Flexible Pharmakamolekiile und dynamische Rezeptoren [**]

Von R. J. P. Williams[*]

Wenn sich ein kleines flexibles Pharmakamolekiil an seinen ebenfalls beweglichen Rezeptor
{Protein, Membran etc.) bindet, kann sich dessen Form und Funktion verdndern. Das Studium
von Art und AusmaB dieser Anderungen mit vielen unabhingigen Methoden gibt Einblicke
in die Wirkungsweise von Arzneimitteln. Das statische Schliissel-Schlo3-Modell mufl wahrschein-
lich durch das nicht so exakt definierte Konzept der dynamischen Zusténde ergidnzt oder

ersetzt werden.

1. Einleitung

Das Hauptproblem bei der Einwirkung von Pharmaka auf
biologische Systeme ist leicht formuliert: Um mit einem biolo-
gischen System in Wechselwirkung treten zu kénnen, muB
sich ein Pharmakon zuerst daran binden und dann mit ihm
umsetzen. Im einfachsten Fall einer Zweistufenreaktion gilt

k k
P+Rf£ PR3, PIR! ... ()
b

Darin ist P das Pharmakon, welches sich schnell und reversibel
an einen biologischen Rezeptor R, z.B. ein Protein, DNA,
RNA oder eine Membran, unter Bildung von PR bindet.
Diese Reaktion hat die Gleichgewichtskonstante

:_z = Kex=[PR]/[P][R]

Viele solche ,erste” Reaktionsschritte konnen aufeinanderfol-
gen, bis schlieBlich der Zustand vorliegt, der die endgiiltige
Bindung ermdéglicht. Der zweite Schritt in Gl. (1), der bereits
fiir die Wirkung notwendig sein kann, ist die irreversible che-
mische Vereinigung von P in der Form P! mit dem Bereich
des biologischen Systems R!, der P {oder P') gebunden hat.
R! ist z.B. ein Protein, RNA, DNA oder eine Membran und
kann mit R identisch sein. Die Reaktionsgeschwindigkeits-
konstante kpg ist im einfachsten Fall erster Ordnung, und
auch hier konnen wieder viele solche Schritte beteiligt sein.

In diesem Aufsatz geht die Analyse der Wirkungsweise von
Pharmaka von den wesentlichen Eigenschaften der Reak-
tionswege aus und beginnt mit den Strukturen von P und
R selbst. Als Eigenschaften (Strukturmerkmale) werden alle
die Konformationen angesehen, die P und R durchlaufen miis-
sen, um einen Endzustand PR oder P'R! zu erreichen. Feeney,
Roberts und Burgen'), die bei NMR-Studien die Beweglichkeit
von Pharmaka- und Hormonmolekiilen beobachten, betonten
die Bedeutung dieser Reaktionswege. Mein Interesse am Pro-
blem der konformativen Beweglichkeit hat sich unabhiingig
und parallel bei konformationsanalytischen Untersuchungen
an kleinen und groBen Molekiilen in Losung entwickelt; auch
hierfiir wurden ausgekliigelte NMR-Methoden herangezogen.
Bisher wurden die Strukturen von P und R (die im Hinblick

[*] Prof. Dr. R. J. P. Williams

Inorganic Chemistry Laboratory, University of Oxford

South Parks Road, Oxford OX1 3QR (England)
[**] Nach der Merck, Sharp and Dohme Scientific Lecture (London 1976)
und einem Vortrag beim Symposium ,Drug-Receptor and Drug-Enzyme
Interactions* (Namur 1976).

Angew. Chem. 89, 805-816 (1977)

auf die Pharmakon-Rezeptor-Wirkung diskutiert werden sol-
len) in Losung oft schon dann als bekannt angenommen,
wenn die Rontgen-Strukturanalyse des Kristalls fertiggestellt
war. Dabei blieb jedoch die Population der Konformationen
eines Molekiils in Losung in Abhéngigkeit von der Zeit unbe-
riicksichtigt. Dies fiihrte zu einer Uberbetonung der Notwen-
digkeit einer strukturellen Anpassung, die z. B. durch die Be-
griffe ,,Schliissel-SchloB“ und ,induzierte Anpassung® zum
Ausdruck kam. Das soll an Beispielen niher erldutert werden.

Die Rontgen-Strukturanalyse mehrerer kristalliner Penicilli-
ne ergab, dall zwei Ringkonformationen auftreten konnen
(Abb. 1). Die Konformation hangt von der Art der Substituen-
ten am viergliedrigen Ring ab. Wir haben die Konformation
einiger dieser Penicilline in widBriger Losung NMR-spektro-
skopisch in Gegenwart lanthanoid(i11)-haltiger Verschiebungs-
reagentien!? studiert. Dabei zeigte sich, daB die Struktur der
Penicilline in Losung wenig oder iiberhaupt nicht von der
Substitution an den Ringen abhingt. Die Ergebnisse legen
nahe, daB3 wahrscheinlich beide Konformationen miteinander
im Gleichgewicht stehen, wobei eine Konformation iiberwiegt.
Im Prinzip hitten sich auch die Geschwindigkeitskonstanten
fiir das Umklappen der Konfigurationen bestimmen lassen.
Wir miissen uns nun fragen, ob eine spezielle Struktur und
—wenn ja — welche fiir die Wirkung eines Pharmakons wichtig
ist und ob die Art und die Geschwindigkeit der Konforma-
tionsidnderungen eine eigene Bedeutung hat.

Abb. 1. Allgemeine Formel der Penicilline; rdumliche Anordnung der Atome
in kristallinem Penicillin G (links; R’=Ph—CH,—CO—NH) und Ampicillin
(rechts; R'=Ph—CH(NH,;y—CO—NH).

Eine rasche Durchsicht von Pharmakamolekiilen zeigt tat-
séchlich, daB3 nur eine begrenzte Zahl ein starres Geriist besitzt
und daB die Konformation dieser Molekiile in gebundenem
Zustand sich offenbar leicht anhand von Kristall- oder
Losungsuntersuchungen beschreiben 148t (siehe aber weiter
unten). In allen anderen Fillen kann das Pharmakonmolekiil
mehrere Konformationen annehmen, die wie bei den Penicilli-
nen durchaus im Gleichgewicht miteinander stehen konnen.
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Wir miissen die relativen Energien der mdglichen Konforma-
tionen des nicht gebundenen Arzneimittels beriicksichtigen,
denn falls nur ausgewihlte Konformationen vom Rezeptor
gebunden werden, sollte die Wahrscheinlichkeit der Bindung
des Pharmakons in einer dieser Konformationen direkt pro-
portional zu ihrem Vorkommen in freiem Zustand sein. Beim
Entwurf neuer Pharmaka k6nnte man also teils von der Anpas-
sung, teils — wenn es sich um konformativ bewegliche Pharma-
ka handelt — von der Einschrinkung der Konformationsbe-
weglichkeit der (ungebundenen) Pharmaka ausgehen. Letzteres
konnte jedoch auch falsch sein, denn vielleicht ist gerade
die Flexibilitdt des Pharmakons fiir die Bindung oder die
Reaktion unerldBlich. In diesem Fall sind Kenntnisse iiber
die Konformationsbeweglichkeit des Pharmakons wesentlich
fiir das Verstehen seiner Wirkung, Einige der durch k, erfal3ten
Schritte in Gl. (1) sind notwendige Bewegungen des Pharma-
kons auf dem Weg zur endgiiltigen Bindungsstelle — eine
Schlingelbewegung des Pharmakons zur ,besten” Stelle. Bei
der Entwicklung eines Pharmakons sollten sowohl die dynami-
schen Eigenschaften eines Molekiilgeriistes beriicksichtigt als
auch eine Struktur angestrebt werden, die in den angenomme-
nen festen Rezeptor palt. SchlieBlich wird in diesem Aufsatz
gezeigt werden, daB die groBen Rezeptormolekiile nicht not-
wendigerweise weniger flexibel als die kleinen Pharmakamole-
kiile sind. Statistische und zeitabhingige Verinderungen, wel-
che die Konstanten in Gl. (1) beeinflussen, miissen daher
an den Rezeptoren genauso untersucht werden.

