Spezifische Wechselwirkungen. Intermolekulare Kriifte, sterische Erfor-

dernisse und Molekiilgrofie

Von Zeno Simon!*]

Spezifische Wechselwirkungen oder Erkennungsprozesse haben in vielen Bereichen der Chemie
und der Biologie groB3e Bedeutung; Beispiele sind die Enzym-Substrat- und die Antigen-Antikor-
per-Reaktion. Um quantitative Aussagen zu erhalten, muf3 der EinfluB der sterischen Anpassung,
der intermolekularen Kriifte und der MolekiilgroBe diskutiert werden. Die Uberlegungen sollten

insbesonderce die Schaffung neuer Arzneimittel erleichtern.

1. Einfiihrung

Mit dem Problem der Sperzifitit ist wahrscheinlich zuerst der
Analytiker konfrontiert worden, der ein Reagens fiir die Fil-
lung eines bestimmten Kations aus einer Mischung suchte.
Fiir den Biochemiker und besonders fiir den medizinischen
Chemiker wurde die Spezifitit seit Emil Fischerst'!, Schiiissel-
SchloB*-Theorie der Enzym-Substrat-Wechselwirkung, Paul
Ehrlichs Suche nach ,,magischen Kugeln®, mit denen man
Bakterien toten kann, ohne den Organismus zu schidigen,
und der Untersuchung von Immunreaktionen!?! zu einem all-
tiglichen Problem.

Das Problem der Spezifitit oder Wiedererkennung ergibt sich
aus der Tatsache, daB3 ein Molekiil Ay ~ es sei im Folgenden
Erkenner* genannt - sich nur mit einem bestimmten moleku-
laren Effektor* By vereinigt oder nur dicsen ausfdllt, und
zwar auch in Gegenwart einer bisweilen sehr groBen Zahl
N von mbglichen Effektoren B;. Beispielsweise erkennt ein
Antikdrper normalerweise nur die determinanten Gruppen
des Antigens, das seine Bildung hervorgerufen hat, nicht aber
dic antigenen Determinanten der korpereigenen Proteine.
Ebenso katalysiert ein Enzym auch bei Anwesenheit mehrerer
dhnlicher Molekiile nur die Reaktion eines bestimmten Mole-
kiils, nimlich seines Substrats.

Aus solchen spezifischen Wechsclwirkungen ist auf eine hohe
Affinitit von Ay zu By zu schlieBen, wihrend die Affinitit
zu den falschen Partnern B; geniigend herabgesetzt sein muf3.
Diese Vorstellung lag den ersten Versuchen zugrunde, spezifi-
sche Reagentien zu erhalten. Bereits 1907 beschrieb Arrhenius
Immunrecaktionen als chemische Gleichgewichte!?. Danach
wurden die Voraussetzungen fiir die sterische Anpassung und
die Art der beteiligten Krifte systematisch untersucht, und
zwar iiberwiegend von Chemikern, die sich mit Immunreaktio-
nen (vgl. z. B. Y und mit Katalysatoren!®! beschiiftigten. Viele
Experimente wurden dartiber hinaus auf den Gebieten Medizi-
nische Chemie, Enzymologie und Analytische Chemie durch-
gefiihrt. Einige Ergebnisse dieser Arbeiten sind Chemothera-
peutika, Katalysatoren fiir industrielle Anwendungen und
Komplexbildner fiir analytische Zwecke.

Die Zusammenhinge zwischen MolekiilgroBe und Spezifitiit
sind in diesen Arbeiten vielleicht weniger klar erkannt worden.
Dic iltesten analytischen Reagentien — das Sulfid-lon (S27)
und das Carbonat-lon (CO3 ™)~ haben niedrige Molekularge-
wichte und bilden Niederschlige mit etwa der Hiilfte der
einigen Hundert bekannten Kationen; zur Abtrennung eines
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bestimmten Kations sind mehrere aufeinanderfolgende Trenn-
schritte erforderlich. Athylendiamintetraessigsiiure, Paul Ehr-
lichs Salvarsan und die Sulfonamide haben Molekulargewichte
von einigen Hundert. Antibiotica erreichen Molekulargewich-
te von etwa 1000, wihrend Repressoren wie der Lac-Repressor,
der sich spezifisch an eine bestimmte Nucleotid-Sequenz im
E.-coli-Genom anlagert'®!, Proteine mit hohem Molekularge-
wicht sind (s. dazu Abb. 1).
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Abb. 1. Tonen und Molckiile verschiedener GrofBie und Spezifitit: Sulfid-lon
(1). Carbonat-Ton (2), Athylendiamintetraacetat-lon (3), Salvarsan (4),
Penicillin G (5.

Es wurde erst in den letzten Jahren versucht, die spezifischen
Wechselwirkungen quantitativ zu erfassen, d. h. die Spezifitat
mit Affinititsunterschieden und dem Molekulargewicht zu
korrelieren. So brachten Volkenshtein und Eliashevich!” die
Wahrscheinlichkeit des Einbaus falscher Basen bei der DNA-
Replikation und -Transkription mit Affinitdtsunterschieden
in Verbindung. Bezichungen zwischen der Spezifitidt und dem
Molekulargewicht wurden von Thomas®* sowie von Conau-
ghy und McCarthy!®® im Zusammenhang mit Konkurrenzver-
suchen bei der DNA-RNA-Hybridisierung diskutiert, und wir
konnten die Spezifitit von Wechselwirkungen zwischen biolo-
gischen Makromolekiilen quantitativ charakterisieren!®.

Hier wird versucht, einen allgemeinen Uberblick iiber das
Problem der spezifischen Wechselwirkung zu geben. Es sollen
quantitative Angaben zur Spezifitdt sowie die Bezichung zwi-
schen Spezifitdt einerseits und strukturellen Erfordernissen
und Molekulargewicht andererseits erdrtert werden. Dartiber
hinaus werden Zusammenhénge tiberpriift, die sich bei einigen
chemischen und molekularbiologischen Prozessen ergeben ha-

Angew. Chem. | 86. Jahryg. 1974 [ Nr. 22



ben. AuBerdem wird die Moglichkeit diskutiert, die Struktur
von Verbindungen mit bestimmter biologischer Wirkung vor-
herzusagen.

2. Quantitative Angaben zur Spezifitiit der Wechselwir-
kungen

An einen Erkennungsproze werden folgende Anforderungen
gestellt! 2 %®1: Der , Erkenner* Ao muB} imstande sein, in Ge-
genwart von N Molekiilarten Bo, By, ..., Bn i, die in verschie-
denen Konzentrationen vorliegen, nur mit einer bestimmten
Molekiilart, ndmlich dem ,richtigen™ Effektor By, einen Kom-
plex zu bilden oder diesen auszufillen. Die Wahrscheinlichkeit
einer falschen Erkennung soll einen Schwellenwert pr nicht
iberschreiten. Die Zahl N von moglichen Effektoren, unter
denen A, den richtigen erkennt, und die Wahrscheinlichkeit
pr einer falschen Erkennung bestimmen die Spezifitit des Er-
kennungsprozesses.

Angenommen, das ,,Erkennen” bestehe in der Bildung eines
{:1-Komplexes aus A, und By durch eine einfache chemische
Gleichgewichtsreaktion. Das kann der Fall sein bei kationen-
bindenden Substanzen wie Athylendiamintetraessigsiure (ED-
TA)oder bei enzymatischen Reaktionen, bei denen ein aktivier-
ter Komplex aus Enzym (Ao) und Substrat (Bo) entsteht (im
Sinn der Theorie der absoluten Reaktionsgeschwindigkeit).
Die Reaktionen und Gleichgewichte sind in diesem Fall

Ao+ B, 2 AB;:
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wiedergegeben. Wenn die Konzentrationen aller Molekiile
Bi wesentlich hoher sind als die des Erkenners Ao, kénnen
die in den AyBi-Komplexen gebundenen Mengen an B; ver-
nachldssigt werden, und zwar auch By, und die Bi-Konzentra-
tionen in Gl. (2) stimmen praktisch mit der B;-Gesamtkonzen-
tration iiberein. Die Spezifitit des Erkennungsprozesses ist
umso groBer, je groBler die Quotienten Kyo/Ko; aus den Bin-
dungskonstanten fiir die richtigen bzw. falschen Partner sind,
d.h. je groBer der Unterschied

AG; = Go;—Gag (31

zwischen der Affinitit — Gy, von A, zum richtigen Partner
B, und den Affinititen — Gy, zu den falschen Partnern ist.

