 und der Phenolring des invarianten 
Tyrosins-2 betroffen sind. BresZow"7~43~45~6'1 hat die circular- 
dichroitisch gemessenen Effekte bei freiem und assoziiertem 
Rinder-Neurophysin I1 auf folgende Phanomene zuriickge- 
fuhrt: 

1. den Anstieg der Elliptizitat bei 195 nm und bei 240 nm 
auf eine Storung der Disulfidbrucken bei der Assoziation, 

2. den Anstieg der um 280 nm zentrierten Elliptizitat auf 
eine Storung des Tyrosins aus dem Hormon, moglicherweise 
mit einem geringen Beitrag des Tyrosins aus dem Prote- 

3. die Veranderungen im fernen UV-Spektrum auf Ande- 
rungen der Tertiarstruktur des Proteins oder auf direkte Sto- 
rungen verschiedener Chromophore durch das gebundene 
Peptid. 

Die Verschiebungen der Aminosaurereste des Proteins 
konnen mit Ausnahme der Anderung in der Orientierung 
von Tyr-49 (siehe Abschnitt 4.3.2) noch nicht bestimmt wer- 
den. 

Andererseits sollte auch die Moglichkeit berucksichtigt 
werden, daB die Abnahme der Bindungsaffinitat zwischen 
pH = 6 und 2 die Folge einer carboxyl-abhangigen Anderung 
der Proteinkonformation ist[""l. Aus Temperatursprungrela- 
xationsmessungen hat man kurzlich abgeleitet, daB Oxytocin 
und Vasopressin sich mit groBerer Affnitat an das Neuro- 
physindimer als an das -monomer binden und dafi die Bin- 

inW1 
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dung von Oxytocin und Vasopressin an das Neurophysindi- 
mer fur beide Hormone bei pH=7.4 nahezu gleich stark 
iSt162al, 

5. Der mogliche gemeinsame Vorlaufer von Neuro- 
physinen und Neurohypophysen-Hormonen 

Die stochiometrische Assoziation der Neurohypophysen- 
Hormone und Neurophysine mag zufallig sein, und die 
durch Extraktion isolierten Komplexe konnten Artefakte 
sein. Dagegen spricht eine Reihe von Argumenten, die zei- 
gen, daR die beiden Substanztypen bereits in den sekretori- 
schen Granula assoziiert sind. Man mu8 die Moglichkeit in 
Betracht ziehen, daB durch die Spaltung eines inaktiven Pro- 
teinvorlaufers ein Neurophysin und ein aktives Peptid er- 
zeugt werden, die assoziiert bleiben. Dies geschieht z. B. bei 
der Spaltung der Ribonuclease durch Subtilisin in das S- 
Peptid und das verkurzte Protein. Diese Hypothese, die sich 
auf cytologische und biochemische Beobachtungen stiitzt, 
hat man bisher aber noch nicht beweisen konnen (Abb. 
10). 

Abb. 10. Neurohypophysen-Auslaufer, die an eine Kapillare mil einem roten 
Blutkorperchen grenzen (oben rechts). Wie iiblich sind die Endabschnitte der 
Neuronen von den perforierten Kapillarwanden durch die parenchymale und 
endotheliale Basalmembran abgegrenzt. Die Enden zeigen Anzeichen sekretori- 
scher Aktivitat: Sie enthalten nur wenige grok, elektronendichte neurosekretori- 
sche Granula und viele Mikrovesikeln (synaptische Vesikeln (nach [SO]). 

In der Neurohypophyse von Saugetieren, die bei den ver- 
schiedenen Spezies unter ganz unterschiedlichen Aspekten 
untersucht worden ist, findet man gewohnlich zwei Hormo- 
ne, Oxytocin und Arginin-Vasopressin, die sehr oft in etwa 
gleichen Anteilen auftreten. Die Annahme liegt nahe, daB 
die beiden mutmaRlichen Proteinvorlaufer wie die beiden 
Hormone nur etwas verschiedene Sequenzen haben und daB, 
falls die Neurophysine inaktiver Ballast sind, sie in der Drii- 
se in derselben Zahl und wahrscheinlich im aquivalenten 

Verhaltnis vorkommen sollten. Dieses Argument ist aller- 
dings experimentell nur schwer zu belegen, da  einerseits die 
tatsachliche Zahl der unterschiedlichen Neurophysine nur 
durch Sequenzuntersuchungen festgestellt werden kann und 
andererseits das Zahlenverhaltnis durch Abbau oder selekti- 
ve Sekretion verandert werden konnte. 