Eine Diskussion iiber die Wirkungsweise von Pharmaka
und Rezeptoren erscheint nur dann sinnvoll, wenn man deren
Beweglichkeit sorgfiltig analysiert. Es soll daher zunichst
auf den neuesten Stand unseres Wissens iiber Strukturen in
Losung und iiber das Kriftespiel der Molekiilkonformationen
eingegangen werden.

2. Allgemeines iiber die Starrheit kleiner Molekiile in
Losung

AuBer der Konformation von Penicillinen in Lsung haben
wir auch die Konformationen einer Reihe von Aminosduren,
kleinen Peptiden, Zuckern und Nucleotiden untersucht, denen
offensichtlich viel mehr Bewegungsmoéglichkeiten gegeben
sind®'#., Diese Untersuchungen fiihrten zum SchluB, daB es,

obwohl die kleinen Molekiile durchaus beweglich sein miissen

(Rotation um sterisch wenig behinderte Einfachbindungen),
bestimmte ,,Konformationsfamilien“ oder eine sehr kleine
Gruppe von Konformationsfamilien gibt, die fiir jeden Mole-
kiiltyp charakteristisch und weitaus bevorzugt sind, was mog-
licherweise auf der Solvatation durch Wasser beruht. Unter
einer Konformationsfamilie soll eine relativ kleine Gruppe
verwandter Strukturen verstanden werden, deren Bindungs-
winkel sich nur geringfiigig unterscheiden. Dies 148t sich an
einfachen Nucleotiden zeigen. Wir wollen aber nicht direkt
auf die Konformation dieser Nucleotide eingehen, wie sie
aus NMR-spektroskopischen Daten abgeleitet wurde, sondern
stattdessen die NMR-Daten miteinander vergleichen, um Ex-
periment und Interpretation auseinander zu halten.

Wir versuchten, das NMR-Spektrum eines Molekiils in Lo-
sung moglichst detailliert auszuwerten und zuzuordnen. Das
bedeutet, daB jeder *H-, 13C-, 3'P- und *°F-Kern im Molekiil
so genau wie moglich untersucht wird. Hier soll besonders
ausfiihrlich auf die 'H-NMR-Daten eingegangen werden. Aus
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der Feinstruktur der Spektren lassen sich die Kopplungs-
konstanten entnehmen, die von der relativen Stellung der
gekoppelten Protonen im Raum abhingen. Beispielsweise
kann in einem System wie C(H!)—C(H?) die geometrische
Beziehung von H! und H? ermittelt werden. Einschrinkungen
der freien Drehbarkeit um die C—C-Bindungen sind daraus
in qualitativer und bisweilen auch halbquantitativer Hinsicht
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Abb. 2. a) EinfluB einer paramagnetischen Lanthanoid(1l1)-Verbindung im
Koordinatenursprung auf den NMR-spektroskopisch erfaBten Kern. Der
Zusatz der paramagnetischen Verbindung (,,Verschiebungsreagens*) bewirkt
eine Verschiebung (b— c) und/oder Verbreiterung {(b-»d) der Linien im NMR-
Spektrum. Die Verbreiterung steht in direkter Beziehung zu T,n; die Verschie-
bung § gilt fiir den allgemeinen Fall eines rhombischen Feldes. In einem
axialen Feld ist Q=0 (vgl. [3]).

abzuleiten. Aus den Protonenrelaxationszeiten kann man die
Entfernungen zwischen den nicht miteinander verbundenen
H-Atomen feststellen. Weitere Daten iiber kleine, ortlich be-
grenzte Konformationsbereiche erhilt man durch das Studium
des Kern-Overhauser-Effektes. Alle diese Methoden sind eine
Zeitlang von vielen Forschern angewendet worden. Wir haben
dariiber hinaus die 'H-NMR-Spektren kleiner Molekiile in
Gegenwart von Verschiebungsreagentien mit gebundenen pa-
ramagnetischen Tonen untersucht, die in Wechselwirkung mit
dem kleinen Molekiil treten (Abb. 2). Die NMR-Spektren
werden durch diese Sonden in doppelter Hinsicht gestort:
1. Die Absorptionslinien werden verschoben (8), wenn das
paramagnetische Ion eine kurze Elektronenrelaxationszeit hat,
2. die Relaxationszeit dndert sich, d.h. die Linien werden
breiter (B), wenn das paramagnetische Ion eine lange Elektro-
nenrelaxationszeit hat. Die Gleichungen

5=A(3cos?0—1)/r? 2)
B=C(1/r% (3

zeigen, daB 6 ein Vektor ist, der von der Entfernung r des
betrachteten Kerns vom paramagnetischen Ion sowie vom
Winkel 0 zwischen der Hauptachse des paramagnetischen
Verschiebungsreagens und der Richtung dieses Reagens zum
Kern (vgl. Abb. 2) abhingt, wiahrend B eine skalare GroBe
ist. In den Gleichungen sind A und C Konstanten, die vom
betrachteten Kern unabhéngig sind. [Gl. (2) liegt die Annahme
zugrunde, daB das gebundene paramagnetische Ion ein axial-
symmetrisches magnetisches Feld erzeugt. Einzelheiten iiber
die Methode siehe ©*1.] Geht man davon aus, daB die Stelle
bestimmt werden kann (was der Fall ist), an der das parama-
gnetische Ton an das zu untersuchende Molekiil gebunden
wird, dann liefern die Verschiebungs- und Relaxationsmessun-
gen direkt einen Satz Konformationsparameter, 5 und B, so
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wie auch Kopplungskonstanten Konformationsparameter
sind. 6 und B konnen empirisch fiir den Vergleich der Anord-
nung sehr vieler, im Molekiil weit voneinander entfernter
Atome verwendet werden. Natiirlich ergeben alle Varianten
der NMR-Methode zusammen die grofte Zahl von Konforma-
tionsparametern und sollten gemeinsam zur Definition der
Struktur herangezogen werdenl"],

Abb. 3. 5'-Adenosinmonophosphat (5-AMP). Die Bindungen, die anscheinend
frei rotieren konnen, sind durch Pfeile markiert.

Tabelle 1. Durch Lanthanoid(IIl)-haltige Verschicbungsreagentien bewirkte
Verschiebung 8 der NMR-Signale der Protonen des Zuckerteils von Nucleoti-
den, angegeben als Verhiltnis R =3§(i-H)/3(5'-H) [9] [siche Abb. 2, Abb.
3 und Gl (2)]

Nucleotid pH R=05(i-H)/8(5'-H)
i=1 i=2 i=3 i=4
5'-AMP 20 0.09 0.24 0.40 0.32
7.6 0.09 0.26 0.38 0.34
5.GMP 8.0 0.11 0.27 0.38 0.33
5-CMP 2.0 0.10 0.20 040 0.32
7.6 0.08 0.21 0.38 0.31
5'-UMP 2.0 0.07 0.20 0.38 0.32
7.6 0.08 0.25 0.37 0.32
5'-d-TMP 23 0.08 0.30 0.37 0.35

Tabelle 1 enthiilt Verschiebungsdaten fiir die Protonen eini-
ger Nucleotide (Abb. 3). Darin ist die beobachtete Verschie-
bung 8 (i-H) des NMR-Signals eines Protons i-H, die ein gebun-
denes Lanthanoid(1)-Ion hervorruft, durch die Quotienten
R aus dieser Verschiebung und der Verschiebung des Protons
5'-H, 8(5'-H), ausgedriickt (siche Abb. 2). Die Verschiebungen
konnen nicht nur mit paramagnetischen Lanthanoid-Ionen,
sondern auch mit vielen anderen Reagentien erzeugt werden.
Auffallend ist, daB fast innerhalb der experimentellen Fehler-
grenzen alle Nucleotide denselben Satz von Konformationspa-
rametern geben. Entsprechende relative Relaxationsdaten und
Kopplungskonstanten sind ebenfalls beinahe invariant. Das