Die Genauigkeit eines solchen Erkennungsprozesses nimmt
normalerweise ab, d. h., pr steigt, wenn die Gesamtmenge an
B, (und speziell By) vergleichbar mit der Menge des Erkenners
A, oder geringer als diese ist!'%L Im Extremfall, wenn die
Menge an Ao groBer ist als alle Bi-Mengen zusammen und
wenn alle Bindungskonstanten K, groB genug sind, liegen
praktisch die gesamten Bi-Mengen als A, B;-Komplexe vor,
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und die Fehlerwahrscheinlichkeit pr erreicht einen Wert von
nahezu 1.

Wechselwirkungen zwischen A, und B, konnen auch koope-
rativen Charakter haben. Im Extremfall wird A, ausschlief3-
lich durch By ausgefillt. Dieser ist z. B. beim Ausféllen eines
Kations mit einem spezifischen Reagens oder bei der Antigen-
Antikérper-Pricipitation realisiert. Im einfachen Fall einer
1:1-Stéchiometrie gilt fiir die Loslichkeitsprodukte L, die fiir
ein richtiges Erkennen erforderlich sind:

G

[A4>J[B4>]2Ln:.ECR] (4a)

G

[AJJ(Bi] <Lo =e®T: i=12. . N-1 14b)

L4Bt man auBer acht, daB eine Mitfallung auftreten kann,
so ist die Fehlerwahrscheinlichkeit pr in diesem Fall Null.

Sicherlich kdnnen sich auch A B;-K omplexe mit komplizierte-
ren stochiometrischen Verhiltnissen bilden, doch ist es un-
wahrscheinlich, daB sich dadurch etwas Wesentliches an den
Ergebnissen von Gl (2) und (4) dndert.

Fiir ein hochspezifisches Erkennen ist es also erforderlich,
daB einerseits der Unterschied AG; zwischen der Affinitit
Gy, von A, zum richtigen Effektor B, und der Affinitit Gy,
zu den falschen Effektoren grofl genug ist und andererseits
der UberschuBB von B, iiber A, ausreicht. Der Erkenner A,
mub [Hhig sein, aufgrund geniigend groBer Affinitadtsdifferenzen
AG; einen, nimlich B,, aus insgesamt N anderen Effektoren
B; herauszufinden. Geringe Struk turunterschiedc in den Bi-Re-
gionen, die mit Ay in Kontakt kommen, fithren in den meisten
Fillen nur zu geringen Affinitdtsunterschieden AG;. Deshalb
miissen die Kontaktflachen zwischen Ay und den Effektoren
Bi so groB sein, daB3 sich im Falle dcr N falschen Effektoren
B: ausreichende Affinititsunterschiede A G; einstellen kdnnen.

Diese Kontaktregionen auf A, und B; sollen als ,Erkennungs-
regionen” bezeichnet werden. Man kann nun verstehen, warum
eine hohe Spezifitat —d. h. hohe Werte fiir N und AG; (eventuell
infolge ungiinstiger Bi-Konzentrationen) und kleiner p;-Wert
- groBe Erkennungsregionen erfordern. Wenn sich die Erkcn-
nungsregion von A, bei den Wechselwirkungen mit den Mole-
kiilen B; nicht verdndern soll, mufl im Molekiil A ein zusiitz-
liches Teilstiick vorhanden sein, welches die Erkennungsregion
stabilisiert. Das Molekiil A, darf dann also nicht nur aus
seiner Erkennungsregion bestehen.

Die obigen Ausfiihrungen betreffen Selektions- (Erkennungs)-
prozesse, die in einem Schritt ablaufen. Wenn die Selektivitiit
(Spezifitdt) des Erkenners gering ist, kann einc Komponente
Boausder Mischung (B, By, ..., Bx) durch mehrere Selektions-
schritte mit verschiedenen Selektions- (Erkennungs-)mitteln
abgetrennt werden. Auf diese Weise wird die Erzanalyse nach
den Methoden der klassischen analytischen Chemie ausge-
fithrt. Scherer! schlug einen dhnlichen Weg — die ., Kaskaden-
regulation” — fiir die Zellregulation vor: Zur Beschrinkung
der Proteinsynthese in der Zelle auf die von wenigen Genen
codierten Proteine (z. B. Hamoglobin in den Erythrocyten)
cignen sich 1. eine Beschrinkung der Transkription durch
Repressoren, 2. eine Hemmung des Durchganges der Messen-
ger-RNA durch die Kernmembran und 3. die Auswahl einiger
der im Cytoplasma vorliegenden Messenger-RNAs durch die
Ribosomen.
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3. Struktur und Wechselwirkungsaffinitit

Nach der ,,Schliissel-SchloB*-Theorie sollte eine hohe Wech-
selwirkungsaffinitédt(— G,;) sowohl eine sterische K omplemen-
taritdt zwischen einem Teil der Erkenners (SchloB, A,) und
des erkannten Molekiils (Schliissel, B,) erfordern als auch
eine Komplementaritiit der intermolekularen Krifte zwischen
den Atomen von A und By, die direkt miteinander in Kontakt
kommen. Wenn das Erkennen nicht nur Komplexbildung,
sondern auch Reaktion (Katalyse, enzymatische Reaktionen)
bedeutet, d. h. G, die freie Enthalpie der geringsten Aktivie-
rung ist, sollte die Neigung von B, zu reagieren, d. h. seine
Reaktivitiit, ebenfalls ein entscheidender Faktor sein. Welche
Bedeutung besitzen Reaktivitiit, sterische Komplementaritiit
und Komplementaritit der intermolekularen Krifte, und wie
kann man diese drei Faktoren charakterisieren?

Fiir die Katalyse anorganischer Reaktionen ist die Reaktivitiit
der bestimmende Faktor. Der Erkenner ist der Katalysator
- ein lon - oder bei der heterogenen Katalyse eine Gruppe
von Atomen an der Oberflache des Mikrokristalls, der nicht
groBer als die Elementarzelle ist'$. Die Ausfillung von Ionen
und die Komplexbildung!' 2! erfordern starre Erkennungsre-
gionen, die Verteilung zwischen Ldsungsmitteln!' ¥ hingegen
flexible Anordnungen. Aber auch hier sind die beteiligten
Bereiche und Molekiile klein. Man sollte in solchen Fiillen
keine iibermiéBig groBe Spezifitit erwarten.

Wir wollen uns hauptsiachlich mit Wechselwirkungen an natiir-
lichen Makromoleklilen beschiiftigen, bei denen die interessan-
testen Spezifitdtsprobleme auftreten. Der Schliissel-SchioB-Ef-
fekt hat auf diesem Gebiet grofle Bedeutung. Die groflen
und verhiltnismiiBig starren Hohlriume der Makromolekiile
erfordern das Zusammenwirken mehrerer Komplementaritiits-
effekte.

3.1. Reaktionsparameter

Zusammenhidnge zwischen den Reaktionsparametern von
Substratmolekiilen (B;) und den Geschwindigkeiten enzymati-
scher Reaktionen werden seit Anfang der fiinfziger Jahre mit
der HMO-Methode untersucht!'* '3 Cammarata''® setzte
die Wirkung von Arzneimitteln mit Hilfe einer Stérungstheorie
in Bezichung zu den Reaktionsparametern und besonders zur
Elektronenverteilung an bestimmten Atomen. Diese Theorie
geht davon aus, daB die Bildung eines Arzneimittel-Rezeptor-
Komplexes der bestimmende Schritt bei der biologischen
Reaktion auf das Arzneimittel ist. Die biologische Aktivitit,
ausgedriickt durch den Logarithmus der Geschwindigkeits-
konstante (Igk) oder der Konzentration, welche die Hiilfte
der maximalen biologischen Wirkung hervorruft, steht iiber
lincare oder quadratische Gleichungen in guter Korrelation
(r>0.95) mit Parametern wie der Verteilung der n-Elektronen
oder der Elektronen aller Art auf bestimmte Atome (q;). Die
Bezichung gilt jedoch nur fiir Reihen von Molekiilen, die
in sterischer und allgemeiner chemischer Hinsicht nicht zu
verschieden sind. Ein typisches Beispiel ist die Geschwindigkeit
(1g V)der Phosphorylierung von 15 substituierten Purinnucleo-
siden durch Adenosin-Kinase. Diese entspricht recht gut
(r=0.9) der Elektronendichte f§ an N? der Basen, die sich
nachder halbempirischen SCF-MO-Methode von Pariser und
Parr crrechnen 1a6t. Die von Kaneti aufgestellte Korrelations-

gleichung lautet! ™!
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lgV = —239f + 2.1: fur Adenosin: V = | (5

Diese 15 Purinnucleoside sind in Position 1, 2 und 6 substi-
tuiert, oder einige CH-Gruppen des Ringes sind durch N-Ato-
me ersetzt. Die Korrelation 1gV —f entfillt, wenn Verinde-
rungen am Zucker vorgenommen werden (die f§ nicht beein-
flussen). So werden Adenylarabinosid oder 2-Desoxyadenosin
sehr langsam phosphoryliert (V=0.0-0.09), ebenso wie Adeno-
sin-Derivate mit groflen Substituenten an C-2 (V=0.0 fur
CH;, CH,0, (CH3):N, Cl, Br; die Korrelation gilt jedoch
fur F und NH3). Das ist im Einklang mit der Annahme,
daB das N> des Purins bei der Bindung der Riboside an die
Adenosin-Kinase durch Chelatbildung mitwirkt'! 7.