5.1. Biosynthese von Neurophysinen und Hormonen 

Eine Reihe von Experimenten belegt, da8 die Neurohy- 
pophysen-Hormone und die Neurophysine in Zellen synthe- 
tisiert werden, die im Hypothalamus lokalisiert sind. Die 
Zerstorung der supraoptischen und paraventrikularen Kerne 
hat das Verschwinden der beiden Substanztypen zur Folge, 
wie man uber ihre biologische Aktivitat und durch cytoche- 
mische Reaktionen nachweisen konnte. 

S u c h  et al.1621 haben die Biosynthese von Vasopressin stu- 
diert. Sie injizierten [35S]-Cystein in  die dritte Ventrikel von 
Hunden und entfernten 1.5 h danach den Hypothalamus. 
Die sofort untersuchte eine Halfte des Gewebes enthielt Pro- 
teine, aber praktisch kein Vasopressin. Die zweite Halfte 
wies nach 4.5 h Inkubation in einem Medium, das Puromy- 
cin (einen Syntheseblocker) und unmarkiertes Cystein ent- 
hielt, einen bedeutenden Anteil an markiertem Vasopressin 
auf. Diese Experimente sprechen fur die Biosynthese eines 
inaktiven Makromolekiils als Vorstufe, die in einem Fol- 
geschritt unter Bildung von aktivem Vasopressin gespalten 
wird. Such nahm an, daB diese Vorstufe an den Ribosomen 
in der Umgebung der Hypothalamuskerne entsteht und daB 
die ,,Reifung" (Spaltung) in  den sekretorischen Granula 
wahrend ihres axonalen Transportes zur Neurohypophyse 
stattfindet. Andererseits konnten S u c h  et al.[6'1 am Hunde- 
hypothalamus nach Infusion von markiertem Cystein ein 
markiertes Neurophysin nachweisen, dessen Molekularge- 
wicht (durch Gelfiltration bestimmt) elektrophoretische Be- 
weglichkeit (an Celluloseacetat) und immunologische Eigen- 
schaften denen der Rinder-Neurophysine sehr ahnlich wa- 
ren. 

Wahrend der subzellularen Fraktionierung folgte das mar- 
kierte Protein dem Vasopressin. Bei Tieren, die 10-21 Tage 
beliebig vie1 Wasser trinken konnten, lieB sich das Protein 
aus dem Hinterlappen zuruckgewinnen. Dessen in-vitro-ln- 
kubation in einer hochprozentigen Kaliumlosung fuhrte zur 
gleichzeitigen Sekretion von Vasopressin und markiertem 
Protein. In vivo erfolgte ihre gleichzeitige Sekretion und 
Ausschuttung ins Blut bei Hunden nach einem kraftigen 
AderlaB. Diese Experimente weisen darauf hin, da8 Biosyn- 
these und Sekretion von Vasopressin und einem Neurophy- 
sin parallele Vorgange sind. 

Kiirzlich zeigten Gainer et a1.L63"1, daR direkt neben dem 
supraoptischen Kern der Ratte injiziertes [35S]-Cystein sehr 
schnell in ein 20 000-Dalton-Protein eingebaut wird, das 
nach gewisser Zeit in ein markiertes 12 000-Dalton-Protein, 
das Neurophysin, und mehrere kleine Peptide umgewandelt 
wird, darunter wahrscheinlich auch Oxytocin und Vasopres- 
sin. 

Brownstein et al.1h3b] beobachteten, daR sich zwei vermeint- 
liche Neurophysinvorlaufer (PI = 5.4 und 6.1) mit Moleku- 
largewichten um 20000 und zwei ,,Zwischenstufen" (PI = 5.1 
und 5.6) mit Molekulargewichten um 17000, die aus supra- 
optischen Kernen extrahiert worden waren, spezifisch an 
Anti-Rattenneurophysin-Antiserum binden. 
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Abb. 11. Modell fur Biosynthese, Transport und Ausschiittung der Hypophysen- 
hinterlappen-Hormone und Neurophysine. A: Synthese des Vorlaufers im rau- 
hen endoplasmatischen Reticulum; B Faltung des Vorlaufers; C: Bildung von 
neurosekretorischen Vesikeln im Golgi-Apparat; D: Axonaler Transport (2-3 
mm/h); das durch eine Proteinase abgespaltene Hormon bleibt innerhalb der 
Vesikeln an Neurophysin gebunden; E Exocytose; Depolarisation der neurona- 
len Plasmamenibran durch ein sich ausbreitendes Aktionspotential; Freisetzung 
des Hormons und des Neurophysins (eventuell Konformationsanderung) (nach 
I lW. 

