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Die Bedeutung der Rigiditiit des Peptidriickgrats
fiir die Inhibitoreigenschaften des BPTI — gezeigt
mit semisynthetischén Strukturvarianten**

Von Christian Groeger, Herbert R. Wenzel
und Harald Tschesche*

Proteinasen sind ubiquitir an Stoffwechselvorgingen be-
teiligt. Thren Antagonisten, den Protein-Proteinasein-
hibitoren, kommt daher in vivo eine herausragende Kon-
trollfunktion zu; dies macht sie als potentielle Therapeutika
interessant.

Im Zuge eines rationalen ,,Drug Design* ist eine umfang-
reiche Kenntnis aller Aspekte der Wirkungsweise von Inhibi-
toren unerlaflich, wobei Erkenntnisse aus Struktur-Funk-
tions-Untersuchungen an natiirlichen Inhibitoren die ideale
Grundlage fiir die Konzeption neuer synthetischer Proteine
mit Inhibitoreigenschaften sind.

Viele Proteinaseinhibitoren wirken als Substratanaloga,
daher ist fiir ihre Tauglichkeit neben einer niedrigen Disso-
ziationskonstanten der entsprechenden Enzym-Inhibitor-
Komplexe die Proteolysebestindigkeit (Permanenz) der In-
hibitoren gegen ihre Zielenzyme essentiell.

Am Beispiel von drei semisynthetischen ,,Backbone*-Va-
rianten des Trypsin-Kallikrein-Inhibitors BPTI (BPTI =
basischer pankreatischer Trypsininhibitor = Kunitz-Tryp-
sininhibitor) aus Rinderorganen méchten wir zeigen, daf} die
Grenze zwischen einem starken, permanenten Trypsininhibi-
tor und einem Trypsinsubstrat bereits durch geringfiigige
Verdnderungen am Peptidriickgrat des Inhibitors tiberschrit-
ten werden kann.

Die P'-Region des BPTI (P, = Ala'®, P, = Arg'”, Abb. 1)
kann im Gegensatz zur spezifititsbestinmenden Aminosiu-
re P, = Lys'3!1 durch eine Vielzahl von Resten ersetzt wer-

Abb. 1. Projektion der Tertidrstruktur des BPTI-Trypsin-Komplexes [6] (Aus-
schnitt), die Reste Tyr®®, His*® und Phe*! gehoren zum Trypsin. Fett gezeichnet
sind der P’-Strang einschlieBlich Seitenketten und die spezifitdtsbestimmende
Aminosiure Lys'® sowie N-Terminus und e-Aminogruppen des BPTI. Die
punktierten Linien stellen Wasserstoffbriicken dar.

[*] Prof. Dr. H. Tschesche, Dipl.-Chem. C. Groeger, Dr. H. R. Wenzel
Lehrstuhl fiir Biochemie der Universitét
Fakultit fiir Chemie, W-4800 Bielefeld 1
Telefax: Int. + 521/106-6146
[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (Ts 8/

24-2) gefordert. Herrn Werner Beck, Universitit Tiibingen, danken wir fir
die Aufnahme der Ionenspray-Massenspekiren.
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den, ohne die antitryptische Aktivitit des Inhibitors wesent-
lich zu beeintrichtigen'? 3. Sogar die vollige Entfernung der
Seitenketten in diesem Bereich wird toleriert. So liegt die
Dissoziationskonstante des [Gly!®, Gly!?|BPTI-Trypsin-
komplexes mit 2 x 10~ 12 M nur um eine Zehnerpotenz hoher
als die des nativen Komplexes.

Da der SeitenketteneinfluB} in diesem Bereich offensicht-
lich gering ist, erschien es fiir weitere Struktur-Aktivitits-
Untersuchungen instruktiv, die Positionen P} und P, durch
eine Reihe vom Glycylglycin abgeleiteter Peptidanaloga zu
ersetzen (Abb. 2).

NH GlyGly

5
=
g

OH Ava

o}

9]
HZNAK/NH \)J\OH Aeg

o}
T

0

OH Ale

Abb. 2. Vom Glycylglycin abgeleitete Peptidanaloga. Der Rahmen kennzeich-
net die verdnderte Amidbindung.