[*] Alle NMR-Methoden liefern Daten, die sich auf die gemittelte Konforma-
tion beziehen, Es ist einerlei, ob man diese als einzelne Konformation mit
nicht idealisierten Bindungsiingen und Bindungswinkeln [2, 3, 5] oder als
Kombination aus zwei oder drei oder vier oder noch mehr idealisierten
Konformationen beschreibt. Haufig sind gemittelte Konformationen analy-
siert worden, die man aus zwei oder mehreren Konformeren erhalten hatte,
die ihrerseits nach Energieberechnungen fiir die Gasphase vorgeschlagen
worden waren. Wie Feeney et al. [7] gezeigt haben, ist es immer méglich,
NMR-Daten auf diese Weise anzupassen. Aber obwohl man experimentelle
Parameter durch solche halbtheoretischen Anndherungen gewil besser anpas-
sen kann (weil mehr Variable eingefiihrt werden) als wenn man von einer
einzigen Konformation ausgeht, muB eine Anpassung immer mit Vorsicht
betrachtet werden, da die Theorie nicht fiir solvatisierte Spezies gilt. Es
ist daher wichtig, die Strukturmerkmale von Molekiilen in Losung mit vielen
voneinander unabhiingigen Methoden zu priifen, z. B. durch Messung von
Kopplungskonstanten, Relaxationsdaten, Verschiebungsdaten und Kern-
Overhauser-Effekten, und zwar zunichst unter Verwendung einer Konforma-
tion und erst spiter von Kombinationen zweier Konformationen.
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kann nur bedeuten, daB unabhiingig von der Base (Pyrimidin
oder Purin) und vom Zucker (Ribose oder Desoxyribose) die
Konformation des Nucleotids (einschlieBlich der gemittelten
Beweglichkeit) mehr oder weniger festgelegt und iiberraschen-
derweise mit der Konformation im Kristall eng verwandt
ist. (Nebenbei sei bemerkt, dall — obwohl sich Desoxyuracil-
und Uracilmonophosphat von Desoxycytidin- und Cytidin-
monophosphat in der Kristallstruktur unterscheiden — ihre
Strukturen in Losung iibereinstimmen. Moglicherweise ist der
beobachtete Unterschied wie im Fall des Penicillins ein Arte-
fakt bei der Kristallisation.) Die gleichen Resultate wurden
unabhingig von Sundaralingam'®! nur aus K opplungskonstan-
ten abgeleitet. Sundaralingam ging so weit zu behaupten, da3
die Nucleotide in Losung relativ starr sein miissen.

Dadie Beweglichkeit dieser Molekiile zweifellos stark einge-
schriankt ist, muB} die relative Stabilitdt der beobachteten Fami-
lie (gemittelter) Konformationen in diesen Nucleotiden zum
Teil auf den Eigenschaften des Wassers beruhen, das als L6-
sungsmittel dient. Bei Anderung des Losungsmittels tritt eine
andere Familie stabiler Konformationen auf. So ist in Dime-
thylsulfoxid die (gemittelte) Konformation der monomeren
Nucleotide anders als in Wasser, und in einigen wiBrigen
Systemen beeinflussen sogar Salze und Denaturierungsmittel
wie Harnstoff die Konformation kleiner Molekiile, wie Mes-
sungen mit Verschiebungsreagentien ergaben!'®. Wir weisen
darauf hin, daB3 Rezeptorstellen vielleicht ganz andere ,,Solva-
tations“-Eigenschaften als Wasser haben und energetisch viel-
leicht eine ganz andere Konformationsfamilie bevorzugen als
die in wilriger Losung beobachtete. Alle diese Daten lehren
uns nichts iiber die Natur der nicht bevorzugten K onformatio-
nen oder iiber die Geschwindigkeit des Umklappens in selten
auftretende Konformationen. Es ist allerdings anzunehmen,
daB dieses Umklappen schnell verlduft, da keine getrennten
Signale fiir verschiedene Zustdnde zu sehen sind (wir wissen
allerdings nicht, ob solche Zustédnde geringer Wahrscheinlich-
keit iiberhaupt existieren). In der Tat konnten viele Konforma-
tionen auftreten, die sich stark von den NMR-spektroskopisch
gefundenen unterscheiden, und withrend 1 % der Zeit konnte
fast jede beliebige Konformation X vorliegen, ohne mit den
Methoden fiir geloste Molekiile entdeckt zu werden. Wenn
jedoch X die fiir die Wirkung erforderliche Konformation
ist und die Wahrscheinlichkeit fiir die Bildung dieser speziellen
Molekiilform 1:100 betrdgt, dann sollte man ein besseres
Molekiil oder Pharmakon konstruieren, bei dem dieser Faktor
erheblich giinstiger liegt.

Aus diesen Befunden ergeben sich fiir die Untersuchung
von Pharmaka folgende einfache Konsequenzen, die bisher
nicht ausgesprochen worden sind:

1. Nur bei den Arzneimitteln, die ein starres Geriist besitzen
(Tabelle 2), konnen wir die Beweglichkeit vernachlissigen,
aber auch hier miissen wir die Mdéglichkeit einer Solvatation
durch Wasser (oder ein anderes Losungsmittel) in Betracht
ziehen. So fanden wir, daf3 der Phosphat- und der Zuckerring
in gelostem cyclischem 3',5'-Adenosinmonophosphat (3',5'-
cAMP) die gleiche Struktur wie im Kristall haben (Rontgen-
Strukturanalyse); man darf annehmen, dal} diese Form relativ
starr ist!®], Der Rezeptor konnte genau dieses Geriist binden,
aber gerade weil die Hydratation unbekannt bleibt, ist es
denkbar, daB} die hydratisierte Form eines Molekiils die Wir-
kung hervorruft, wenn die Stereochemie der Rezeptorstelle
nicht aus Untersuchungen der Struktur dieses kleinen Mole-
kiils im Kristall oder in Losung abgeleitet werden kann.
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Tabelle 2. Starre und flexible Pharmakamolekiile [a].

relativ starr flexibel miBig flexibel
Chinin geradkettige Alkohole Penicilline
(viele Alkaloide) Stickstofflost (N-Methyl- Chlorampheni-
Sulfonamide bis{2-chlorethyl)amin) col

Steroide und Derivate Streptomycin
Tetracycline lineare Polypeptide Mepacrin
Morphin Phenothiazin
Cocain Nicotin

[a] Es ist sehr niitzlich, Molekiilmodelle der Pharmaka anzufertigen, um
sich die Zahl der moglichen statischen und dynamischen Wirkungsweisen
vor Augen zu fiihren.

2. Es gibt auch viel beweglichere Pharmamolekiile (Tabelle
2). Zum Beispiel war es uns nicht méglich, mit unseren Metho-
den eine ,,Struktur” fiir 2',3-cAMP vorzuschlagen; die Annah-
me liegt nahe, daB die NMR-Daten nicht auf eine einzige
Konformationsfamilie zuriickgefiihrt werden konnen!®), Fiir
solch ein Molekiil, welches sich zwischen zwei oder mehr
recht verschiedenen Konformationsfamilien bewegen kann,
sind Kenntnisse iiber die Konformationen im Kristall oder
in Losung von viel begrenzterem Wert, weil nicht nur die
Hydratation unbekannt ist, sondern auch die Art oder die
Zahl der durchlaufenen Konformationen [Schritte in Gl. (1)],
und wir wissen nicht, welche Konformationen im Endzustand
wichtig sind. Das Problem wird umso komplizierter, je groBer
die betrachteten Molekiile werden; auBler der Bindung von
Pharmaka betrifft es vielleicht generell die Wirkung von Sub-
stanzen im biologischen Geschehen.