Die Lokalisierung der Neurophysine und der Neurohy- 
pophysen-Hormone innerhalb der Neuronen scheint die Par- 
allelitat zu bestatigen und spricht fur die Hypothese des ge- 
meinsamen Vorlaufers (vgl. Abb. 11). 

5.2. Intrazellulare Lokalisierung der Neurophysine und Hor- 
mone 

5.2.1. Lokalisierung in den Neuronen durch immunocytolo- 
gische Methoden 

Die Identifizierung der Neurophysine im Perikaryon des 
supraoptischen Kerns der Ratte gelang Hope['61 durch Im- 
munofluoreszenz mit Schweine-Antineurophysin 11. Dane- 
ben konnte er mit Hunde-Antineurophysin durch diese 
Technik den Transport des neurosekretorischen Materials 
durch axoplasmatischen FluB in den Hypophysenstiel von 
Hunden demonstrieren: 20 h nach Abschniirung des Stiels 
beobachtete er im proximalen, nicht aber im distalen Teil 
eine Anreicherung an immunofluoreszierendem Materiall"l 
(Abb. 12). Bei der Ratte hat man sogar die Transportge- 
schwindigkeit eines dem Neurophysin ahnlichen markierten 
Proteins zu 2-3 mm/h abschatzen konnen1641. 

Die intrazellulare Verteilung der Neurophysine haben So- 
kol et al.[64"1 im Hypothalamus und im Hinterlappen von ge- 
wohnlichen Ratten (Long-Evans) und von Ratten mit Va- 
sopressin-Mange1 und erblichem Diabetes insipidus (Brattle- 
boro-Stamm) mit der Immunoperoxidase-Technik unter- 
sucht (Abb. 13). Bei den homozygoten Brattleboro-Ratten 

Abb. 12. Verteilung der Neurophysin-Irnmunofluoreszenz im Neurohypophy- 
senstiel proximal und distal zur Einschniirung. Man beachte die Anhaufung von 
fluoreszierendem Material an der proximalen Seite (Pfeile), sein Fehlen in den 
Axonen in der Region kurz hinter der Einschniirung und sein Verschwinden in 
der proximalen Neurohypophyse (nach (811). 

Abb. 13. Schwachlichtphotographie einer kranzformig angeschnittenen Hypo- 
physe der Maus; Immunoperoxidase-Farbung unter Verwendung von Anti- 
Mensch-Ostrogen-stimuliertem Neurophysin. Der ganee Hinterlappen ist stark 
angefarbt. Der Mittel- und der groBe Vorderlappen sind praktisch frei von Reak- 
tionsprodukten (nach (821). 

enthielten im Gegensatz zu normalen Ratten etwa 50% der 
magnozellularen Neuronen der supraoptischen und paraven- 
trikularen Kerne kein immunoreaktives Neurophysin. Of- 
fenbar fehlte den Vasopressin-defizienten Neuronen zu- 
gleich auch Neurophysin, was wiederum fur eine gemeinsa- 
me Biosynthese spricht. 