Beim Einbau der strukturell verwandten Bausteine 5-Ami-
novaleriansdure (Ava), N-Aminoethylglycin (Aeg) und 5-
Aminolavulinsdure (Ale) in die P’-Region des Inhibitors
wird die P;-P,-Amidbindung vollstindig oder teilweise
durch Methylengruppen ersetzt. Zum Einbau wird die Bin-
dung P,-P (Lys'>-Ala'®) im reaktiven Zentrum des Inhibi-
tors mit Trypsin gedffnet, und die Aminosiuren Ala'®,
Arg'” werden mit Aminopeptidase K entfernt, wodurch das
inaktive Fragment Des(Ala'%-Arg!7)-[seco-15/18]BPTI ent-
steht*],

Der neue N-Terminus an P}, = Ile'® kann nun durch die
N-Hydroxysuccinimidester von Boc-Ava, (Boc),-Aeg und Z-
Ale acyliert werden (Schema 1).

...Lys!*-OH H-Tle'...
Boc-Gly¥[XX]Gly-OSu
pH 4.75
HOSu
...Lys'S-OH Boc-Gly¥[XX]Gly-Tle's..,
TFA
CHg, CO,
b
..Lys'S-OH H-Gly'P[XX]Gly-Tle'8,.,

Frypsin

-

A

H,0

..Lys!*-Gly W[ XX ]Gly"-Tle'8...
Schema 1. Austausch von Ala’® und Arg!”? gegen Peptidanaloga (am Beispiel

eines Boc-geschiitzten aktivierten Esters), ausgehend von Des(Ala!®-Arg!7?)-
fseco-15/18]BPTI (XX = CH,CH,, CH,NH, COCH,).
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Obwohl das Inhibitorfragment aiber insgesamt sechs po-
tentielle Acylierungsstellen verfiigt (zwei N-Termini sowie
e-Aminogruppen von vier Lysinresten, Abb. 1), 148t sich die
Reaktion durch Kontrolle des pH-Wertes weitgehend selek-
tiv durchfiihren. Bei pH 4.75 konnen bis zu 25 % Monoacy-
lierungsprodukt an Ile'® erhalten werden.

Nach Abspaltung der Boc- oder Z-Schutzgruppe wird die
offene Lys'®, Gly'*W[XX]Gly'’-Bindung durch Trypsin ge-
schlossen!!.

[Ava'®~17IBPTI und [Aeg!®~!"|BPTI erweisen sich, ver-
glichen mit [Gly'®-Gly'"|BPTI, als wesentlich schwichere
und zudem temporire Trypsininhibitoren, d.h. sie werden
vom Enzym abgebaut. Die Dissoziationskonstanten liegen
bei 2x 1077 bzw. 7x 1072 M.

Der Inhibitor [Ale!~ !"|BPTI mit einer Dissoziationskon-
stanten von 5x 107! M ist hingegen ein starker und perma-
nenter Inhibitor fiir Trypsin.

Ein Blick auf die ,,Subsite“~-Wechselwirkungen ! im nati-
ven BPTI-Trypsin-Komplex (Abb. 1) zeigt, daB die Keto-
funktion der P}-P,-Amidbindung weder in intramolekulare
Wasserstoffbriickenbindungen im BPTI noch in intermole-
kulare Wasserstoffbriickenbindungen zwischen BPTI und
Enzym einbezogen ist. Einzig die NH-Funktion tritt als Was-
serstoffbriickendonor zur CO-Einheit von Phe*! im Trypsin
in Erscheinung und sollte somit zur Stabilitit des Komplexes
beitragen. Das Experiment zeigt jedoch fiir [Aeg!®~!7|BPTI
eine gegenilber [Ava'¢"!7|BPTI leicht erhohte Dissozia-
tionskonstante.

Die guten Hemmeigenschaften und vor allem die Bestin-
digkeit des Ale-Derivates gegen Trypsin miissen ihre Ursa-
che in der eingeschrinkten Flexibilitit der Bindungsschleife
haben, da die Ketofunktion vier Atome in einer Ebene fixiert
— das Ale-Derivat besitzt also einen Teil der Rigiditiit des
[Gly!'®-Gly'"|BPTI. Eine versteifte Bindungsregion des Inhi-
bitors bedeutet zudem ein erleichtertes Andocken und einen
geringeren Entropieverlust!”! bei der Komplexierung durch
das Enzym, gleichbedeutend mit einer hoheren Affinitit zum
Enzym. Die Steifigkeit der Bindungsregion erklirt zugleich
die extrem langsame Proteolyse der P,-P,-Peptidbindung!®.

Bei einer flexiblen Bindungsschleife hingegen, die auBer-
dem im komplexierten Zustand eine H-Briicken-Bindung
zum Enzym bildet (Aeg-Derivat) werden ihre Freiheitsgrade
deutlich stirker eingeschrinkt als in einer Reaktion mit einer
gleichermaBen beweglichen Schleife, die diese Bindung nicht
eingehen kann (Ava-Derivat). Erst das Zusammenwirken
von Backbone-Versteifung und Wasserstoffbriickenbindung
— wie im [Gly!®-Gly!7]BPTI — ergeben den Nettoenergiege-
winn fiir die Komplexbildung, der in der gegeniiber
dem Ale-Derivat kleineren Dissoziationskonstanten von
2x10712 M zum Ausdruck kommt.