3. Nach unseren Untersuchungen ist die Orientierung der
Basein 3',5-cAMP relativ zu den beiden Ringen des cyclischen
Systems nicht in demselben Umfang festgelegt, wie in den
einfachen Nucleotiden 5'- und 3-AMP!8]. So kann es fiir die
Base des 3',5-cAMP leicht sein, durch allerlei Schlingelbewe-
gungen die richtige Bindungsstelle, den Rezeptor, zu erreichen.
Ob sich ein Molekiil bindet, kann also davon abhingen, ob
es an eine bestimmte Stelle gelangen kann, denn die Rezeptor-
stelle braucht nicht auf einer offenen Oberfliiche zu liegen[™.
Die Bedeutung von Molekiilbewegungen fiir die Pharmakawir-
kung ergibt sich besonders aus einer genauen Betrachtung
von Hormonen.

2.1. Hormone und Peptidhormone

Aufden ersten Blick ist es iiberraschend, daB} kleine Molekii-
le wie Adrenalin, 5-Hydroxytryptamin und Acetylcholin als
Hormone und Transmitter in Betracht kommen, denn diese
Molekiile besitzen — wenn iiberhaupt — nur einen sehr kleinen

[*1 Moglicherweise miissen die Chemiker, die sich mit der Entwicklung von
Arzneimitteln beschiftigen, ihre Ansichten jetzt etwas dndern. Die dufBlere
,,Gestalt“ eines Molekiils stimmt bei 0K — wenn sie mit Kurzzeit-Methoden
(Zeitkonstante <1073 s) ermittelt wird — in bezug auf Bindungswinkel und
-lingen mit den Vorhersagen iiberein, die auf unserem Wissen tiber einfache
Molekiile wie Methan beruhen. Zum Studium der Wechselwirkung zwischen
einem beweglichen Molekiil und einem beweglichen Rezeptor kénnte ein
raumfiillendes Modell besser geeignet sein, in dem Methan ein einfacher
Ball wire und ein Indolring sich durch eine abgeflachte rotierende Scheide
wiedergeben lieBe. Die Dynamik schlieBt in diesen Fillen eine Rotations-
bewegung um mehrere Achsen, aber keine Translation ein. Aber auch die
Translation kénnte wichtig sein, und vielleicht sollten wir in Rezeptoren
nach Tunneln und Kanilen suchen, die ,,Tore* haben, an denen Schlidngel-
bewegungen eines kleinen Molekiils unter &rtlichen Wechselwirkungen ab-
laufen kénnen. Die Kanile miissen so gebaut sein, daB das ganze Molekiil
hindurchpaBt, wenn es Schlingelbewegungen ausfiihrt; die Form der Kaniile
14Bt sich aber nicht aus der Struktur eines einzigen Molekiils ableiten.
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starren Teil und nur wenige Stellen (z. B. OH- und NH,-Grup-
pen), mit deren Hilfe sie selektiv erkannt werden konnen.
Die Molekiile enthalten auch einige Bindungen, die relativ
leicht frei drehbar sind. Da Hormone sehr spezifisch wirken
miissen, sollte man annehmen, da} die Molekiile viel starrer
sein miissen. Beriicksichtigt man jedoch, daB sich ein Molekiil
,schlingeln“ muB, um seinen Wirkort zu erreichen, dann kénn-
ten schnelle Bindungs- und Losevorginge erforderlich sein,
an denen mehrere Konformationen mitwirken!!l. So kénnte
wie oben ein Kompromifl zwischen einer guten Anpassung
von Hormon und bindender Oberfldche im Endzustand und
einer Beweglichkeit erzielt werden, die erforderlich ist, um
den Wirkort zu erreichen. Dieser Kompromi8 schlieBt einen
Verlust an Bindungsvermégen ein, der vom statistischen Ge-
wicht der Konformere in freier oder gebundener Form ab-
héngt. Es ist nicht leicht, ein optimales System fiir solch ein
schnelles und selektives Binden auszuarbeiten. Da aber mog-
licherweise die Bindungsstelle und die in Losung vorherrschen-
de Konformation aufeinander zugeschnitten sind, wird es sich
immer lohnen, bei der Entwicklung von Pharmaka, die mit
Hormonen oder Transmittern in Konkurrenz treten sollen,
zunichst nach Stoffen mit dhnlichen Konformationen zu su-
chen.

Es ist auch bemerkenswert, daB} viele groere Hormone
sich von 3',5'-cAMP oder Steroiden unterscheiden, deren kon-
formative Beweglichkeit sehr beschréinkt sein muf3. Stattdessen
liegen viele als offenbar ungeordnete lineare Polymere vor,
angefangen von Tripeptiden bis zu h6heren Peptiden wie Glu-
cagon, die Molekulargewichte von iiber 10000 haben. Diese
Molekiile miissen sehr flexibel sein, was durch NMR-Messun-
gen tatsdchlich bestitigt wurde. Geht man davon aus, daB
der Rezeptor das ganze Hormon erkennen muB, dann ist
die Wahrscheinlichkeit fiir korrekte Paarung zwischen dem
Hormon und dem Rezeptor umso geringer, je langer die Kette
dieser Hormone ist. Es will scheinen, dal3 kleine oder starre
Hormonmolekiile schnell wirken, wihrend ldngere flexible
Molekiile langsamer, dafiir aber vielleicht hochselektiv wirken.
Damit sind alle statischen und dynamischen Méglichkeiten
zum Erreichen der Selektivitit erfal3t (Tabelle 3).

Tabelle 3. Natiirlich vorkommende starre und flexible kleine Molekiile und
Hormone [a].

relativ starr flexibel miBig fexibel

Auxine Spermin Vasopressin

Thyroxin Glutathion Oxytocin

Trypsin-Inhibitor Corticotropin (ACTH) Nucleotide

Him Freisetzungshormon Vitamin E und K

Coenzym B, viele Lipide Bacitracin
Glucagon Folsdure
Melanocyten-stimu- Polysaccharide
lierendes Hormon ATP

{a} Es ist anzunehmen, daB durch sterische Hinderung wie in Thyroxin,
Ringbildung wie in Vasopressin und Quervernetzung wie im Trypsin-Inhibitor
jeweils ein Teil des Molekiils starr wird.

Besonders interessant ist in dieser Hinsicht eine neuere
Arbeit tiber Insulin, aus der sich ergibt, daB mindestens ein
Zehntel des Peptids konformativ beweglich ist!!®1, Hier fiihrt
der kooperative Effekt von Metall-ITonen und Anionen, die
an verschiedenen Stellen gebunden werden, zu einer Umlage-
rung des Peptids. Wir haben mit NMR-Methoden bestiitigt,
daB eine entsprechende Konformationsidnderung des Insulins
in Losung auftritt, wenn man die gleichen Reagentien zu-
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gibt!!!], Die Anderung hingt vom Anion und vom Kation
(d.-h. vom Salz) sowie von der Temperatur ab. Dieses Resultat
148t wieder Zweifel am Wert von Kristallstrukturen als Grund-
lage der Diskussion iiber die Wirkung solcher Hormone auf-
kommen - wenn man von den Regionen mit unbeweglicher
(starrer) Oberfldche absieht (siehe Trypsin-Inhibitor in Ab-
schnitt 2.2). Die Beobachtungen lassen sich auch verwenden,
um den Synergismus zweier kleiner ,Pharmaka“, hier X
(Zn**) und Y~ (Cl~ oder 17), auf einer Rezeptoroberfliche
(Insulin) zu beschreiben, indem man beriicksichtigt, daB so-
wohl starke Konformationseffekte in einigen Regionen als
auch allgemeine Verdnderungen kleineren Ausmales in groBe-
ren Bereichen des Molekiils auftreten konnen (siche Abschnitt
22).

2.2. Kleine Molekiile: Zusammenfassung

In Tabelle 3 sind viele Molekiile aufgefiihrt, die in biologi-
schen Systemen gefunden wurden. AuBler Peptiden und Poly-
nucleotiden!® 12! haben wir Molekiile wie Adenosintriphos-
phat (ATP)!!3 und Vitamin B,,""*) mit den gleichen NMR-
Methoden unter Verwendung paramagnetischer Verschie-
bungsreagentien auf die Konformation hin untersucht. In den
letzten beiden Fillen sind die Strukturen in Lésung und im
festen Zustand wieder relativ dhnlich. Wir stufen daher diese

Ala 42

Me'f 12

Ata110

Val 108

menten alle méglichen Zwischenzustinde auftreten und sich
die Teile groBer Molekiile verschieden verhalten kénnen.