5.2.2. Lokalisierung innerhalb der neurosekretorischen Gra- 
nula 

Nach Isolierung der sekretorischen Granula aus Rinder- 
hinterlappen durch griindliche Ultrazentrifugation in einem 
Rohrzuckergradienten konnte man durch Elektrophorese 
nachweisen, daB die beiden Hauptkomponenten des Rinder- 
Neurophysins wie auch die beiden Hormone in etwa glei- 
chem Verhaltnis ~ o r l i e g e n ~ ~ ~ l .  Dean und Hope1651 fanden, daR 
die beiden Neurophysine etwa 50% des Proteins in den Gra- 
nula ausmachen. Dariiber hinaus lagen in 15 einzeln unter- 
suchten Driisen jeweils die beiden Neurophysine vor, was 
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eine genetische Heterogenitat ausschlieBt. Die Aminosaure- 
zusammensetzung des ungereinigten ,,granularen" Neuro- 
physins entspricht einem 1 : I-Gemisch der Neurophysine I 
und II["l. AuRerdem legt die Verteilung von Oxytocin und 
Vasopressin im Zuckerrohrgradienten nahe, daB die beiden 
Hormone getrennt in verschiedenen Granula gespeichert 
~ind[~']. Dabei liegt Neurophysin I vermutlich in den das 
Oxytocin enthaltenden Granula und Neurophysin I1 in den 
das Vasopressin enthaltenden Granula vor1663. Das Auftreten 
zweier Kategorien von Granula mit jeweils eigenen Typen 
von Hormonen und Neurophysinen stiitzt wiederum die Hy- 
pothese des gemeinsamen Vorlaufers der beiden Substanzen. 
Beim Schwein ist Lysin-Vasopressin in den Granula mit 
Neurophysin I (MSEL-Typ) asso~iiert[~~I. Die Menge dieses 
Neurophysins verringert sich beim Dursten des Tieres. Durst 
hat auch die Ausschuttung von Lysin-Vasopressin zur Fol- 
ge[6x]. Samtliche Daten sprechen fur die Verbindung des 
MSEL-Keurophysins mit dem Vasopressin. Interessanter- 
weise entspricht dem Uberschufl an Vasopressin (bezogen 
auf Oxytocin) in den Hinterlappen von Rinderfoten ein 
U berschuR an M S EL-Neu~ophysin[~ 'I. 

Die gleichzeitige Ausschiittung eines Hormons und des 
entsprechenden Neurophysins laBt sich durch Exocytose er- 
klaren["]. Der Befund, daR die Neurophysine einer Spezies 
keine besondere Bindungsspezifitat gegeniiber dem einen 
oder dem anderen Hormon aufweisen, 1aBt vermuten, daB 
die Assoziation keine biologische Funktion beim Material- 
transport hat, sondern daR sie einfach das Ergebnis der ge- 
meinsamen Biosynthese ist. 

Bei den hoheren Wirbeltieren haben die in der Neurohy- 
pophyse endenden Neuronen ihren Ursprung in zwei Hypo- 
thalamus-Regionen, den Nuclei supraoptici und paraventri- 
culares. Man konnte also annehmen, daR sich jede Region 
auf die Synthese eines Hormons spezialisiert hat. Neuere 
Untersuchungen sprechen jedoch nicht fur eine solche Spe- 
~ ia l i s ie rung[~~~~ ' ] .  Dies beeintrachtigt nicht die ,,ein-Neuron- 
ein-Hormon"-Hypothese, da jeder Nucleus beide Neuronty- 
pen enthalten kann. Diese Ansicht wird auch durch cytologi- 
sche Analysen von Brattleboro-Ratten gestiitzt, die an erbli- 
chem Diabetes insipidus leiden und Neuronen mit und ohne 
Granula aufwei~en[~*I. 

5.2.3. Gemeinsame genetische Kontrolle von Vasopressin 
und einem Neurophysin 

Der erbliche Diabetes insipidus der Brattleboro-Ratten 1st 
entweder durch Fehler bei der Vasopressin-Biosynthese oder 
bei der Freisetzung von Vasopressin aus dem inaktiven Vor- 
laufer bed i~~g t [~~* '~ I .  Dieser Mange1 riihrt von einem einzigen 
Gen her; bei heterozygoten Tieren liegt der Grad der Diure- 
sekontrolle zwischen der von normalen Tieren und von ho- 
mozygoten Mutanten. Es ist deshalb wichtig festzustellen, ob 
bei Abwesenheit von Vasopressin auch ein Neurophysin 
fehlt. Bei normalen Ratten hat man durch Polyacrylamid- 
Gelelektrophorese drei Neurophysine (I oder A, I1 oder B, 
111 oder C) gef~nden[",'~]. Bei Injektion von [35S]-Cystein 
vor der Totung beobachteten Pickering et al., daB das Ver- 
haltnis der Radioaktivitat, die in die Neurophysine 1 und I1 
eingebaut wurde, nahe beim Verhaltnis von Vasopressin und 
Oxytocin in den Driisen lag[751. Nun fehlt aber Neurophysin 
I bei den homozygoten Brattleboro-Ratten, und bei hetero- 
zygoten Ratten liegt es in geringerer Menge vor als Neuro- 

