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P roteasen sind allgegenwirtige Enzyme, welche die Spal-
tung anderer Proteine katalysieren und dabei essentielle
Prozesse im Leben eines Individuums steuern. Auf diese
Weise iiben Proteasen wichtige regulatorische Funktionen auf
den Stoffwechsel sowie das Wachstum und die Entwicklung
einschlieBlich Alterung und Tod aller Zellen und Organismen
aus.!! Proteasen iiberwachen sowohl die Synthese als auch
den Umsatz von Proteinen und sind damit lebenswichtige
Regulatoren physiologischer Prozesse.

Wie man schon ilteren Lehrbiichern entnehmen kann,
werden Proteasen und deren Enzymmechanismen bereits
sehr lange in allen biochemischen Facetten untersucht. Wer
erinnert sich nicht an die katalytische Triade der Serin-Pro-
teasen aus der Biochemie-Grundvorlesung? Ein Charakte-
ristikum der hydrolytischen Spaltung der Serin-Proteasen ist
die Bildung des Acyl-Enzym-Intermediats im ersten Reak-
tionsschritt, wobei eines der beiden Spaltprodukte temporar
kovalent am Enzym bindet. Die Hydrolyse im zweiten Re-
aktionsschritt bewirkt dann die Freisetzung des anderen
Spaltprodukts, wodurch der Ausgangszustand des Enzyms
wieder hergestellt wird.

Vom medizinisch-therapeutischen Standpunkt her sind
Proteasen aufgrund ihrer wichtigen regulatorischen Funk-
tionen vielversprechende Zielobjekte. Endogene sowie exo-
gene Faktoren konnen zu einer unausgeglichenen Aktivitat
von Proteasen fithren und so Entziindungs- oder Herz-
Kreislauf-Erkrankungen begiinstigen.”! Eine ungeheuer fein
abgestufte Regulation von Proteinsynthese und -abbau ist
daher von elementarer Bedeutung und muss mit hochster
Prazision kontrolliert werden. Bei dieser Regulation nehmen
Protease-Inhibitoren eine Schliisselfunktion ein.
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Proteinase-Inhibitoren - Proteinkristallstrukturen -

o,,-Makroglobulin

Proteasen werden in zwei Gruppen eingeteilt: in Exo-
peptidasen, die Proteine vom N- und C-Terminus her
Aminosédure fiir Aminosidure abbauen, und in Endopepti-
dasen, auch Proteinasen genannt, die ein Protein innerhalb
der Polypeptidkette spalten.”! Proteinasen wiederum werden
entsprechend ihrer katalytisch aktiven Zentren in vier Klas-
sen unterteilt: Serin-, Aspartat-, Cystein- und Metalloprotei-
nasen. Ublicherweise sind Proteinasen als erste in den Pro-
teinabbau involviert.

Bei den Proteinase-Inhibitoren unterscheidet man klas-
senspezifische und unspezifische Proteinase-Inhibitoren.”!
Klassenspezifische Inhibitoren konnen jeweils nur eine der
oben genannten Proteinasen blockieren® und sind kleiner als
die unspezifischen Proteinase-Inhibitoren. Ihre hohe Spezi-
fitdt limitiert zwar das Spektrum der Zielmolekiile, vermin-
dert aber nicht ihre Bedeutung fiir physiologische Prozesse in
einem Organismus und damit auch nicht ihre medizinische
Relevanz.

Der bovine pankreatische Trypsin-Inhibitor (BPTI) war
der erste spezifische Serin-Proteinase-Inhibitor, dessen
Rontgenstrukturanalyse bei atomarer Auflésung von Huber
und Mitarbeitern im Jahr 1970 publiziert wurde.! BPTI —
auch als Aprotinin oder Trasylol bekannt — ist ein kleines
Polypeptid aus 58 Aminoséduren, das neben Trypsin auch an-
dere Serin-Proteinasen inhibiert. Vier Jahre spiter konnten
Huber und Bode in Zusammenarbeit mit anderen Wissen-
schaftlern die Struktur des Komplexes aus BPTI und Trypsin
veroffentlichen.”! BPTI blockiert die Zielproteinasen, indem
es mit diesen stabile, in einer Sackgasse endende Komplexe
bildet (Abbildung 1). Trasylol wurde viele Jahre als blu-
tungsstillendes Medikament in der Herzchirurgie einge-
setzt.®! Als sich jedoch herausstellte, dass die Anwendung von
Trasylol — beispielsweise wihrend Bypass-Operationen — bei
Erwachsenen mit einer erhohten Mortalitit einherging, wur-
de dessen Anwendung seit 2008 stark eingeschrinkt.”