3. Die Rezeptorstelle: Einfiihrung

Die Diskussion tiber die Struktur des Rezeptors muf} ebenso
wie beim Studium kleiner Molekiile gefiihrt werden. Wir miis-
sen zunéchst in Kristalle gezwingte Molekiile und freie Mole-
kiile in Losung untersuchen, um zu Hypothesen iiber die
Geometrie und Dynamik des Rezeptors zu gelangen. Wir
wollen davon ausgehen, daB3 Rezeptorstellen besondere Regio-
nen der Proteine, DNA, RNA, Membranen oder Polysacchari-
de sind. Was koénnen wir iiber die Struktur solch groBer
Molekiile in biologischen Systemen aussagen? Zuerst wenden
wir uns der Untersuchung dieser groBen Molekiile in Losung
Zu.

3.1. Proteine als flexible Molekiile

Seit 1974 kommt man langsam von der Vorstellung starrer
Konformationen der Makromolekiile ab. Wir trieben diese
Entwicklung voran, indem wir Proteine durch hochauflésende
'H-NMR-Spektroskopie untersuchten!!”! (Abb. 4). Parallel zu
unseren Studien liefen Arbeiten von Sykes sowie Wiithrich''®
an Peptiden, wihrend viele andere Autoren ' 3C-NMR-Untersu-

Met 105
I

Leu 8

Ala3l

1 ]

1 (o]

Abb. 4. Teil des "H-NMR-Spektrums von Lysozym mit Zuordnungen (Methylgruppen in den angegebenen

Aminosduren).

Molekiile als weitgehend starr ein. Andere Molekiile wie Poly-
mere und langkettige Fettsduren miissen eine grofere Beweg-
lichkeit besitzen. Sie sind in Tabelle 3 einer anderen Gruppe
zugeordnet. Nicht alle zum Vergleich herangezogenen hoher-
molekularen Peptide sind so beweglich wie Glucagon. Die
Natur der Trypsin-Inhibitoren, die recht groe Peptide, nicht
aber einfache lineare Polymere sind und die rasch wirken
miissen, 1468t den Schlufl zu, daB sie recht starr sind, denn
die S—S-Briicken und die Faltblattstruktur schrinken die
konformative Beweglichkeit weitgehend ein!'® !¢, DaB der
Trypsin-Inhibitor starr ist, zeigt sich auch daran, daB nicht
alle aromatischen Reste in den Aminosiureseitenketten frei
umklappen konnen!!S), Es muB betont werden, daB durch
die Kombinationen aus starren und beweglichen Strukturele-
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chungen durchfiihrten. In weiteren Arbeiten wird eine Vielfalt
von Techniken, z. B. Fluoreszenzléschung mit Sauerstoff sowie
Wasserstoffaustausch, zum Nachweis der Beweglichkeit ange-
wendet!'® %1 Allerdings werden die Proteinmolekiile dabei
als Ganzes diskutiert; es gelang nicht, die Beweglichkeit inner-
halb der Aminosdurekette mit diesen Methoden zu lokalisie-
ren. Unsere Arbeit gibt Aufschluf} iiber die Natur dieser Bewe-
gungen und iiber die beweglichen Stellen des Proteins. Es
wurden beobachtet:

1. Rotation und Libation (bisweilen eingeschrinkt) um
bestimmte Einfachbindungen im Inneren des Proteins,

2. groBe Beweglichkeit der Seitenketten an der Oberfliche,

3. allgemeine Beweglichkeit der (hydrophoben) Gruppen
im Innern des Proteins (,,Atmen®),
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4. gelegentliche Segmentbewegungen in der Hauptkette,

5. bei einigen Proteinen eine generelle Beweglichkeit, d. h.
sie liegen beinahe als zufdllig geknduelte Polymere vor. Tabelle
4 enthilt zusitzliche Angaben {iber diese Bewegungen.

Tabelle 4. Bewegungen von Proteinmolekiilen.

Art der Bewegung Beobachtungen

Expansion (Vibration) Temperaturabhangigkeit der Ringstrom-
verschiebungen

Relaxationszeiten

Insulin: Umwandlungen

Him: Resonanzen

Lysin: Korrelationszeiten

Tryptophan: Oszillation

Phenylalanin und Tyrosin: Umklappen
Temperaturabhingigkeit der Lage von
NMR-Signalen

Relaxationszeiten

Schnelle Segmentbewegung

Oberflachenbewegung
Langsame Bewegung von
Seitenketten

Bewegungen ungeordneter
Knéuel

3.2. Segmentbewegung: Zusammenfassung

Wir miissen annehmen, dal3 bei einigen Proteinen ein Teil
beweglich und ein Teil starr ist und daB diese Teile je nach
Protein verschieden groB sein kénnen!?° =221, Vallee et al.l**!
haben darauf hingewiesen, daBl die Region um das aktive
Zentrum in geloster Carboxypeptidase beweglich ist, und es
will scheinen, daB dies sogar auch fiir die Kristallform gilt.
Diese Beweglichkeit bewirkt relativ geringe K onformationséin-
derungen der Hauptkette, vergleichbar mit der Anderung in
der FG-Region von Himoglobin bei der Bindung von Sauer-
stoff. Inzwischen sind zahlreiche Proteine untersucht worden;
sie lassen sich nach ihrem Verhalten in sehr verschiedene
Klassen einordnen. Lysozym, Peroxidasen, Peptidasen, Car-
boanhydrase und Cytochrom c zeigen die geringsten Konfor-
mationsianderungen im Hauptgeriist ; bei Kinasen, Concanava-
lin A, Colicin Ia und Himoglobin treten weit groBere Anderun-
gen auf; Histone, Chromagranin A und Phosvitin bestehen
aus sehr anpassungsfihigen, flexiblen Ketten (Tabelle 5). Es
scheint daher, da3 groBBe Molekiile (Rezeptoren) dieselbe abge-
stufte Flexibilitdt zeigen wie kleine Molekiile. Es muf einige
sehr starre und einige sehr bewegliche Systeme geben, und
es werden alle Zwischenstufen auftreten.

Tabelle 5. Starre und flexible groBe Molekiile [a].

relativ starr flexibel maBig flexibel
Cytochrom ¢ Phosvitin Insulin
Neurotoxine [b] Chromogranin A DNA-bindende Proteine

Lysozym Histone t-RNA
Lipasen Glucagon Kinasen (?)
Peptidasen Myelin-Protein A 1 Antikorper (?7)
Nucleasen Vesiculin

[a] Normalerweise sind extrazellulire Proteine starr und oft iiber S—S-Briik-
ken vernetzt. Intrazellulire Proteine sind beweglicher, besonders wenn sie
fiir die Gleichgewichtseinstellung zwischen gebundenen und ungebundenen
Zustinden unter Beteiligung von DNA, RNA und Membranoberflichen
bendtigt werden.

[b] G. Petsko, personliche Mitteilung.

Von groBem Interesse ist Cytochrom c!?!], Obwohl seine
beiden Oxidationsstufen unterschiedliche physikalische Eigen-
schaften wie Loslichkeit und chromatographische Beweglich-
keit besitzen, konnten wir in Losung bei den beiden Oxida-
tionsstufen keine Unterschiede im Innern des Molekiils ent-
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decken. Ein dhnlicher Befund ergab sich bei kristallinem Mate-
rial. Wir beobachteten jedoch Unterschiede bei der Bindung
anionischer und kationischer Reagentien an der Oberfldche
von Cytochrom ¢ in den beiden Oxidationsstufen. Das beweist,
daB sich die Oberflichenenergie von Cytochrom ¢ dndert,
wenn die Ladung des Eisens wechselt. Eine Anderung der
Oberflichenenergie spiegelt sich in der Regel in einem Wechsel
von Ladung, Konformation und Hydratation wider; leider
lassen sich aber mit den heutigen Methoden die Zustinde
an der Oberfliche nur schlecht ermitteln. Dabei sind es diese
Oberflichenzustinde, die bei Protein-Protein- und zumindest
auch zu Beginn von Pharmaka-Protein-Wechselwirkungen er-
kannt werden.