physin 11. Pickering et a1.129*751 schlossen daraus, daB Vaso- 
pressin zusammen mit Neurophysin I (oder A) und Oxytocin 
zusammen mit Neurophysin I1 (oder B) synthetisiert wird. 
Pickering hat versucht, die jeweiligen Mengen an Neurophy- 
sin I und I1 mit Antiseren zu bestimmen. Trotz der geringen 
Spezifitat - das Antiserum fur Neurophysin I prazipitiert zu 
20% auch Neurophysin I1 - schloB er daraus, daR Vasopres- 
sin und Neurophysin I (oder A) in der Driise in etwa aquiva- 
lenten Mengen vorliegen. Diese Ergebnisse sprechen fur die 
Existenz eines Provasopressins, das bei der Spaltung Vaso- 
pressin und Neurophysin I ergibt, was wiederum mit der 
SchluBfolgerung von Suchs et al. uberein~timmt'~*.~~~. 

Sunde und Sok01[~~1 konnten ebenfalls beim Vergleich der 
Neurophysine normaler Ratten mit denen von homozygoten 
Brattleboro-Ratten durch Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
das Verschwinden von Neurophysin I (Neurophysin A nach 
Pickering) bei den Brattleboro-Ratten beobachten. Dagegen 
liegen nach ihren Ergebnissen Neurophysin I1 (B) und 111 
(C) in gleichen Mengen vor. Die Autoren haben die Molver- 
haltnisse von Vasopressin/Neurophysin I und Oxytocin/ 
(Neurophysin I1 + 111) untersucht und Werte von 0.91 und 
1.8 bei normalen Ratten und (0.0) sowie 1.77 bei den homo- 
zygoten Brattleboro-Ratten gefunden. Der Vasopressinge- 
halt in den Hinterlappen von durstenden Ratten war be- 
trachtlich geringer. Das Molverhaltnis von Vasopressin zu 
Neurophysin I war aber bei drei Tage durstenden Tieren mit 
1.31 ahnlich wie bei Kontrolltieren mit freiem Zugang zu 
Wasser (1.37). Wenn auch das Verhaltnis zwischen Oxytocin 
und den Neurophysinen I1 + 111 zu schwanken scheint, so ist 
es fur Vasopressin und Neurophysin I offenbar konstant. Es 
ist noch offen, ob Ratten-Neurophysin I zu den MSEL- oder 
VLDV-Neurophysinen gehort. 

Samtliche Beobachtungen an Brattleboro-Ratten sprechen 
dafur, daB ein einziges Gen die Biosynthese des Vasopressins 
und eines der Neurophysine kontrolliert und daB die beiden 
Substanzen Fragmente einer gemeinsamen Vorstufe sind. 

6. SchluBbetrachtung 

Das Problem der Biosynthese der Neurohypophysen-Hor- 
mone betrifft ganz allgemein auch die Biosynthese der Poly- 
peptidhormone und im weiteren Sinne auch die Proteinse- 
kretion. Seit den Arbeiten von Steiner et al.["] weiB man, daR 
die meisten Polypeptidhormone in Form eines inaktiven, 
groReren Vorlaufers synthetisiert werden. So hat man Proin- 
sulin, Proparathormon, Proglucagon, die Progastrine usw. in 
geringen Mengen in den sezernierenden Zellen nachweisen 
konnen. Es handelt sich hier um ein allgemeines Charakteri- 
stikum von sekretorischen Proteinen, da auch Proalbumin, 
Proenzyme usw. nachgewiesen werden konnten. Dariiber 
hinaus hat man vor kurzem festgestellt, daB diese Proprotei- 
ne selbst wieder Spaltprodukte sehr kurzlebiger chemischer 
Verbindungen sind, die als Pra-Proproteine bezeichnet wer- 
den. Habener et al.L7'1 haben ~ inspiriert durch Untersuchun- 
gen am Pra-Proparathormon - ein allgemeines Schema fur 
Biosynthese und Umwandlung vorgeschlagen. Die ursprung- 
liche Proteinkette, das Ergebnis der Translation der Messen- 
ger-RNA, verlaBt das Ribosom mit seinem Aminoterminus 
und durchdringt die Membran einer Zisterne des endoplas- 
matischen Reticulums. Ein N-terminaler, aus etwa 20 mei- 
stens hydrophoben Aminosauren bestehender Kettenab- 
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schnitt bildet den ,,Perforator" der Membran, die selbst hy- 
drophob ist. Der Rest der Kette sol1 in den so geformten Ka- 
nal eindringen konnen. Der N-terminale Abschnitt, das Pra- 
peptid, wird innerhalb von 1-2 min vermutlich enzymatisch 
von der ubrigen Kette abgespalten. Die Isolierung der Pra- 
Proproteine und die Bestirnmung der N-terminalen Sequen- 
zen erfordern Mikromethoden (radioaktive Markierung, spe- 
zielle Abbauverfahren), die auch noch auf nanomol-Mengen 
angewendet werden konnen. Auf diese Weise sind z. B. die 
Sequenzen der Prapeptide des Pra-Proparathorm~ns['~~ und 
des Pra-Pr~insul ins I~~~ bestimmt worden. 