3.2. Sterische Anpassung

Welche Bedeutung bei Enzymreaktionen die sterische Anpas-
sung im Vergleich zur chemischen Natur der umgesetzten
Gruppen hat, ergibt sich aus der Tatsache, dafl auch Reaktio-
nen #dhnlicher Substrate mit derselben Chiralitdt katalysiert
werden, wenn auch mit verschiedenen Geschwindigkeiten.
Hingegen reagieren die Enantiomeren normalerweise iiber-
haupt nicht, auch nicht das Enantiomere des aktivsten Sub-
strats. Die Am'iéen-Amik'drper-Wechselwirkung hangt nach
Sela, wenn es sich bei den Antigenen um Polypeptide handelt,
vermutlich stidrker von der Konformation als von der Sequenz
der Polypeptide ab!!®],

Es liegt nahe zu versuchen, die sterische Anpassung durch
die chemischen Konstanten E von Taft!'®) zu charakterisieren;
sie spiegeln aber bei einer niedermolekularen Reaktion nur
einen allgemeinen Abschirm-Effekt eines Reaktionszentrums
durch Substituenten wider. Ein Versuch von Dupaix, Bechet
und Roucous!*"!, die Geschwindigkeiten der Chymotrypsin-ka-
talysierten Hydrolyse von acylsubstituierten p-Nitrophenyl-
aminosidureestern miteinander in Bezichung zu setzen, gelang
nur bei 9 der 42 untersuchten Verbindungen.

Um Unterschiede bei der sterischen Anpassung mit der Verrin-
gerung der Bindungsaffinitdt in Beziehung zu bringen, benétigt
man ein MaB fiir die sterischen Unterschiede. Dafiir scheint
bislang keine gut begriindete Methode zu existieren. Man
kdnnte so vorgehen wie Rao und Rossmann!'?!! beim Vergleich
der Suprasekundiérstrukturen von Proteinen: Die beiden dhn-
lichen Strukturen werden nach einer geometrischen Technik
so iiberlagert, daB die Summe der Quadrate der Abstinde
zwischen allen fiir dquivalent gehaltenen Atomen moglichst
klein ist. Diese Summe ist das MabB fiir die sterische Unter-
schiedlichkeit.

Direkter, allerdings stirker approximativ ist die Methode der
geringsten sterischen Unterschiede (minimal steric differences,
MSD} zwischen zwei Molekiilen von Simon und Szabadai'??!,
Diese Methode besteht darin, die beiden Molekiile innerhalb
des Spielraums, den Bindungslingen, Bindungswinkel und
freie Rotation erlauben (Variationsbreite: ~0.2A fiir Bin-
dungsldngen, ~20° fir Bindungswinkel), aufeinanderzulegen
und die Atome der 2. Periode des Periodensystems zu zihlen,
die sich nicht decken. (Wasserstoffatome werden dabet ver-
nachlissigt.) Es wurde versucht, die MSD-Werte sowohl mit
der Geschwindigkeit der Hydrolyse von N-Acetyl-aminosidure-
methylestern mit Chymotrypsin (Daten von Knowles'?*)) als
auch mit der Verringerung der biologischen Aktivitidt infolge
des Aminosidureaustauschs in Oligopeptiden mit Hormonwir-
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kung (Daten aus 22!; 92 Beispiele) in Verbindung zu bringen.
Zur Berechnung der MSD-Werte diente im ersten Fall das
hypothetische Standardmolekiil (6) (Abb. 2). Eine zufrieden-
stellende Beziehung (r=0.93) wurde fiir die Geschwindigkeit
der Hydrolyse mit a-Chymotrypsin erhalten, fiir die sich mit
Hilfe der Tanford-Hydrophobizititen (HP)**! der Amino-
sdure-Seitenketten R ebenfalls eine Korrelation aufstellen 140t
(r=0.80, vgl. Tabelle 1). Die besten Gleichungen fiir die Wech-
selbeziehungen sind

IgV =070MSD + 2.10: s = 0.82, r = 0.93, n = 14 [*] (6a)

lgV = {57 HP — 6.3: s =135 T1=080 n=14 t6b)

Fir 92 substituierte Oligopeptide ergab die Korrelation von
biologischer Aktivitdt und MSD (bezogen auf das unverdnder-

Tabelle 1. Kinetische Paramecter fiir dic Hydrolyse von N-Acctyl-uminosiure-
methylestern mit 2-Chymotrypsin. V= Geschwindigkeit der Reaktion 2. Ord-
nung beiniedriger Substratkonzentration: MSD = geringster sterischer Unter-
schicd: HP = Tanford-Hydrophobizitit (A G; fir dea Ubergang ciner Amino-
siure-Seitenkette von Wasser in Octanol). Erlduterungen s. Text.

H;NCHRCOOH in gV MSD HP

AcNHCHRCOOCH; [keal]
Trp 0.00 kK 3.00
Tyr —0.07 3 2.97
Cyclohexyl-Ala —0.71 4 4.0
Phe -1.00 4 2,65
%-NH ,-Heptansiure —1.71 6 RN
Met —2.25 7.5 1.3
4-NH ;-Octansiure —2.28 5 38
Leu —2.43 7 2.49
Nor-Leu —2.50 7 25
Nor-Val —3.21 8 1.7
2-NH,-Buttersdure —4.35 9 1.1
Ala —5.35 10 0.73
Val -5.50 10 1.69
Gly —8.65 (1 0

OH
(6)
_CH,
AC—NH*CE
COOCH;
% SHZ\::-
J5!1 )
S
CH,
(8) *CHy
& L
_CH; *CH,,
Ac-NH-CH Ac-NH-ch M g
COOCH;3; COOCH;3;
MSD = 4 MSD = 10

Abb. 2. | Standard™ fiir die Beziechungen zwischen der Geschwindigkeit der
1-Chymotrypsin-Hydrolyse von N-Acetyl-aminosidure-methylestern nnd steri-
schen Unterschieden (MSD) dieser Molckiile sowic Beispiele fiir MSD-Berech-
nungen. Hypothetisches Standardmolcekiil (6). Tryptophan-Seitenkette (7 ),
MSD =3. Der Unterschied zwischen libereinanderliegenden flinf- und sechs-
gliedrigen Ringen wird mit | angenommen. Die OH-Gruppe des Standards
deckt sich mit keiner Gruppe der Tryptophan-Scitenkette. Cyclohexylalanin-
Seitenkette (§); MSD =4. Es handelt sich um die drei CH»-Gruppen des
fiinfgliedrigen Ringes und dic OH-Gruppe des Standards. Valin-Seitenkette
(9); MSD=10. Nur zwei Atome decken sich mit dem Standard. - Von
den mit cinem Sternchen (*) markicrten Atomen in (7), (8) und (9) wird
angenommen, daB sic sich mit Atomen oder Gruppen des Standards (6)
decken.

[*] s=Standardabweichung, r = Korrelationskoeffizient, n = Anzahl der De-
rivate.
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te Oligopeptid) r=0.55. Es 148t sich eine mittlere Affinititsab-
nahme von etwa 0.5 kcal pro Atom der 2. Periode des Perioden-
systems erkennen!?2.