4. Kombinationen kleines Molekiil/Protein (Pharma-
kon/Rezeptor)

Bislang sind hier die dynamischen Eigenschaften von Phar-
maka und Rezeptoren herausgestellt worden. Dabei wurden
die Pharmaka mit vielerlei kleinen Molekiilen und die Rezepto-
ren mit vielerlei groBen Polymeren verglichen. Bei der Diskus-
sion der Kombination aus Pharmakon und Rezeptor wollen
wir die dynamischen Eigenschaften in den Vordergrund stellen,
obwohl uns klar ist, da die statische Anpassung eine sehr
wichtige und anerkannte Rolle spielt. Die Diskussion soll
anhand von Beispielen erfolgen, aber bevor zu diesen Beispie-
len iibergegangen wird, muf3 man sich den Zustand des Rezep-
tors und des kleinen Molekiils vergegenwirtigen, wenn sie
sich einander nidhern. Wie oben gezeigt wurde, fluktuiert das
kleine Molekiil sehr schnell zwischen bestenfalls einigen dhn-
lichen Konformationen und schlimmstenfalls einem komplet-
ten Spektrum sehr verschiedener Zustinde. Die Oberflidche
des Rezeptors kann genauso beweglich sein — besonders bei
Zuckern und Lysinen (Antikdrpern) —, wiahrend die Beweglich-
keit in Taschen und Spalten begrenzt sein kann. Ein Pharma-
kon konnte diese beweglichen Regionen durchdringen und
dabei in manchen Fillen an eine viel tiefer gelegene Stelle
gelangen, wihrend Antagonisten den Zugang zu dieser Stelle
blockieren. Im folgenden sollen Rezeptorstellen mitsamt dem
gebundenen Pharmakon untersucht werden.

4.1. Lysozym-Saccharid-Reaktionen

Die ,Rezeptorstelle” des Lysozyms ist der Spalt, der das
Substrat aufnimmt. Er ist mit NMR-spektroskopisch leicht
erkennbaren Tryptophanresten ausgekleidet (Abb. 5), deren
Signale wihrend der Bindung des Saccharids am leichtesten
beobachtet werden konnen!?*25) Die NMR-Methode ist
schnell genug, um Schritte zu verfolgen, die mit Zeitkonstanten
von >10"*s ablaufen, und ihre Spezifitit erlaubt prizise
Angaben dariiber, welche Gruppen sich bewegen. Bei geniigen-
der Sorgfalt kann die Bewegung selbst mit einiger Genauigkeit
definiert werden (Abb. 6).

Im Ausgangszustand liegt z. B. das Disaccharid Bis(N-ace-
tylglucosamin) vor, das zwar ein miBig flexibles Molekiil ist,
aber durch Wechselwirkung mit Wasser weitgehend starr ge-
worden sein kann, so daB vielleicht 95 % der Molekiile einer
kleinen Konformationsfamilie angehoren. Das Protein Lyso-
zym enthilt einen Spalt, der einer gewissen dynamischen Bewe-
gung unterliegt, wobei sich die Seitenketten z.B. von Valin
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Abb. 5. Ausschnitt aus der Lysozymstruktur. Im Spalt befindet sich ein
Trisaccharid als Substrat (nach [25]).

| 1 | I
64 82 6.0 58

Abb. 6. Aromatischer Bereich des 'H-NMR-Spektrums von Hiihnerlysozym
(3 mmol/1) bei pH = 3.5 in Gegenwart von Tris(N-acetylglucosamin) (4 mmol/1).
EinfluB der Temperatur auf die >NH-Resonanzen von Tryptophan bei a)
37°C, b) 45°C, ¢) 55°C.

schnell und von Tryptophan langsam bewegen (vgl. Abb. 10).
Anders ausgedriickt konnen die beiden Molekiile jeweils meh-
rere geometrische Formen annehmen; einige davon sind kom-
patibel und einige nicht. Beim Bindevorgang gehen sie in
den endgiiltigen, energetisch giinstigsten, gebundenen Zustand
{iber, der — wie wir gezeigt haben — eine verminderte Beweglich-
keit besitzt. Die Gesamtreaktion, die zur Bindung fiihrt, 148t
sich durch eine Folge von Konformationszustinden wiederge-
ben:

E +S - ZES(1) > ZES(2) »
Endzustand (X der endgiiltigen Konformationen)

Darin bedeutet das Summenzeichen X alle dynamischen Zu-
stinde einer Spezies. Die dynamische Natur des Ausgangszu-
stands und der Zwischenzustidnde gestattet es, daB alle Schritte
zum Endzustand rasch ablaufen!?¥. Die beobachtete groBere
Starrheit im letzten Schritt (oder in den letzten Schritten)
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bedeutet, daB die Riickreaktion, der erste Schritt der Dissozia-
tion, langsam ablauft. LaBt man die Folgerungen auBer acht,
die sich aus dieser Darstellung fiir die Enzymwirkung ergeben,
so siecht man, daB ein Enzym-Inhibitor ein Molekiil sein kann,
das zwar die Zustinde ZES(1) oder £ ES(2), aber nicht den
Endzustand vor der Reaktion erreicht, denn der Inhibitor
braucht kein sehr gutes Abbild des Substrates zu sein, er
muB sich nur an das Enzym binden. Ein fast triviales Beispiel
hierfiir ist CN~, das sehr stark giftig wirkt, weil es in Hamo-
proteinen an die Stelle des O, tritt. Sulfonamide sind CO;
oder HCO3 nicht sehr dhnlich, werden aber in der Tasche
der Carboanhydrase anstelle von CO; gebunden. Demnach
ist zu erwarten, daB es Stoffe gibt, die mit schlechtem, méBigem
oder gutem Erfolg mit dem Substrat um die verschiedenen
Stellen im Spalt des Enzyms konkurrieren. Ein sehr interessan-
tes Beispiel wurde rein zufillig entdeckt.

NHCOCH, w HaC CHy WC e, (2

Wir wollten die Lysozymoberfliche mit Hilfe des spinmar-
kierten Substrates 3-[4-(2-Desoxy-2-acetylamino-1-glucosyl-
oxy)phenylcarbamoyl]-2,2,5,5-tetramethyl-3-pyrrolin-1-oxyl
(1) untersuchen'?®!. Dabei fanden wir, daB} die Bindung nicht
iiber den N-Acetylglucosaminrest zustandekommt, der ein Teil
des natiirlichen Substrates ist, sondern daBl der spinmarkierte
Teil direkt von der Region C der Lysozymkette gebunden
wird. Die Anpassung kann nicht vollkommen sein; dieser
Befund gab jedoch AnlaB, die Bindung des spinmarkierten
Molekiils (2 ), das keinen Zuckerrest enthilt, zu untersuchen:
Verbindung (2) wird besser gebunden als N-Acetylglucos-
amin!So wurde durch Zufall ein starker Inhibitor (Pharmakon)
entdeckt, der chemisch dem Substrat nicht dhnlich ist, aber
trotzdem besser als das Substrat-Analogon gebunden wird.
Keinerlei Priiffung des spinmarkierten Molekiils (2) und des
N-Acetylglucosamins hitte diese Parallelitit nahegelegt. Die
genaue Betrachtung von Proteinoberflachen und von Molekii-
len wie N-Acetylglucosamin oder noch besser von Steroiden
1aft erkennen, wie schwierig es fiir ein Enzym ist, sich dem
Raumbedarf und dem Bindungsvermogen eines Substrates
oder Pharmakons genau anzupassen. Ist die Beweglichkeit
der Oberfliche eingeschrinkt, so wird eine gute (nicht aber
eine vorziigliche) Anpassung sehr erleichtert. Die Anpassung
diirfte in der Tat iiberbetont worden sein, denn alles, was
erforderlich ist, ist gutes, relativ spezifisches Binden und dessen

hoher pH-wert

hohe Tempe -
ratur

scharf

A
niedriger 4o hoher pH-Wert Iohibi hoher ph-Wert
+ Lo + Inhibitor L.
pH-Wwert <«—— | niedrige Tem- | ———— | Inhibitor ge-
Tokis peratur <——— | bunden
pK=6.
immer schart breit scharf

Abb. 7. Aktives Zentrum von Lysozym [25]. Uberblick iiber die Konforma-
tionszustinde in Losung und die Linienbreite der 'H-NMR-Signale. Jedes
Kistchen gilt [iir einen Konformationszustand.
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kinetische Kontrolle. Fiir beides ist Beweglichkeit sehr niitzlich
(Abb. 7).