Unspezifische Proteinase-Inhibitoren werden einzig
durch die a-Makroglobuline reprisentiert. Diese sind in der
Lage, Proteinasen aller vier Klassen zu inhibieren.”! Die
a-Makroglobuline sind hochmolekulare Glycoproteine, de-
ren Strukturen und Funktionen aktuell in einer Vielzahl
verschiedener Organismen untersucht werden. Die o-Ma-
kroglobuline machen etwa 10% der gesamten Serum-Pro-
teine aus.™*! Ihr breites Wirkungsspektrum erlaubt es ihnen,
an der Regulation einer Vielzahl von physiologischen Pro-
zessen, wie der Blutgerinnung und Entziindungsreaktionen,
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Abbildung 1. Inhibition von Proteinasen durch Proteinase-Inhibitoren.
A) Der klassenspezifische bovine pankreatische Trypsininhibitor (BPTI,
58 Aminosiuren) bindet das aktive Zentrum der Proteinase Trypsin
und inhibiert dessen proteolytische Aktivitit. B) Der deutlich gréRere
unspezifische Proteinase-Inhibitor o,-Makroglobulin (a,,M, Tetramer,
ca. 6000 Aminoséduren) bindet verschiedene Zielproteinasen kovalent
innerhalb einer Kéderregion. Dies fiihrt zu dessen Strukturinderung
und zum Einfangen der Proteinase im Inneren des tetrameren o,M.
Dieser Mechanismus erinnert an eine Venusfliegenfalle.

beteiligt zu sein. Dabei stellt ihre wichtigste Funktion die
Inhibition von exzessiv vorhandenen endogenen und exoge-
nen Proteinasen dar.

Der vielleicht wichtigste Vertreter der a-Makroglobuline
ist das a,-Makroglobulin (a,M), ein hoch konserviertes Pro-
tein, das seit mehr als sechs Jahrzehnten Gegenstand inten-
siver Forschung ist.”) Daher sind fiir diesen Proteinase-Inhi-
bitor die meisten biochemischen Informationen bekannt. Das
humane o,M wurde erstmals von Cohn und Mitarbeitern im
Jahr 1946 isoliert.”? Es ist ein groBes und hiufig vorkom-
mendes Glycoprotein aus vier identischen Untereinheiten
und einem Molekulargewicht von 740 kDa. Jede Untereinheit
ist ein Multidoménenmolekiil aus jeweils 1451 Aminoséu-
ren.'” Das homotetramere o,M iibt seine hemmende Wir-
kung auf Proteinasen durch die Verwendung eines einzigar-
tigen ,,Venusfliegenfallen“-Mechanismus aus (Abbildung 1).
Dabei fiangt das a,M die aktive Zielproteinase irreversibel in
einer spezifischen Koderregion.®!!l Die Proteinasebindung
induziert eine Konformationsinderung des Inhibitors a,M."
Als Konsequenz wird eine zunichst verborgene, zwischen
einer Cystein- und Glutamin-Seitenkette bestehende Thio-
esterbindung von auBen zuginglich.'” Folglich kann die
Thioesterbindung mit der Zielproteinase reagieren, wobei
a,M kovalent mit der gefangenen Proteinase verkniipft wird.
Alternativ konnen kleine nucleophile Molekiile, wie Me-
thylamin (MA), die Thioesterbindung 6ffnen und somit eine
Konformationsdnderung des Inhibitors hervorrufen, die ver-
gleichbar mit der Strukturdnderung des o,M nach Einfangen
der Zielproteinase ist.!'"