Die hier beschriebenen Strukturvariationen am Peptid-
rickgrat des BPTI zeigen, daB3 einer Komplementaritit im
Sinne eines ,,perfect fit*“ zwischen Enzym und Inhibitor eine
weitaus geringere Bedeutung zukommt als einer moglichst
rigiden Peptidstruktur im Bindungsbereich, die fiir die ei-
gentliche Funktion des Inhibitors als permanenter Hemm-
stoff unabdingbar ist.

Experimentelles

Ava - HCI wurde durch saure Hydrolyse von 2-Piperidon gewonnen. Aeg wur-
de nach [9] aus 1.2-Diaminoethan und Chloressigsdure synthetisiert. Ale - HC1
wurde von Merck bezogen. Die Einfithrung der Boc- oder Z-Schutzgruppen
und die Veresterung mit Hydroxysuccinimid erfolgten nach Standardmethoden
[10]. Alle Derivate und Zwischenstufen wurden durch '"H-NMR und MS cha-
rakterisiert.

Allgemeine Vorschrift fiir die Synthese der BPTI-Derivate: 25 mg Des(Ala'®-
Arg!")-{seco-15/18] BPTI (Darstellung siehe Lit. [2,3]) wurden in 5 mL bidestil-
liertem Wasser gelost und mit der 30fachen molaren Menge an aktiviertem
Ester, gelost in 1 mL Dioxan oder Dimethylsulfoxid, versetzt. Der pH wurde
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durch NaOH-Zugabe bei 4.75 gehalten. Nach 4-5h wurde die Losung an
Sephadex G-25 gelfiltriert und das monoacylierte Produkt durch Tonenaus-
tauschchromatographie an CM Sepharose FF bei pH 8.6 (NaCl-Gradient)
abgetrennt. Die entsprechenden Fraktionen wurden an Sephadex G-25 entsalzt
und zur Abspaltung der Schutzgruppen in Trifluoressigsiure aufgenommen
(15 min fiir Boc; 10 h fiir Z). Die Sdure wurde im Vakuum abgezogen und der
Riickstand zusammen mit der 4quivalenten Menge Rindertrypsin in Tris-Puffer
pH 8 aufgenommen. Nach 10 min wurde der pH mit verdiinnter HCI auf 1.7
erniedrigt und die Losung an Sephadex G-50 bei pH 1.7 gelfiltriert. Die Inhibi-
tor enthaltenden Fraktionen wurden abschlieBend durch Ionenaustauschchro-
matographie an CM Sepharose FF nachgereinigt, an Sephadex G-25 entsalzt
und lyophilisiert. Ausbeute: 0.5-2.5 mg, 2-10%. Ionenspray-Massenspektren
der synthetisierten Inhibitorvarianten ergaben die erwarteten Molekularge-
wichte. Die Identitit des Aeg-Derivates konnte zudem durch vollstindige Se-
quenzierung nach Edman bestatigt werden.

[Gly'¢-Gly!"IBPTI wurde analog {3] synthetisiert.
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Reduzierte [FegS¢]-Cluster: Bindeglieder
zwischen FeS und aktiven Zentren von
Eisen-Schwefel-Proteinen **

Von Siegfried Pohl* und Ulrich Opitz

Eisen-Schwefel-Cluster bilden die aktiven Zentren einer
Reihe von Proteinen. Thre Funktion beschrdnkt sich nicht
nur auf die Ubertragung von Elektronen, sondern sie sind
teilweise auch in der Lage, unterschiedliche Substrate zu bin-
den'!- 2}, Die strukturelle Vielfalt dieser Cluster besonders in
den verschiedenen Nitrogenasen und Hydrogenasen ist ver-
mutlich groBer als die der bisher bekannten Verbindungen.
Darauf deutet auch das erste auf einer Rontgenstrukturana-
lyse basierende Modell des FeMo-Cofaktors der Nitrogena-
se von Azotobacter vinelandii von Kim und Rees hin®.