An dem recht spirlichen Erfolg, der mit der Bezichung zwi-
schen biologischer Aktivitdt und MSD erzielt wurde, zeigt
sich, daB sterische Anpassung (Komplementaritiit) allein nicht
fur eine hohe Wechselwirkungsaffinitidt ausreicht. Auch tritt
nicht das ganze biologisch aktive Molekill in das ,.Schio8*
ein: Die Affinitit des Antikorpers, der auf protein-gebundenes
p-(p-Azophenylazojbenzoat ( [0 ) anspricht, gegeniiber substi-

—N=N—©N=N©—COOO (10)

tuierten Benzoat-lonen deutet darauf hin, daB3 eine sterische
Anpassung zwar an den Benzoat-Benzolring zwingend erfor-
derlich ist (die Affinitit steigt um etwa 1 kcal/mol fiir p-Substi-
tutionen), viel weniger jedoch an den zweiten Benzolring und
an die zweite Azogruppe (', dort S. 56--61). Danach scheint
nur der p-Azobenzoatteil des Antigens in das ,.Schlo™ im
AntikOrper einzutreten.

3.3. Intermolekulare Krifte

Die meisten Reaktionen in der lebenden Zelle finden in wéBri-
ger Losung bei einem pH-Wert von etwa 7 und bei Temperatu-
ren um 30°C statt. Die Bildung eines A jB;-Komplexes bedeutet
oft den Ubergang von B; aus Wasser in ein stirker hydropho-
bes Medium. Man kann daher erwarten, dafl Bezichungen
zwischen der biologischen Aktivitédt von B; und der Hydropho-
bizitdt m; bestehen, die wie folgt definiert ist:

m = dgPia (74)

Darin ist P; .o der Verteilungskoeffizient der Substanz zwi-
schen einem hydrophoben L&sungsmittel (normalerweise
Octanol) und Wasser. Einige von Tanford'>¥ angegebene A G-
Werte sind in Tabelle 1 in der Rubrik HP zu finden.

Die Hydrophobizititskonstanten =; lassen sich dazu verwen-
den, den Verteilungskoeffizienten zwischen einem gegebenen
Losungsmittel und Wasser, P v, mit Hilfe zweier linearer
Gleichungen des Typs

g Pivore = awi 12 Pioe + b (7b)

zu errechnen. Davon wird eine Gleichung fiir geloste Substan-
zen verwendet, die ausgesprochene Wasserstoffdonoren sind,
und die andere fiir solche, die Wasserstoffacceptoren sind!!*!,
Zum Beispiel kénnen Verteilungskoeffizienten fiir H-Donoren
bzw. H-Acceptoren in Benzol mit Gl. (7¢) bzw. (7d) berechnet
werden!2%):

lgPin, = 1.0191gPi o — 1.401; n = 40, r = 0.948, s = 0.252 (7¢)

IgPiv, = 14411gPi o — 0.794: n = 20, r = 0.966, s = 0.254 7d)

Diese Gleichungen sind fiir eine grofle Zah! n geloster Stoffe
angewendet worden und ergeben gute Korrelationskoeffizien-
ten r. Die Hydrophobizitit eines gegebenen Molekiils kann
aus den Hydrophobizitdten n, der Atomgruppen, die das Mole-
kiil bilden, und aus einigen lnkrementen fiir Verzweigung,
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RingschluB, Konjugation usw. errechnet werden''?. Die Hy-
drophobizitiit einer Gruppe X 1463t sich aus den Unterschieden
der Verteilungskonstanten flir unsubstituierte Ausgangsver-
bindungen RH und fiir deren substituierte Derivative RX
ermitteln:

T = 1g8Pry va — 12 Prit ve (7¢e)

Hydrophobizititskonstanten wurden besonders von Hansch
ct al. im extrathermodynamischen Modell benutzt, um Struk-
tur und biologische Wirkung miteinander zu korrelieren!2¢41,
Zum Beispiel 148t sich die Hemmung der Adenosin-Desamina-
se durch 9-Benzyladenine durch

—lgli = 0453w — 1.194: n = &, r = 0992 (8a)

(1=Hemmungskonstanten) wiedergeben!2®" ynd die Hem-
mung der Hill-Reaktion durch N-Phenylidthylcarbamate durch

~lgC, = 0967, + 3318 n =7, v = (1.982 (8bhy

(C=Konzentrationen, die 50 %, Hemmung ergeben)!?%¢!. Nach
demextrathermodynamischen Modell sollten in einigen Fillen
auch Terme mit n°, o? (Hammett-Konstante) oder Reaktions-
indices in Betracht gezogen werden, z.B. fiir die Hemmung
der Malat-Dehydrogenase durch Phenole (m-Derivate nicht
eingeschlossen)t?°41:

—lgli = 07307 — 0650, — 0.77n7 + 2441 + 3.47 (8¢)
r = 0952

Die Korrelationsglcichungen von Hansch!2®! sowie von Cam-
marata gelten nur fiir Klassen von Verbindungen mit dhnlicher
Struktur. Das ist nicht tberraschend, da die Konfiguration
der Moilckiile und damit die Moglichkeit einer sterischen An-
passung an das .,Schlo3* nicht auf den Reaktionsparametern
oder den Hydrophobizititskonstanten beruht. Dennoch mag
man fragen, ob man bei vollstindigerer Beriicksichtigung der
intermolekularen Kriifte nicht auch entsprechende Gleichun-
gen fiir Verbindungen crhalten kann, die sich in der Struktur
stirker unterscheiden. So betriigt die freie Energie, die erforder-
lich tst, um Phenylalanin (CoHsCH ;-Seitenkette) aus aromati-
schen Losungsmitteln in Wasser zu bringen, + 1.8 kcal/mol
{fiir glciche Konzentrationen). Fiir den Ubergang von Phenyl-
alanin aus aliphatischen Lésungsmittcfn in Wasser betriigt
die freic Encrgic hingegen nur 0.3 kcal/mol!?”l. Aromatische
Ringe sollten also aromatische Umgebungen aliphatischen
vorziehen. Diese Bevorzugung ist teilweise auf einen sterischen
Effckt - die Stapelung der planaren aromatischen Ringe —
und teilweise darauf zuriickzufithren, dafl aromatische Ringe
senkrecht zur Ringebenc stark polarisierbar sind: die van-der-
Waals-Energic fiir dic Wechselwirkung ist proportional dem
Produkt aus den betden Polarisierbarkeiten.

Zur Charakterisierung von Aminosiure-Seitenketten schlugen
wir ein System vor, welches sechs Arten intermolekularer
Krifte beriicksichtigt!*#+-2%21: [ die Hydrophobizitit (HP,
Tanford-Werte): 2. den speziellen aromatischen Charakter
(AR, fiir Phe und Tyr 1.5kcal/mol. wie von Nemethy!?7! fiir
den Unterschied zwischen aromatisch-aromatischen und aro-
matisch-aliphatischen Wechselwirkungen angegeben: fiir Trp
2.5 und fiir His 1.0kcal/mol); 3. das Verhalten hinsichtlich
der Bindung von Wasserstoff, Protonendonor (HBD) oder
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Protonenacceptor (HBA): 4. die elektrostatische Ladung bei
pH=7 (EC", EC"): 5. die Eigenschaft, in Charge-transfer-
Komplexen als Elektronendonor (DCT) oder -acceptor (ACT)
zu dienen (nur Trp ist ein Donor, dic anderen sind bei der
Ladungsiibertragung nicht aktiv); 6. ein deutlich ausgepriigtes
Dipolmoment, das nicht durch Wasserstoffbriickenbindungen
hervorgerufen wird und gegen die Peptidkette oder das andere
Ende der Aminosdure-Seitenkette gerichtet ist (u*, p~ als
nidherungsweise Kennzeichnung ungleicher Ladungsvertci-
lung, fir Trp und Tyr).

