tionen!'!! - sind namlich nur mdglich, wenn stark elektro-
positive Metalle und gute Solvatbildner aus dem Spiele
bleiben. TMEDA, einmal zugegen, bleibt aber mit der
Organolithium-Verbindung in dauerhafter Assoziat-Bin-
dung vergesellschaftet!® 121, Dagegen 148t sich das vom
Kalium-tert.-butanolat eingebrachte Metall durch nach-
traglichen Austausch gegen Lithium vollstindig entfernen
und damit die Aktivierung wieder ,,abschalten.

Benzyllithium (1):

Unter Inertgas wurden in einem Dreihalskolben mit Frit-
tenausgang!!?! 100 mmol doppelt sublimiertes Kalium-
tert.-butanolat in 100 ml trockenem Toluol aufgeschldmmt.
Beim Zutropfen einer dquivalenten Menge n-Butyllithium
(15-proz. Hexan-Losung) fiel ein leuchtend roter Nieder-
schlag aus. Nachdem noch 30 min gerithrt worden war,
preBte man die Losung durch die Fritte ab, digerierte
den Riickstand mit frischem Toluol (100ml) und lieB die
Fliissigkeit wieder durch die Fritte passieren. Der Wasch-
vorgang wurde zweimal wiederholt. Das feste rote Produkt
wurde 1h bei 0.3 Torr getrocknet; dann fligte man bei
—78°C 200 ml Diithylither und wihrend des Aufwidrmens
aul Raumtemperatur 100 mmol trockenes LiBr zu. Zur
Abtrennung des unldslichen KBr wurde die orangegelbe
Lésung durch die Fritte in eine Schlenk-Biirette filtriert.
Der durch Doppeltitration!*#! mit 1,2-Dibrométhan be-
stimmte Titer entsprach einer Ausbeute von 85 % ; Deriva-
tisierung mit Trimethylchlorsilan lieferte 89 % Benzyltri-
methylsilan!!*! (gaschromatographischer Vergleich mit
authentischem Material!'®: 25m 20% Apiezon L,
100—230°C; Decan als ,,innerer” Standard, gewichtbezo-
gener Eichfaktor: 2.1). Laut Flammenspektrometrie betrug
das Li/K-Verhiltnis 44:1; durch Nachbehandlung mit
LiBr I4Bt sich der Kalium-Anteil weiter herabsetzen.

Isobutenyllithium (2):

Abweichend von der oben mitgeteilten Vorschrift wurde
bei —20°C metalliert. Das iiberschiissige Isobuten lieB
man abdampfen; gewaschen wurde mit Benzol statt mit
Toluol. Da in Didthylither praktisch unltslich, nahm man
das gelbe Isobutenylkalium in Tetrahydrofuran auf und
versetzte es mit LiBr. Der Titer (Doppeltitration) der fil-
trierten gelbbraunen Losung entsprach einer Ausbeute von
80%: im Hydrolysat liel sich weder flammenspektrome-
trisch noch durch Kalignost-Fallung Kalium nachweisen.

VERSAMMLUNGSBERICHTE

Durch Carboxylierung erhielt man 3-Methyl-3-butensidure
(3)1'51(60% ; Kp=67-68°C/17 Torr), mit Athylenoxid bei
0°C 4-Methyl-4-penten-1-ol (4)!**! (72%; Kp=144 bis
146 °C/760 Torr).

2-Naphthylmethylkalium (5) :

2-Methylnaphthalin wurde nur in stochiometrischer Menge
eingesetzt, aber ansonsten wie bei Benzyllithium beschrie-
ben metalliert. Carboxylierung tiberfiihrte die entstandene
schwarzrote Losung in 2-Naphthylessigsaure!*3! (75%;
Fp=139-141°C; I!71: {37-139°C).
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Struktur und Funktion natiirlicher
Proteinase-Inhibitoren

Von Harald Tschesche™

Die Hemmung proteolytischer Aktivitdten durch Proteina-
se-Inhibitoren ist einer der natiirlichen Steuerungs-

[*] Doz. Dr. H. Tschesche
Organisch-Chemisches Laboratorium der
Technischen Universitit
8 Miinchen 2, ArcisstraBe 21
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mechanismen enzymatischer Aktivititen im Organismus,
der der Reprimierung der Enzymsynthese auf der Stufe
der DNA-RNA-Transkription und der allosterischen Hem-
mung fertig gebildeter Enzyme an die Seite zu stellen ist.
Proteolytische Aktivitdten wie die von Trypsin konnen
durch permanente Inhibitoren wie den Trypsin-Kallikrein-
Inhibitor aus Rinderorganen!*! oder temporiir!® wie durch
die sekretorischen Trypsin-Inhibitoren des Sdugetierpan-
kreas lokal und zeitlich begrenzt werden. Der Inhibierung
liegt eine kompetitive Hemmung unter stochiometrischer
Bildung eines [:1-Komplexes C von Enzym T und Inhibi-
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tor I bzw. I* zugrunde, die nach Laskowski, Jrf3! iiber
einen losen Anlagerungskomplex L bzw. L* erfolgt:

T+I=2LaC=L*=T+1I*

Abbildung 1 zeigt die vollstindige kovalente Struktur des
sekretorischen Trypsin-Inhibitors I aus Schweinepan-
kreas!*l. Sie ist gekennzeichnet durch eine kompakte
Anordnung, bei der das aktive Zentrum (Lys!®-Ile'®) in
Form eines ,,cyclischen Substrates” innerhalb eines iiber
eine Disulfidbriicke geschlossenen Ringes liegt, entspre-
chend der Hypothese von Ozawa und Laskowski, Jr.I3L
Der C-Terminus ist in einer parallel zum aktiven Zentrum
verlaufenden Kette an den Rest des Molekiiles fixiert und
enthilt die ,,Sollbruchstelle (Arg**-Gin*3) zur Inaktivie-
rung des Molekiils im Verlauf der tempordren Hemmung,
Die Inaktivierung wird eingeleitet durch eine partielle Pro-
teolyse im aktiven Zentrum unter Spaltung der Bindung
Lys!8-Ile!'®, wodurch ein modifizierter, aber noch aktiver
Inhibitor 1* entsteht. Die anschliefende Spaltung der Bin-
dung Arg**-GIn*® inaktiviert das Molekiil. Die Blockie-
rung dieser Bindung gegen tryptische Spaltung mittels
Butandion-Derivatisierung der Arg**-Seitenkette verlang-
samt die Inaktivierung daher um den Faktor 25.

Abb. 1. Kovalente Struktur des Trypsin-Inhibitors 1 aus Schweine-
pankreas.

Aus der kovalenten Struktur ist zu schlieBen, daB3 der
parallele Verlauf der Polypeptidketten, die das aktive Zen-
trum bzw. die Sollbruchstelle enthalten, die Inaktivierung
erleichtern, indem nur eine Umorientierung des Enzymmo-
lekiils aus dem losen Anlagerungskomplex L* vom aktiven
Zentrum auf die Sollbruchstelle erfolgen muB. Der Ver-
gleich der Primérstrukturen der Inhibitoren von Schwein
und Schaf (und Rind!*)) ergibt fiir die C-terminalen Teilse-
quenzen (Reste 44-56) eine geringere Mutationshaufigkeit,

was die Wichtigkeit dieses Teilstiickes fiir die biologische
Funktion des Molekiils unterstreicht.

Die physiologische Aufgabe der Pankreasinhibitoren ist
wahrscheinlich in einer Verhinderung der vorzeitigen Zy-
mogenaktivierung des enzymatischen Verdauungspoten-
tials im Gangsystem der Driise zu suchen. Der Mechanis-
mus der temporiren Hemmung gestattet biologisch die
spitere Riickgewinnung der gehemmten Enzyme.

Das Phinomen der tempordren Hemmung zeigen auch
zwei Isoinhibitoren aus Sdugetiersperma bei der Inaktivie-
rung von Trypsin (aus Rinderpankreas und aus Schweine-
pankreas), die erstmals in reiner Form aus dem Seminal-
plasma vom Eber isoliert wurden. Seminali Inhibitor I ent-
hilt 67 Aminosduren, Galaktosamin und Glucosamin,
Inhibitor II fehlen ein Lysin- und ein Argininrest. Nach
der Aminosiure-Zusammensetzung und der N-terminalen
Sequenz bestehen keine Homologien zwischen diesen bei-
den von der Vesiculardriise sezernierten Inhibitoren und
dem vom Pankreas sezernierten Inhibitor (Abb. 1). Beide
Seminalinhibitoren hemmen in einer 1:1-stéchiometri-
schen Reaktion Trypsin tempordr oder das Ei-Penetra-
tionsenzym Akrosin aus Eberspermien® permanent.
Dieser letzte Befund kénnte von besonderer Bedeutung
fiir den Kapazitierungsvorgang der Spermien, d.h. fiir die
Erlangung ihrer Befruchtungsfahigkeit im weiblichen Geni-
taltrakt und damit fiir die Fihigkeit zur Penetration der
Eizellenmembran (zona pellucida) sein, die in vivo unter
Beteiligung des Akrosins erfolgt!’- 8.

[GDCh-Ortsverband Bonn, am 9. Januar 1973] [VB 366]
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