Die weite Verbreitung der Eisen-Schwefel-Cluster, ihre
Bildung, dem Anschein nach in einem sehr friihen Stadium
der Evolution, sowie ihre verschiedenen Funktionsweisen
gewinnen zusitzliche Bedeutung im Lichte einer neuen
Theorie von Wichtershduser iiber den Ursprung des Le-
bens!*' 31, Eine zentrale Rolle spielt danach die Reaktion von
FeS mit H,S zu FeS, und H,, die vor kurzem unter

[*] Prof. Dr. 8. Pohl, Dipl.-Chem. U. Opitz
Fachbereich Chemie der Universitit
Postfach 2503, W-2900 Oldenburg
Telefax: Int. + 441/798-3329

[**] Diese Arbeit wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft und dem
Fonds der Chemischen Industrie gefordert.
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,.geochemischen* Bedingungen im Labor nachvollzogen
werden konnte!¢!,

Mit [FegS4Ig)*~ isolierten wir den ersten Fe-S-Cluster, der
ausschlieBlich Eisen(i1)-Zentren enthilt (siehe Abb. 1). Die
[FegSel**-Kerne derartiger Cluster kénnten nicht nur als
molekulare Modelle fiir die erwidhnte Reduktion von H* zu
H, dienen, sondern auch geeignete Vorstufen fiir die Model-
lierung von aktiven Zentren sein.

Der Verwendung von [Fe,S.I;]* " fiir den letztgenannten
Zweck scheinen die lodoliganden entgegenzustehen, die
nicht als biomimetisch bezeichnet werden koénnen. Aller-
dings sind die hdufig gebrauchten Thiolatoliganden bei Re-
doxreaktionen unter bestimmten Bedingungen ungeeignet,
und das wahrscheinlich nicht nur in synthetischen Modellen.
So fillt im FeMo-Cofaktor von Azotobacter vinelandii'®' der
ausgesprochene Mangel an Cysteinylliganden auf. Mdgli-
cherweise ist auch in der Natur ein Grund fiir diesen Mangel
die Vermeidung der Bildung von Disulfid bei Mehrelektro-
nenprozessen wie der N,-Reduktion. Vor diesem Hinter-
grund kann lodid in synthetischen Modellverbindungen als
— bei den auftretenden Potentialen — nichtredoxaktiver Li-
gand in einigen Fillen sogar geeigneter sein als Thiolat.

AuBerdem wirft die Existenz dieser Fe-S-Cluster die Frage
auf, ob dhnliche Clusterfragmente nicht auf FeS-Oberfli-
chen (z.B. Mackinawit) vorhanden (gewesen) sein konnten.
Dadurch wiirden, in Erginzung der Annahmen von Wich-
tershiuser'®), Elektronentransfer und Substratbindung an
derartigen ,,aktiven Zentren' ermoéglicht. Die in Glei-
chung (a) (nichtstéchiometrisch) zusammengefafite relativ

[Fe Sl 2 TRl e g e @)
THF/CH,CN
PR, = PMePh,

einfache Reaktion liefert den achtkernigen Fe-S-Cluster, der
als Ammoniumsalz 1 in Form schwarzer prismatischer Kri-
stalle an Luft begrenzt haltbar ist.

(PhCH,NEL,), [FesSelg] 1

Formal 1dBt sich (a) auf Reaktion (b) reduzieren. Aller-
dings haben wir nach (b) lediglich amorphes Eisensulfid er-

2[Fe,S0,2 " + 2PR; — [FegSelal* ™ + 2SPR, (b)

halten. Ein Fe'-UberschuB scheint demnach fiir die Bildung
des [FegS¢)-Clusters giinstig oder gar erforderlich zu sein. So
wird bei der optimierten Synthese [Gl. (¢)], auf die sich auch

Fe,S,1,J*" + 3Fel, + 31" + 4PMePh, ———————
(FeaSala) z 2 THF/CH,CN ©

1/2[FegSelsl*™ + SPMePh, + 3[Fel,PMePh,]™
6'8 2 3

die Arbeitsvorschrift bezieht, ein noch groBerer Fe'-Anteil
eingesetzt.

Bemerkenswerterweise isoliert man bef nur geringer Varia-
tion der Reaktionsbedingungen und gleichen stéchiometri-
schen Verhiltnissen wie bei der Darstellung von 1 nach Glei-
chung (a) ausschlieBlich den sechskernigen Cluster 2!"), Ein

[FeSgl(PR,),] 2

derartiger Cluster ist bereits von Holm et al. vor einigen
Jahren mit einem etwas anderen Phosphan charakterisiert
und als ,,basket cluster beschrieben worden!® ®!. Eine
Rontgenstrukturanalyse von 2 bestitigte den identischen
Aufbaul'®l. Offensichtlich verlduft die Bildung des [FeyS¢]-
Clusters iiber 2 als Zwischenstufe. Diese Hypothese wird
gestiitzt durch die Reaktion von 2 mit [Fel;PR;]™ in

0044-8249/93/0606-0950 § 10.00+ .25/0 Angew. Chem. 1993, 105, Nr. 6