Mit Hilfe dieser intermolekularen Krifte wurde versucht, die
Verringerung der biologischen Aktivitéit, die in Oligopeptiden
(antigene Determinanten, Hormone: die meisten Daten ent-
nommen aus Sneath'?®) durch Austausch von Aminosiduren
hervorgerufen wird, in Beziehung zu setzen zu den Summen
der Veriinderungen AHP, AAR usw., die sich durch den Aus-
tausch der Aminosduren ergeben. Die im Vergleich zu den
Standard-Oligopeptiden herabgesetzte biologische Aktivitit
A wird durch die folgende lincare optimierte Gleichung wieder-
gegeben! 8Pl

—1gA,, =045+ 0.12AHP + 0.69 AAR + 0.35AHB + 0.004 ALC

FHTADCT + 077A: n =92, r =075 s = 0.84

—lg A, liegt zwischen 0.00 und 4.65. Die partiellen Korrela-
tionskoeffizienten fiir jede der sechs Arten von intermolekula-
ren Kriften betragen 0.26; 0.53; 0.42; 0.22; 0.25 bzw. 0.48.
Alle dicse Werte liegen iiber der Vertrauensgrenze von 95Y%,.
Der linearc Korrelationskoeffizient r ist klein, aber die Glei-
chung gilt fiir eine groBBe Zahl n von modifizierten Oligopepti-
den. Alle Acceptorstellen sind Proteine. Beriicksichtigt man
die unterschiedliche Verringerung der Aktivitdt, die auftritt,
wenn der gleiche Aminosiiure-Austausch an verschiedenen
Stellen des Standard-Oligopeptids oder anderer Standardver-
bindungen durchgefiihrt wird, so cignet sich diese Gleichung
wahrscheinlich recht gut, um den EinfluB eines Austauschs
von Aminosiduren auf die Oligopeptid-Protein-Wechselwir-
kungen zu beschreiben, ohne dall man sich mit den Wechsel-
wirkungen zwischen den Aminosiduren in der Peptidkette be-
fassen muB. Die Bedeutung des aromatischen Charakters (AR)
und der Ladungsiibertragung (DCT) fallt ebenso auf wie der
Koeffizient von anniihernd O fir Verdnderungen der clektrosta-
tischen Ladung (EC) des Oligopeptids. Moglicherweise sind
die ladungstragenden Gruppen der Oligopeptide immer zum
willrigen Medium hin gerichtet, sogar in Komplexen mit
Proteinen. In Tabelle 2 sind nach Gl. (9) errechnete und experi-
mentell bestimmte [gA-Werte fiir Oxytocine angegeben, bei
denen die Aminosiiuren 3. 4 und 8 ausgetauscht worden sind
{experimentelle Daten von Sneath'2°)),

Mit Hilfe der oben genannten intermolekularen Krifte wurde
versucht, eine Bezichung zwischen der Toxizitdt fiir Miuse
und Ratten (molare LDso-Werte) und der Struktur von
Organophosphor-Verbindungen des Schrader-Typs!30# 300
R'R?P(O)OR? aufzustellen. R¥ ist die am stirksten saure
Gruppe. Sie wird bei der Phosphorylierung der Acetylcholin-
Esterase abgespalten. worauf wahrscheinlich die Wirkungswei-
se dieser Verbindungen beruht'?%!, Modifizierte Hammett-
Konstanten o der Substituenten R, R* und R* wurden eben-
falls herangezogen. Die optimierte Gleichung [dhnlich Gl.
(9] - acht cinstellbare Parameter, 71 Verbindungen - ergibt
einen linearen Korrelationskocffizienten von r=0.70. Die
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Tabelle 2. Experimentelle und berechnete Werte, 1g Aoy, [29] bzw. Ig AL,
fur die im Vergleich zu Oxytocin herabgesetzte biologische Aktivitit A von
Oxytocinen mit ausgetauschten Aminosiuren bei Ratten. r=0.95 n=21,
5=0.62.

Oxytocin: Cys-Tyr-lle*-Gin*-Asn-Cys-Pro-Leu®-Gly

L SVS J
Austausch Ig Ay g Avare
Phe? 1.25 1.51
Tyr? 3.65 2.59
Trp? 4.05 4.37
Leu? .o 0.52
Val? 0.9 0.60
Ser* 0.3 0.64
Ala* .1 1.25
Asn* 0.6 0.46
Tie® 0.2 0.52
val® 0.35 0.54
Lys® 0.75 1.00
Arg® 0.75 1.09
Phe’Lys® 1.95 206
Phe’Arg® 0.8 2.15
Phe*His* 2.4 2.79
Tyr'Lys® 4.6 314
Trp'Lys® 50 3.92
Ser'ile® 0.5 0.71
Phe®Asn*Lys® 2.2 2.07
Phe'Ala*Lys"® 295 2.86
Phe®Ser*Lys® 2.7 2.25

Koeffizienten der Parameter fiir die Hydrophobizitit, den aro-
matischen Charakter und die Wasserstoffbriickenbindungen
haben etwa die gleiche absolute Gréie wie in Gl. (9). Der
hier erhaltene Wert fiir r ist ebenfalls niedrig. Trotzdem gilt
die Gleichung fiir einen weiten Bereich unterschiedlicher che-
mischer Strukturen (d. h. der Substituenten R!, R? und R?),
der viel groBer ist als der Bereich, in dem die Korrelationsglei-
chungen der von Cammarata und Hansch verwendeten Art
giiltig sind.

3.4. Molekiilgrifle

Wie bereits in Abschnitt { erwihnt, sollte ein Zusammenhang
zwischen Spezifitdt und Molekiilgroe bestehen. Im Folgenden
wird ein Verfahren zur Abschidtzung der GroBe der Erken-
nungsregion (Kontaktregion zwischen A, und den Effektoren
B;) skizziert, die fiir einen bestimmten Spezifitatsgrad notwen-
digist. Der Erkenner A mu@ groBer sein als die Erkennungsre-
gion, um eine gewisse Starrheit dieser Region zu gewibhrleisten,
und damit er eventuell auch andere Funktionen als nur das
Erkennen wahrnehmen kann (z. B. Komplementbindung
durch Antik6rper).

Am einfachsten sind die Uberlegungen von Thomas™® und
McCarthy'®® welche die kleinste Zahl n der Nucleotide in
einem RNA-Oligonucleotid feststellen wollten, das bei Versu-
chen zur konkurrierenden Hybridisierung als ,selbst* oder
.nicht selbst*erkannt werden kann, und zwar von absorbierter
DNA viralen, bakteriellen usw. Ursprungs. Ein solches Oligo-
nucleotid wird daran erkannt, daf3 es mit DNA-Abschnitten
komplementire Basenpaare bildet. Eine DNA aus N Nucleoti-
den besitzt anndhernd N iiberlappende Oligonucieotidsequen-
zen. Wenn die Primérsequenzen der DNA etwa statistisch
verteilt sind, kann die Sequenz von zu kurzen RNA-Oligonu-
cleotiden zufillig zu einer Sequenz der absorbierten DNA kom-
plementdr sein. Wenn dieser Fall nicht eintreten soll, mufB
n so grof sein, daf} die Zahl 4" von moglichen | Wortern®
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aus einem ,Alphabet* mit x=4 Buchstaben viel groBer als
N ist, d. h.

tgN
lga

2" N (10}

Wichtig ist, dall ein ,,Wort" mit einem einzigen verinderten
~Buchstaben® gegeniiber dem richtigen ,,Wort** (d. h. By) u. U.
doch von Ag erkannt wird, besonders dann, wenn die Konzen-
tration an By gering und die an falschen Effektoren B; hoch
ist. Ein stark vereinfachtes Modell, nach dem man die Zahl
n im allgemeinen Fall mit Gl. (2) oder (4) berechnen kann,
beruht auf folgenden Annahmen!®!:

{. Alle Erkennungsregionen an den Effektoren B; haben diesel-
be Zahl n an monomeren Finheiten oder an Atomen. 2. Die
Affinititsabnahme AG, (beim Ubergang von A B, zu A B)
ist proportional der Zahl v; an Modifikationen, durch die
sich die Erkennungsstelle an B; von der an B, unterscheidet:

AGi = viAg (1

(Ag ist die mittlere Affinitdtsabnahme pro Modifikation). 3.
Alle Effektoren B; unterscheiden sich von B, durch dieselbe
Zahl v an Modifikationen innerhalb der Haftregion.

Es sei daran erinnert, da} N die Zahl der B,-Typen ist, die
vermutlich alle verschiedene Erkennungsregionen besitzen,
und o die Zahl an monomeren Einheiten (oder Atomen),
aus denen die Bi-Molekiile aufgebaut sind.

Aus Gl (2) und (1) ergibt sich unter Beriicksichtigung von
AG,=Ggy,—Gyo=vAg und p; <1

Nt .