Eine etwas weitergehende Umlagerung wurde bei der Bin-
dung von Sacchariden an Concanavalin A beobachtet!?”). Hier
fiihrt die Bindung zu solchen Anderungen in der Proteinstruk-
tur, dal zwei vollstindige Kristallstrukturanalysen (Protein
mit Zucker und Protein ohne Zucker) erforderlich waren.
Fiir die Dynamik dieses Proteins gibt es keine Beweise. Es
sei angemerkt, daf3 auch hier ein sorgfiltig markiertes Reagens,
1-(o-lodphenyl)-B-D-glucopyranosid, mit dem die Bindungs-
stelle fiir den Zucker nachgewiesen werden sollte, an einer
unerwarteten Stelle gebunden wurde.

Ein weiteres Beispiel fiir die Beweglichkeit an der Rezeptor-
stelle fanden Burgen et al.[?8), Sie beobachteten, daB3 das Ab-
sorptionsspektrum von Carboanhydrase (als Cobalt(11)-En-
zym) durch Zugabe von Sulfonamiden verdndert wird. Die
Anderung steht in Einklang mit der Reaktion

Co(im)(Base ™) + Sulfonamid — Co(11)(Sulfonamid 7)
verzerrte tetraedrische
Geometrie Geometrie

der in 3- oder 4-Stellung substituierten Sulfonamide; der Kom-
plex mit dem in 2-Stellung substituierten Sulfonamid hat je-
doch ein Absorptionsspektrum, das zwischen diesen Extremen
liegt und auf eine ebenfalls ,,mittlere” Geometrie am Cobalt
hinweist. Es besteht allgemeine Ubereinstimmung darin, daff
das Metall in der Carboanhydrase rasch zwischen verschiede-
nen Koordinationszustdnden hin- und herwechseln kann. Die
Anderung ist zwar nur klein, doch 18t sich dieses Metallenzym
mit Enzymen wie Peroxidase und Cytochrom P-450 insoweit
vergleichen, als ein Pharmakon in die Koordinationssphire
des Metalls aufgenommen werden kann (siehe auch Tabelle
6).

Tabelle 6. Anderungen bei Metallenzymen infolge Bindung eines Pharmakons.

Enzym Metall Pharmakon Anderung
Cytochrom P-450  Eisen(1I1) Steroide low-spin «—
high-spin
Peroxidase Eisen(I1I) 3-Indolpro- Anderungen des
pionsiure g-Wertes
Myoglobin Eisen(111) Heglsy low-spin «—
high-spin
Hamoglobin Eisen(Iir) Xe low-spin «—
1,3-Diphospho- high-spin
glycerat
Carboanhydrase Cobalt(II) Sulfonamide Verzerrung der
[Zink(11)] tetraedrischen

Koordination

4.2. Peroxidase-Substrat-Komplexe

Die Komplexe von Peroxidase mit Substraten lassen sich
gut untersuchen, da einige Substrate — Indole und Phenole
— leicht auswertbare NMR-Spektren haben. Der Indolring
gehort zu den starren Gebilden, deren einfache Komplexe
wir eingehend studiert haben. Wir konnten z. B. zeigen, daf}
Indolderivate Molekiilkomplexe mit Porphyrinen bilden, in
denen die Ebenen der Molekiile iibereinander gestapelt
sind2°1. Wir haben diese Methoden spiiter auch auf die Peroxi-
dase-Komplexe angewendet!3°},

Peroxidasen sind sehr grofie Glykoproteine, die einige offen-
sichtlich bewegliche Teile, z. B. die Saccharidseitenketten, be-
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sitzen. Native Peroxidasen sind high-spin-Fe™-Enzyme. Die

Reaktion mit Cyanid wandelt sie in den low-spin-Zustand
um, wihrend die Reaktion mit Azid zu einem Gleichgewicht
der beiden Formen (low-spin=high-spin) fiihrt. Nach NMR-
Messungen zu urteilen stehen die Zustinde

nativ (weitgehend high-spin)<==,.Azid (high-spin)*“<=,Azid (low-
spin)“

miteinander in raschem Gleichgewicht, d.h. sowohl die Bin-
dung und Ablosung des Azids als auch die Spindnderungen
verlaufen sehr schnell. Tatsdchlich liegen im nativen Enzym
wahrscheinlich einige 5 % im low-spin-Zustand vor, wie es
bei Myoglobin und Himoglobin der Fall ist. Abbildung 8
zeigt, daB high-spin- und low-spin-Fe™-Him-Komplexe recht
verschiedene Strukturen besitzen. Wir miissen annehmen, daf3
Eisen(111) schnell zwischen diesen Zustdnden oszilliert und
daB der Teil des Proteins, der durch das proximale Histidin
direkt mit dem Eisen verbunden ist, ebenfalls raschen Verinde-
rungen unterliegt!?2- 311,

N(S)

Fe @) low-spin Fe®
(b) low-spin Fe ™

N

{d) high-spin Fe™

;Fe”

Abb. 8. Stereochemie der Spinzustinde des Eisens im Ham.

Wenn sich ein aromatisches Substrat an Peroxidase bindet,
entsteht kein Molekiilkomplex mit aufeinanderliegenden Ebe-
nen wie in den Modellreaktionen mit Porphyrinen. So liegt
z.B. in Peroxidase-Komplexen der 3-Indolpropionsiure das
Indolsystem wie in Abbildung 9 gezeigt vort°!. Das Indolderi-
vat wird nur durch schwache van-der-Waals-Wechselwirkun-
gen in der Tasche des Enzyms festgehalten. Andere Substrate
werden in derselben Tasche gebunden; die Beziehungen zwi-
schen diesen Substraten und ihren Bindungsstellen und zwi-
schen den Indolen und ihren Bindungsstellen unterscheiden
sich betrichtlich. Wir schlieBen daraus, dafl die Bindungsstelle
cher einem beweglichen Oltrépfchen als einem SchloB Ghnelt,
in das ein Schliissel pa3t. So 148t sich vorhersehen, dal viele
organische Verbindungen als Inhibitoren dieser Enzyme wir-
ken konnen. Es kann sein, dal} sich Entgiftungsenzyme in
der Regel so verhalten, denn an den Bindungsstellen von
Cytochrom P-450 und Alkohol-Dehydrogenasen gelangen
dhnliche Beobachtungen.
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Abb. 9. Anordnung des Hams (Teilstruktur) und des Substrates im Peroxidase-
3-Indolpropionsiure-Komplex. a) Blick auf die Ebene des Hims, b) Blick
senkrecht dazu auf die Kante des Hims.

Diese Oltropfchen fiir die Aufnahme von Substraten in
den Proteinen brauchen den kleinen Molekiilen nicht unmittel-
bar zuginglich zu sein; es wire sehr interessant, den Zeitablauf
von der Anniherung bis zur endgiiltigen Bindung genau zu
beobachten. Ein Inhibitor oder ein Pharmakon konnte an
jeder Stelle dieses Weges aktiv werden oder indirekt wirken,
indem eine Umlagerung des Proteins verhindert wird. Die
Beweglichkeit innerhalb des Oltropfchens scheint durch die
Einfithrung des Substrates wiederum nicht stérker beeinfluBit
zu werden, obwohl die Substratbindung etwas auf die Umge-
bung des Eisens(111) einwirkt.