Innerhalb der Zisternen nehmen die Ketten, sobald sie 
sich von den Ribosomen gelost haben, die native Konforma- 
tion der Prohormone an. An den Enden der Zisternen losen 
sich Vesikeln ab, die zu den sekretorischen Granula fusionie- 
ren. In diesen Granula werden die Prohormone durch eine 
zweite proteolytische Spaltung in die Hormone umgewan- 
delt. Wenn man auch die Enzyme noch nicht isoliert hat, die 
diese Spaltung bewirken, so darf bei ihnen doch eine Tryp- 
sin-ahnliche Spezifitat vermutet werden. Die Lebensdauer 
der Prohormone in den Granula betragt etwa 1-2 h; inner- 
halb dieser Zeit haben sich z. B. 95% des Proinsulins unter 
Freisetzung eines Peptids (des Peptids C) in aktives Insulin 
umgewandelt. Erreichen die sekretorischen Granula den se- 
kretorischen Pol der Zelle, so wird vermutlich ihr gesamter 
Inhalt durch Exocytose aus der Zelle entleert (Abb. 14). 

Auch fur die Neurosekretion kann man dieses Schema ak- 
zeptieren; die neurosekretorischen Neuronen funktionieren 
wie Drusenzellen[xO~. Hier ist aber der axoplasmatische Weg 
fur den Transport der Granula aus dem Zellkorper irn Hypo- 

/ 
G 

r) 

Abb. 14. Schema zur Beschreibung der Aufeinanderfolge von Exocytose und Ve- 
sikelbildung. wie es fur die Neurohypophysenenden vorgeschlagen worden ist. 
Der lnhalt der neurosekretorischen Granula (A) wird bei der Exocytose (B) dl- 
rekt in den extrazellularen Raum entleert. Die Granulamembran entsteht durch 
mikropinocytose-ahnliche Aktivitat aus der terminalen Oberflache (Vesikelbil- 
dung) und bildet belegte Einstulpungen (C), die sich als belegte Mikrovesikeln 
(D) abspalten. danach die Schichtfragmente (E)  abwerfen und so teilweise beleg- 
te Mikrovesikeln (F) und schliefllicb glatte (synaptische) Mikrovesikeln (G) wer- 
den. Diese wiederum werden in Lysosomkorper (H) eingebettet (nach [80]). 

thalamus zum Axonende in der Neurohypophyse besonders 
lang, so daB die Umwandlung der Proteine innerhalb der 
Granula (,,Reifung") besonders wichtig sein konnte. Die An- 
nahme scheint sinnvoll, da8 die Nonapeptidhormone der 
Neurohypophyse in Form von vie1 langeren Ketten syntheti- 
siert werden und daB eine Folge von Spaltungen, wie sie 
auch bei vielen anderen Peptidhormonen beobachtet wird, 
schlieRlich zur stabilen aktiven Verbindung fuhrt, die man 
dann in relativ groBen Mengen isolieren kann. Das gleichzei- 
tige Auftreten von Hormonen und Neurophysinen im Peri- 
karyon der neurosekretorischen Neuronen, angezeigt durch 
immunocytologische Methoden; ihre raumliche Nachbar- 
schaft innerhalb der Granula, durch Isolierung und chemi- 
sche Charakterisierung bewiesen; der indirekte Nachweis ei- 
nes makromolekularen Vasopressin-Vorlaufers durch Ein- 
bau markierter Aminosauren; das gleichzeitige Verschwin- 
den von Vasopressin und einern Neurophysin als Folge einer 
Mutation bei der Ratte: Alle diese Beobachtungen sind ein 
sehr starkes Argument fur die Existenz eines gemeinsamen 
Vorlaufers, aus dem durch Spaltung ein Hormon und ein 
Neurophysin entstehen. 

Der Autor ist Frau Professor Bertha Scharrer fur ihre Hive 
bei der Abfassung dieses Manuskripts zu Dank verpfichtet. 
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