. B] "A¢
pr s & [Bi] Ky _ ;Zl[ 1 R RT _ 23RT o [Bi] (12
X Sge— = — e - = s e 2
i1 [Bn]Kun [Bn] Ag PI[BU]

Damit nicht zufallig ,falsche” Erkennungen stattfinden, muf}
die Wahrscheinlichkeit, daB} sich die Erkennungsregion ir-
gendeines der falschen B; durch weniger als v Substitutionen
von B, unterscheidet, geniigend klein sein. Mit Wahrschein-
lichkeits- und Kombinationsrechentechniken erhélt man

N(‘;;'“".g(""'““<<1 (13)

die fiir v=1 mit Beziehung (10) libereinstimmt. Nach einigen
weiteren Rechnungen und durch Anwendung der Stirling-Na-
herung fiir x! erhilt man den Niherungswert [vgl. B! fir
lgne/v—1)=1]
(V- 1)+1;g1\]

nzv—1 + —
lg

(14)
Wenn das Erkennen zu einer Pricipitation und nicht zu einer
Komplexbildung fiihrt, gelten dieselben Beziehungen, doch
muB die mittlere Zahl v der Modifikationen, durch die sich
die falschen Effektoren B; von B, unterscheiden miissen, nach
Gl (15) errechnet werden:

_23RT  [Bn]

g (15
Ag [Bo] )

B, ist die hochste Konzentration an B;, bei der A, noch
B, herausfinden (also die Effektoren B, nicht fillen) kann.
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4. Spezifitit bei chemischen und biochemischen
Prozessen ‘

4.1. Auslosung der Antikorperbildung durch ,,nicht-selbst -Anti-
gene

Die Spezifitiit dieses Prozesses wurde im Zusammenhang mit
der Annahme untersucht, daB3 die (priméire) AntikSrperpro-
duktion ausgelost wird durch Pricipitation des fremden Anti-
gens (By) auf den Haftregionen der Antikorper (A,) die sich
ihrerseits auf der Oberfliiche des entsprechenden Immunocyten
finden; .selbst™-antigene Determinanten (B;) sollten daher
nicht auf den Haftregionen der ,selbst -Antikorper pricipitie-
ren? 1,

Die niedrigsten Konzentrationen an ,nicht-selbst™-Antigenen
([Bo] in Gl (13)), durch die eine primire Immunantwort
ausgelost wird, betragen etwa 10 ° mol/t fiir schwache Antige-
ne und 10™ '“mol/l fiir starke. Die maximale Konzentration
an ,selbst*-antigenen Determinanten [B_ | kann etwa 1073
mol/l betragen, was der Serumglobulin-Konzentration ent-
spricht (Diskussion siche [*!1), Die mcisten Antigen-Deter-
minanten sind Peptide aus o« = 20 Aminoséiuren. Der Austausch
einer Aminosiure im peptidischen Antigen fiihrt zu einer mitt-
lercn Affinititsabnahme von Ag = 2.0 kcal/mol. Gleichung (15)
ergibt v~ 2--5 fiir den Konzentrationsbereich zwischen schwa-
chen und starken Antigenen. Die maximal mogliche Zahl
von ,selbst-antigenen Determinanten wirc gleich der Zahl
der tiberlappenden kurzen Peptidsequenzen an allen Proteinen,
diec vom haploiden Sdugetiergenom codiert werden konnen,
d.h. Nx 10”: die wirkliche Zah! betriigt vielleicht infolge von
Wiederholungen tm Genom, Nichtverfiigbarkeit ciniger Se-
quenzen usw. N = [07, Mit N= 10", x = 20,v=2-5 ergibt Bezie-
hung (14) eine Zahl von nz9-13 Aminosiureresten fiir die
Antigen-Determinanten, die von den Antikorper-Haftregionen
Sgefithlt™ werden miissen. Die meisten Antikorper-Haftregio-
nen scheinen 6—12 Aminosiurereste zu enthalten'*2). Die klein-
ste antigene Determinante ist Trialanin an einem Trigerpro-
tein'*241; es ist aber nicht auszuschlieBen, daB ein etwas weiter
entfernter Teil des Tragerproteins(der nicht direkt an Trialanin
gebundcn ist) zur Antigen-Determinante beitrigt.

Wenn korperfremde Nucleinsiduren von korpereigenen unter-
schieden werden sollen, die nur aus vier Monomeren bestehen,
solltc sich dic Zahl der Antigen-Determinanten etwa verdop-
peln (d. h. nz 18-25 monomere Einheiten), oder der Organis-
mus sollte keine Antikorper gegen Nucleinsduren aus den
vier iiblichen Basen bilden. Letzteres scheint der Fall zu sein.
Bezichungen zwischen Struktur und Affinitdt von Antikdrpern
und Haptenen sowie dhnlichen Molekiilen wurden ausfiihrlich
von Pressman und Grossberg'*! diskutiert. Sela'*3! untersuchte
die Bedeutung der Konformation fur die Antigen-Antikorper-
Wechselwirkung. So 16st das «-helicale Polypeptid (Tyr-Ala-
Glu), die Bildung eines Antik 6rpers aus, der keine Kreuzreak-
tion mit Polylysin gibt, das an den e-Aminogruppen mit dem
Tripeptid Tyr-Ala-Glu acyliert ist und unter dicsen Bedingun-
gen keine Helixstruktur besitzt (Abb. 3). Die umgekehrte
Nicht-K reuzreaktion wurde ebenfalls gezeigt. Das Oligopeptid
(Ala-Tyr-Glu), beginnt mit dem oben genannten anti-x-helica-
len Antikérper bei n=7 zu reagieren, obwohl das Peptid
als solches nicht als x-Helix in Lésung vorliegt. Der Antikdrper
zwingt hier wahrscheinlich das Antigen in die z-helicale Kon-
formation!?#), Die umgekehrte Beziehung zwischen den Net-
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toladungen der immunogenen Makromolekiile und der ini-
tilerten Antikérper wurde ebenfalls von Selal?3"! gezeigt.

Glu Ala Tyr
 Nepyr VAN N ,
Ala W Tyr Glu Glu Ala (11)
/ Ala N v
Tyr Glu Tyr—Ala Glu

@
HgN—C|H—CO—NHvCH—CO—NH—(;H——CO——~
((;HZ)‘I ((‘:Hz)za ((EHz)x: (12)
©ONH, NH NH-Tyr-Ala-Glu
|
Tyr—Ala-Glu
Abb. 3. y-Hclicales Polypeptid (Tyr-Ala-Glu), (17) und das Antigen (12,

welches man durch Kopplung von Tyr-Ala-Glu-Resten an die e-Aminogrup-
pen von Poly-L-lysin erhilt {schematischy.

Es tieBen sich auch volisynthetische Antigene erhalten!®3<l.
Fiir die antigene Wirkung scheint ein Mindestwert des Mole-
kulargewichts erforderlich zu sein: Dinitrophenyl-(L-Lys),
wirkt in Meerschweinchen crst als Antigen, wenn n>7.

NI

| .
ozNQNH%CIl2)4—C11——c00<—> (13)

NHY

|
CHa‘QSOg—NH~(CH2)4—CH—COO(’ (17)

Abb. 4. Molekiile, die vom MOPC-460-Myelom-Protein gebunden werden:
N“-(2.4-Dinitrophenyl)lysin ¢ 13 ), 2.4-Dinitronaphthol ( 14 ), Menadion (13).
Molckiile, dic nicht von dicsem Protein gebunden werden: 8-Anilino-1-naph-
thalinsullonat (16 ), N*(p-Toluolsulfonyblysin (/7.

Fiir oligopeptidische Haptene und thre Derivate, die man
durch Austausch von Aminosduren erhilt, ergibt sich aus
der Wechselbeziechung zwischen der Verringerung der Affinitét
(gegen die gebildeten Antikorper) und Unterschieden in den
Parametern fiir die intermolekularen Krifte [im Sinn von
Gl. (9)] ein Korrelationskoeffizient r =~ —0.751*%], Ein inter-
essantes Beispiel fir die durch intermolekulare Kriifte be-
stimmte Spezifitdt ist die Affinitdit der Méiuse-Myelom-
Proteine MOPC-460 und MOPC-315 zu einigen kleinen Mole-
kiilen {Abb. 4). Dieses Protein bindet aromatische Nitroverbin-
dungen und Chinone stark (K =10~ *mol/l), d. h. Molekiile,
diein Charge-transfer-Komplexen den Charakter von Elektro-
nenacceptoren (ACT) haben; es werden aber keine anderen
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aromatischen Molekiile mit dhnlicher sterischer Struktur ge-
bunden, denen diese Eigenschaft fehlt (z B. aromatische Ami-
net*a 34 Aug spektroskopischen Untersuchungen ergeben
sich Anhaltspunkte dafiir, daB die Haftregionen dieser Im-
munglobuline zwei Tryptophanreste enthalten, die mit den
aromatischen Nitroderivaten Charge-transfer-Komplexe bil-
dent3+d1,