Das Einfangen der Proteinase durch a,M fiihrt weiterhin
zur Prisentation einer rezeptorbindenden Domine (RBD)
auf der Oberfliche des o,M.®! Dadurch wird der o,M-Pro-
teinase-Komplex von spezifischen Rezeptoren auf der Ober-
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fliche von Zellen des retikuloendothelialen Systems erkannt.
Die Proteinkomplexe werden folglich durch rezeptorvermit-
telte Endozytose in die Zellen internalisiert und in den
Lysosomen proteolytisch abgebaut. Diese aufeinander abge-
stimmten Prozesse ermoglichen die rasche Entfernung des
o,M und der eingeschlossenen Proteinase aus dem Blut-
kreislauf."0113)

Beim Menschen sind keine vollstindigen a,M-Mingel
bekannt. Dies fiihrt zu der Annahme, dass die Abwesenheit
von a,M moglicherweise letal ist. Zudem ist bekannt, dass
Stoérungen der Aktivitit des a,M mit verschiedenen Krank-
heiten, wie AIDS oder Alzheimer, assoziiert sind.['*'”]

Um einen tieferen Einblick in den a,M-Mechanismus zu
bekommen, haben Marrero et al. die Kristallstruktur von
MA-induziertem humanen a,M geldst und mit Daten aus
elektronenmikroskopischen Untersuchungen an o,M-Pro-
tease-Komplexen verglichen.'®! Die erzielte kristallographi-
sche Auflosung von 4.3 A erlaubt praktisch nur eine Inter-
pretation der Elektronendichtekarten auf Sekundirstruktur-
ebene,'® da die eindeutige Erfassung von Atomtypen und
deren Positionen nicht moglich ist. So hat beispielsweise das
Polypeptidriickgrat nur die Form eines Schlauches, und Sei-
tenketten sind eher zufillig erkennbar. Die methodischen
Details weisen auf ein mithsames Experimentieren hin, haben
doch alle kristallographischen Anstrengungen nur zu einem
einzigen fiir eine Datensammlung geeigneten Kristall gefiihrt.
Verschiedene  kristallographische = Computerprogramme
mussten zur Interpretation von Quartérstruktur und Kris-
tallpackung bemiiht werden.

Die von Marrero et al. priasentierten Ergebnisse sind nicht
nur in Bezug auf die gewéhrten Einblicke in einen biologi-
schen Regulationsprozess bemerkenswert.'”) Sie erinnern
auch daran, dass vor einem Jahrhundert von Laue die ersten
Rontgenbeugungsexperimente an Einkristallen vorschlug
und interpretierte."”’ Die Kristallstrukturanalyse von so ein-
fach aufgebauten Verbindungen wie NaCl oder KCI 6ffnete
Chemikern den Zugang zum Arbeiten mit exakten 3D-
Informationen bei atomarer Auflosung."®! Das ldutete die
Entwicklung detaillierter Konzepte zur Stereochemie von
Mechanismen, Reaktionswegen und molekularen Interak-
tionen ein. Vergleicht man die molaren Massen der ersten
Kristallstrukturanalysen mit den Partikelgroflen heutiger
Untersuchungsobjekte, wie beispielsweise dem prokaryoti-
schen Ribosom,™ so sind diese um sechs GroBenordnungen
gewachsen. Das gilt gleichermaBen fiir den finanziellen und
technischen Aufwand.

Beziiglich der Kristallisation ist immer noch keine Vor-
hersage der optimalen Bedingungen fiir ein bestimmtes Pro-
tein oder anderes Biopolymer moglich. Zu viele Parameter
miissen berticksichtigt werden, und die besonders kritischen
sind selten bekannt. Ausreichend gute Kristalle fiir die
Rontgenbeugung sind hiufig immer noch ein Zufallsprodukt
und iiblicherweise nur durch die Variation hunderter ver-
schiedener Bedingungen zu erhalten. Diese enorme Anzahl
von Kristallisationsexperimenten und deren Uberwachung
wird durch Pipettierroboter und automatische Visualisierung
ermoglicht (Hochdurchsatz). Dennoch muss auch mal ein
einziger Kristall ausreichen.
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