4.2. Repressor-Operator-Wechselwirkungen

Das am besten untersuchte System auf diesem Gebiet ist
das Lac-Operon von Escherichia coli. Zwischen Repressor
und Operator besteht ein einfaches Assoziationsgleichgewicht
mit der Dissoziationskonstante K =107 !> mmol/11*32. Das E -
coli-Chromosom besteht aus N=4.5-10° Basenpaaren oder
aus etwa ebenso vielen iiberlappenden Oligonucleotidsequen-
zen. Ein 300facher Uberschuf an E.-coli-DNA ohne Operator-
Gen konkurriert nicht merklich mit dem Operator um den
Repressor!**P) d.h. pyx 107 %. Punktmutationen im Lac-Ope-
rator setzen die Affinitit zum Repressor um den Faktor 81000
herab**4, Die mittlere Verringerung der Affinitit pro Basen-
paaraustausch betriigt daher Agx2.0kcal/mol; aus GI. (12)
ergibt sich vx=7. Da es x=4 Bascnpaare gibt, verlangt Gl.
(14) eine Zahl von nz 27 Basenpaaren fiir das Lac-Operator-
Gen!**!. Eine Berechnung von Sadler une Smith!**¢! die von
der Annahme einer binomischen Verteilung von Oligonucleo-
tiden im Vergleich zum Operator-Segment ausgeht, ergibt
n= 18 Basenpaare. Nach einer experimentellen Untersuchung
von Gilhert und Maxam'?’) umfaBt das Lac-Operator-Gen
ctwa 27 Basenpaare. Maniatis und Ptashne'*® geben fiir eine
Einheit des A-Bakteriophagen-Operator-Gens eine Liinge von
etwa 35 Basenpaaren an; im vollstindigen Operator-Gen lie-
gen sechs solche Einheiten vor. Die Anforderungen an die
Spezifitdt miissen dieselben sein wie im Lac-Rcpressor-Opera-
tor-System: der A-Bakteriophagen-Repressor wird von einem
permanenten Gen des E.-coli-Genoms codiert.

Bei der Bindung des E.-coli-Lac-Repressors an den Operator
wird die DNA nicht entspiralisiert. Aus der Abhingigkeit
der Bindung von der Ionenstirke ergibt sich das Produkt
clektrischer Ladungen fiir dic Wechselwirkung der beiden
Partner zu —6 Einheiten!?*l. Die Primirstruktur des Lac-
Operators wurde von Sadler und Smith!37¢-35¢) sowie von
Gilbert und Maxam'* " entschliisselt: sic zcigt einige interessan-
te Symmetrien. Die Sequenz der Primirstruktur des Lac-Re-
pressors wurde von den Arbeitsgruppen von Miiller-Hill und
Beyreuther'?! crmittelt. Fiir die spezifische Wechselwirkung
der DNA-Doppelhelix des Operators und der Sequenz am
Aminoende des Repressors, der vermutlich cine x-Helixstruk-
tur besitzt, wurde ein rdumliches Modell vorgeschlagen™®1,
welches auf spezifischen Wasserstoffbriicken zwischen Amino-
sdureresten und entsprechenden Resten an den Basen- und
Phosphatgruppen in der tiefen Furche der DNA basiert. Nach
Weber et al.!*?! zeigt jedoch ein mutierter Repressor, dessen
Fahigkeit, mit dem QOperator Wasserstoffbriicken zu bilden,
vermindert sein solite, keine merklich herabgesetzte Affinitat.
Aromatische Molckiile werden ziemlich leicht in dic DNA-
Doppelhelix eingelagert (intercaliert), und zwar dureh Stape-
lung nach dem Prinzip der maximalen Uberlappung!*'*l. Ethi-
diumbromid oder Proflavin werden leicht in dic DNA-Doppet-
helix aufgenommen, wobei sich diese um 12° pro Einlagerung
entwindet™' (Abb. 5). Polyadenin bindet Tryptophan schr
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Abb. 5. Ethidium-lon (/8 und Proflavin (/9) und deren Ahnlichkeit mit
dem AT-Basenpaar (20) in der DNA.

gut, dessen aromatischer Ring die gleiche GroBe und Gestalt
hat wie der Purinring, Phenylalanin und Histidin aber weniger
gut'*'<L Poly-dAT bindet L-Lys-1.-X—NH ,-Dipeptide mit stei-
gender Affinitit in der Reihe X=Leucin < Tyrosin < Phenyl-
alanin < Tryptophan'*'9. Aromatische Aminosiurereste des
Repressors konnen durch Stapelung in die Doppethelix der
Operator-DNA intercaliert werden, wobei einige Anordnun-
gen der aromatischen Ringe infolge der Orientierung ihrer
Dipolmomente zu denen der benachbarten Nucleinbasen mog-
licherweise bevorzugt sind#2!,

4.3. Spezifitiit bei Reaktionen mit kleinen Molekiilen

Der Fall der Reagentien in der anorganischen analytischen
Chemie wurde bereits erwidhnt. Ein typisches Reagens fir
Kationen ist Athylendiamintetraessigsdure (EDTA, Abb. 1).
Diese kann Ca’*-Ionen in einer Mischung aus Alkalimetall-
und Erdalkalimetall-lonen spezifisch komplexieren und eignet
sich daher fiir titrimetrische Bestimmungen. Die Dissoziations-
konstante von [CaEDTA]*"™ betriigt 2.58-107 '"mol/l und
fiir [MgEDTA]?~ 2.04-10" ? mol/1"* *-*31; daher kann erst cin
hundertfacher Uberschul an Mg?* -lonen mit Erfolg um diescs
Komplexon konkurrieren. Verglichen mit Repressor-Opera-
tor-Wechselwirkungen ist dic Spezifitiit gering, obwohl sie
in der analytischen Chemie ausreicht.

Bei katalytischen Reaktionen ist die Substratspezifitit im Ver-
gleich zur Spezifitit von Wechselwirkungen zwischen biologi-
schen Makromolekiilen ebenfalls gering. Zum Beispiel betra-
gen die Aktivierungsenergien fiir die Dehydrierung einiger
Alkohole bei 350°C iiber Al,Oj fiir Athanol 20.2, 1-Propanol
18.3 und Isobutanol 16.4 kcal/mol'*?1. Die Spezifitit des Kata-
lysators kann hoher sein. Bei der Hydrierung der Athylen-Dop-
pelbindung mit Rh-, Pd-, Pt- und Fe-Katalysatoren verhalten
sich die Geschwindigkeiten etwa wie 1000:100:10:1, obwohl
in dieser Reihe die Atomabstiinde in den Katalysatoren um
weniger als 0.1 A anwachsen!*3.

Strukturmerkmale, die bei enzymatischen Reaktionen dic Sub-
strat-Inhibitor-Enzym-Wechselwirkungen beeinflussen, hat
Webb!** besprochen. Zunichst sollen die Affinitit der Bindung
cines Molekiils an die katalytisch wirksame Stelle des Enzyms
und die Umwandlungsgeschwindigkeit des gebundenen Mole-
kiils behandelt werden. Molekiile mit hoher Affinitdt und
geringer  Umwandlungsgeschwindigkeit sind  kompetitive
Hemmer. Bei der enzymatischen Abspaltung der p-Nitrophe-
nylgruppe aus Aminosiure-Derivaten der Formel
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durch Hydrolyse mit Chymotrypsin hat das D-Phenylalanin-
Derivat die grofte Bindungskonstante (K =3.8-107° moi/l;
L-Phe-Derivat: K =4.8-107° mol/l) und das v-Phenylalanin-
Derivat die héchste Umwandlungsgeschwindigkeit (k,=39
s~ !; D-Phe-Derivat: k,=0.1857"). Die Geschwindigkeiten V
der Reaktion zweiter Ordnung bei niedriger Substrat-
konzentration betragen 8.1-10° 1 mol™' s™' fiir das
L-Derivat und nur 4.8-10*Imol~'s™ ! fiir das p-Derivat. Fiir
einige andere Aminosiure-Derivate findet man: V=235-10°
fiir das Trp-Derivat, 2.5-10* fiir das Asn-Derivat und 3.1-10*1
mol ™ 's™! firr das Norvalin-Derivat[2%%.

Die Spezifitit enzymatischer Reaktionen ist im Vergleich zu
der von Wechselwirkungen zwischen Makromolekiilen gering.
So hemmt Jodacetat (JCH,COO ™), welches als spezifischer
Hemmer der Glycerinaldehyd-Dehydrogenase angesehen
wird, dariiber hinaus mindestens 55 weitere Enzyme, und drei-
wertige Arsenverbindungen — spezifische Inhibitoren der Keto-
siurcoxidation — hemmen in einer Konzentration von 1077
mol/l ebenfalls 52 weitere Enzyme'**). Die Anforderungen
an die Spezifitit enzymatischer Reaktionen in der Zelle sind
cbenfalls viel geringer als an die von Antigen-Antikdrper-
oder Repressor-Operator-Wechselwirkungen: Die Zahl klei-
ner Molekiile in der Zelle, unter denen ein Enzym den richtigen
Partner erkennen muB, ist sicherlich nicht gréBer als n= 107,
und ein Fehlerschwellenwert der Grobe pr=0.01 diirfte auch
ausreichen!®¢l,

Ein sehr kleiner Fehlerschwellenwert ist fiir die DNA-Replika-
tion erforderlich. Die Hiufigkeit von Punktmutationen (Ein-
bau falscher Basen) betrdgt 10~% bis 107 !! pro Basenpaar
und Replikation!*3!; das DNA-Replikase-System braucht den
richtigen Partner aber auch nur aus den N=4 vorhandenen
Desoxyribonucleotidén zu erkennen. Das Replikase-System
kann leicht mit Basepanalogen wie Bromuridin oder Aza-
guanin getduscht werden, die mit groBer Héufigkeit in replizie-
rende DNA eingebaut werden. Ein Fehlerschwellenwert
p;=107% bis 107 und N =4 erfordert gemiB Gl. (12) einen
Affinitatsunterschied von AG = 11-16kcal/mol, der nicht nur
durch Unterschiede in den Wasserstoffbriickenbindungen der
Basenpaare erklidrt werden kann. Eine Erklidrung fiir die hohe
Prizision der Replikation schlugen Kubitscheck und Henderson
vor*°!: Die fiir die Erkennung verantwortliche Molekiilregion
ist groBer als die Gruppen, die die komplementdren Wasser-
stoffbriicken der Basénpaare bilden. Die Replikase sollte auch
auf die Gruppen in den Positionen S und 6 des Pyrimidins
sowie 6 und 7 des Purins ansprechen.

5. SchluBfolgerungen. Vorhersage von Strukturen mit
bestimmter biologischer Aktivitét

Die Suche nach Substanzen mit einer. erwiinschten biologi-
schen Aktivitit ist ebenso alt wie die Medizin. Die umfangrei-
chen und systematischen Arbeiten auf diesem Gebiet waren
in unserem Jahrhundert sehr erfolgreich, obwohl die theoreti-
schen Grundlagen ziemlich spirlich gewesen sein mogen. Ehr-
fichs Salvarsan (Abb. 1) war das Ergebnis einer Uberpriifung
von einigen Hundert Substanzen; die Idee beruhte wahrschein-
lich auf der Beobachtung, daf3 Bakterien durch einige Azofarb-
stoffe spezifisch angefiarbt werden und daB die Einfiihrung
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von Arsen Substanzen toxisch macht (weitere Beispicle sie-
het*™),

Es lassen sich auch Beispiele fiir sehr miithevolle, aber nicht
sehr erfolgreiche Untersuchungen anfiihren, z. B. die Priifung
der in den ,,Cancer Screening Data” erfaiten Verbindungen,
deren Zahl vermutlich in die Hunderttausende geht, und die
nicht sehr beeindruckenden Ergebnisse der Chemotherapie
des Krebses. Eine Strategie fiir solche Untersuchungen, auch
wenn sie nur Wahrscheinlichkeitswert besitzt, ist daher in
hochstem Maf3 erwiinscht. Die bereits erwdhnten Arbeiten
von Cammarata™® und Hansch'?®) gehen in diese Richtung,

. Ein Grundgedanke, der sich noch nicht sehr weit durchgesetzt

zu haben scheint, ist das Erfordernis einer Mindestgré3e fiir
hochspezifische Molekiile. Arzneimittel wie Sulfonamide blok-
kieren in Bakterien eine Reihe von Enzymen, die sich merklich
von den entsprechenden Enzymen in Sdugetierzellen unter-
scheiden; selbst wenn sich diese Arzneimittel mit einigen
Proteinen in der Siugetierzelle vereinigen, so hat das in der
Regel keine dramatischen biologischen Folgen. Krebs — wie
es besonders in den Viren-Theorien vorgeschlagen wird —
beruht aufeinem Defektim Genom, vielleicht in einigen viralen
Onkogenen, die in das Genom des Wirtes eingebaut sind.
Arzneimittel gegen verschiedene Krebsarten miillten daher
eine Spezifitidt besitzen, die mit der von Repressor-Proteinen
vergleichbar ist™*#!; es ist ziemlich hoffnungslos, nach einem
einfachen Molekiil zu suchen, welches diese Aufgabe wirklich
erfiillen kann. Bei Makromolekiilen erreicht die Zahl mog-
licher Kombinationen astronomische Werte, und es ist mit
Sicherheit sehr schwierig, eine Strategie fir die Forschung
auf diesem Gebiet zu entwickeln.

Schwierigkeiten gibt es auch bei der planmiBigen Suche nach
Strukturen mit bestimmter biologischer Aktivitdt auf dem
Gebiet der antibakteriell wirksamen Arzneimittel, Pestizide,
Pflanzenwachstumsstimulatoren usw. Gleichungen des Typs
(5)-(9) konnen fiir eine gegebene Verbindungsklasse anzeigen,
welche Art der Substitution (hydrophobe Gruppen, elektro-
nenanziehende Gruppen usw.) die erwiinschte biologische Ak-
tivitdt begiinstigt. Wenn quadratische Glieder beriicksichtigt
werden, kann man auch optimale Werte fir die entsprechenden
strukturellen Parameter angeben (optimale Hydrophobiztiit,
optimale Elektronegativitit usw.).

Eine andere Mdoglichkeit vorzugehen beruht auf dem Modelt
von Free und Wilson'*%). In diesem Modell wird die biologische
Aktivitiit als Summe aus Beitrdgen von Molekiilsegmenten
angesehen, die Substituenten enthalten kénnen. Unter Zugrun-
delegen einer bestimmten Mindestzah! an biologischen Aktivi-
titen werden die Wirkungen der Substituenten in den verschie-
denen Scgmenten berechnet, und man kann innerhalb der
vorgegebenen Gruppe von Segmenten und Substituenten vor-
hersagen, welches Molekiil am aktivsten sein sollte.

Mehrere Arten erwiinschter biologischer Wirkungen lassen
sich mit einer groBen Zahl von Verbindungen erreichen, die
sich in jhrer chemischen Struktur oft stark unterscheiden.
Um solche umfangreichen Datenreihen zur Vorhersage der
glinstigsten chemischen Struktur zu verwenden, miissen u. U.
Computer herangezogen werden. Vorschlige von Hiller et
al.* 9 fiir solche Berechnungen beruhen auf einem perzeptroni-
schen, einem logisch-strukturellen oder einem topographi-
schen Algorithmus. Aus Untersuchungen mit mehreren Grup-
pen chemischer Verbindungen ergibt sich fiir dic Vorhersage
aktiver oder nicht aktiver Verbindungen cine mittlere Zuver-
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lidssigkeit von 7580 %,. Ein Problem solcher Computer-Such-
methoden besteht darin, einen geeigneten ,Katalog™ von
Strukturparametern zu entwickeln, mit dessen Hilfe man die
Verbindungen charakterisieren kann.

Zur Zeit fithren die Methoden zur Vorhersage von Strukturen
mit einer erwiinschten biologischen Aktivitdt nur innerhalb
von Verbindungsreihen mit dhnlicher chemischer Struktur
zu zufriedenstellenden Ergebnissen. Die hohen Anforderungen,
die in einigen Fillen an die Spezifitéit gestellt werden miissen,
verlangen den Einsatz von Molekiilen zunehmender Grofle
und Komplexitit - man erinnere sich z. B. an die Antibiotica
des letzten Jahrzehnts. Dadurch vergroBert sich die Zahl von
Verbindungen, die getestet werden sollten, ganz enorm. Die
Synthese aller dieser Stoffe wiire sehr mithsam. Bessere Kennt-
nisse iiber die Strukturparameter, die fiir die biologische Akti-
vitdt und Spezifitéit verantwortlich sind, werden daher drin-
gend bendtigt, - Eingegangen am 18. Miirz 1974 [A 22]

Ubersctzt von Dr. Wolfyang Karau, Neustadt/Weinstr.
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