Ein gutes Beispiel fiir die Schldngelbewegung einer Gruppe,
die sich auf der Suche nach solch einem ,,Olteich® befindet,
liefert die Aufnahme des hydrophoben Anions Hgl3 in Myo-
globin. Die Bindungsstelle liegt, wie die Rontgen-Strukturun-
tersuchung zeigt, auf der Riickseite des Hims. In diesem Teil
des Proteins sind die Bewegungsmoglichkeiten stark einge-
schrinkt, und selbst recht kleine Liganden konnen sich nicht
direkt an das Eisen binden, weil dieser Bereich nur zur Aufnah-
me von Sauerstoff bestimmt ist. Wir haben gepriift, wie die
Aufnahme von Hgl3 die Eigenschaften der Eisen(i11)-Form
des Myoglobins beeinfluBt und gezeigt, daB sich bei der Bin-
dung das Gleichgewicht der Spinzustinde (high-spin < low-
spin) geringfiigig dndert. Demnach muB sich die bindende
Gruppe (das Pharmakon), hier Hgl;, durch das Protein an
seine Bindungsstelle schlingeln, wo es die Konformation des
Proteins leicht verindert. Die Aufnahme von Xenon, einem
sehr groBen Atom, muB in dhnlicher Weise erfolgen. Auch
der EinfluB des Sauerstoffs auf die Fluoreszenz von Proteinen
146t sich durch eine dhnliche konformative Beweglichkeit er-
kldren, welche die Sauerstoffaufnahme durch eine Schlingel-
bewegung erméglicht.

Wie beeinflussen nun solche Bindungsvorgiinge die chemi-
schen Eigenschaften des Rezeptors? Die B-Ketten von Himo-
globin®?L die das an Eisen gebundene (proximale) Histidin
enthalten, tragen in der Helix-Region FG eine SH-Gruppe
(B-93). Perutz hat gezeigt, daB es vom Spinzustand des Eisens
abhingt, wie stark diese SH-Gruppe hervorsteht, denn eine
Anderung im Spinzustand verursacht eine Rotation der Helix.
So haben wir die folgenden Abhingigkeiten: a) Pharmakon
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gebunden — mehr Fe im low-spin-Zustand — hervorstehende
SH-Gruppe; b) kein Pharmakon gebunden — mehr Fe im
high-spin-Zustand — verborgene SH-Gruppe.

Die Wirkung eines Pharmakons kann eintreten 1) in seiner
unmittelbaren Umgebung, die weit vom Eisen entfernt sein
kann, z. B. bei 1,3-Diphosphoglycerat, 2) am Eisen durch Ver-
dnderung des Spinzustandes — eine bemerkenswerte Relais-
schaltung, 3) an der SH-Gruppe, die noch weiter entfernt
ist. Antagonisten konnten diese Prozesse blockieren, wihrend
Agonisten sie auf ganz andere Weise verstidrken konnten. Dar-
iiber hinaus kann ein Vorgang wie etwa die O,-Aufnahme
von Himoglobin durch mehrere sehr verschiedene Stoffe, z. B.
1,3-Diphosphoglycerat, Xenon, Hgl3, CO und SH-Reagentien,
beeinfluBt werden, obwohl diese an anderen Stellen des Himo-
globins gebunden werden. Das sehr unterschiedliche Verhalten
dieser Verbindungen im Vergleich zu O,, dem Substrat, mit
dem die Pharmaka in Konkurrenz treten, zeigt, da die Ent-
wicklung neuer Pharmaka unerhért schwierig sein kann. Es
ist bemerkenswert, daB die Beweglichkeit des Rezeptors, hier
des Himoglobins, fiir alle diese ,,Pharmaka“-Effekte verant-
wortlich ist.

4.3. Schliingelbewegungen und ,, Tor-Kontrolle
Ein weiteres Beispiel fiir das Prinzip der Schlidngelbewegung
ergibt sich bei nochmaliger Priifung der Beweglichkeit, welche

der Substrat-aufnehmende Spalt im Lysozym besitzt (Abb.
10). Dieser Spalt enthilt zwei Aminodicarbonsiurereste, Glu

Trpb2 Asp 101

e o

1le98

Trp 63

Ala 107

Trpt
Tyr 53 P ité

Asp 52

vai 109
Thr 51 leu 56
Giv 35

Ma 0

Abb. 10. Das aktive Zentrum des Lysozyms [25]; Ausschnitt aus der Kristall-
struktur. Alle Aminosiurereste lassen sich im NMR-Spektrum nachweisen.

35 und Asp 52, von denen Glu 35 protoniert ist und Trp
108 gegeniiberliegt. Wenn ein Kation in dieser Region gebun-
den wird, kann es bei hinreichend starker Wechselwirkung
Glu 35 ionisieren; die entstandene Carboxylatgruppe dreht
sich von Trp 108 weg (Konfiguration 2 in Schema 1). Bei
Kationen mit schwacher Wechselwirkung findet keine derarti-
ge Drehung statt (Konfiguration 1). Wir konnen auf diese
Weise Kationen mit starker und mit schwacher Wechselwir-
kung unterscheiden. Nehmen wir an, daB die beiden Carboxyl-
gruppen unter genau den gleichen Strukturbedingungen ein
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Trp 108 Trp 108
.. .CH,~CO,-H ...CH,
Glu 35 Glu 35 \

u coP

M@ MZ@

/coz,@

.. .CH,~COP ...CH,
Asp 52 Asp 52

Konfiguration 1 Konfiguration 2

zweites Mal auftreten, aber nicht im Lysozym, sondern in
einer dahinter liegenden Region, in der es eine zweite
Bindungsstelle fiir das Kation gibt. Bei starker Wechselwir-
kung (Konfiguration 2) wiirden die Bindungen zu den beiden
Carboxylatzentren den Zugang (das Tor) zu dieser Stelle sper-
ren. Bei schwacher Wechselwirkung (Konfiguration 1) konnte
das Kation die hinter dem Lysozym liegende Region erreichen,
da das Tor offen bleibt. Die Kationen kdnnen demnach in
sehr verschiedener Weise wirken. Reaktionen, bei denen solche
Tore eine Rolle spielen, sind stets mit Schlingelbewegungen
verbunden. Genauso kann man sich die Wirkung eines Kations
wie Acetylcholin vorstellen.

Ein weiteres Beispiel betrifft den Durchgang eines Ions,
z.B. Li*, durch eine Membran mit Hilfe eines Ionentrigers
(Carriers). Das Ion wird an den Ionentrdger gebunden, von
ihm abgeldst und schlieBlich freigesetzt. Es gibt auch eine
nach auflen gerichtete Jonenpumpe; man koénnte ein Wir-
kungszentrum annehmen, um welches Li* z.B. mit Ca?*
oder Mg?* konkurriert. Die vom Ionentriger gesteuerten
Schritte sind fiir die Gesamtwirkung des Lithiums sehr wichtig,

Wie wir oben festgestellt haben, ist die Oberfliche von
Proteinen viel beweglicher als die inneren Regionen. Unsere
Messungen zeigen, daB sich Lysin- und Zuckerseitenketten
(in Glykoproteinen) an der Oberfliache mit Korrelationszeiten
von 107 s bewegen, was den StoBdiffusionsgeschwindigkeiten
entspricht. In einer Anhiufung von Proteinen muB} es einen
Weg zwischen den Proteinmolekiilen geben, auf dem jedoch
die Diffusion aufgrund der Packung der beweglichen Seitenket-
ten eingeschréankt ist. AufschluB hieriiber erhidlt man durch
Betrachtung der Anordnung der Proteine in der Kristallstruk-
tur. Dabei zeigt sich, daB es zwischen den Proteinmolekiilen
lange Kanile gibt, die von ,fehlgeordnetem® Losungsmittel
und Proteinseitenketten ausgefiillt sind. Inhibitoren und ande-
re groBere Gruppen, z. B. Schwermetallmarkierungen, konnen
durch die Kanéle recht gut zu den Bindungsstellen diffundie-
ren. Selbstverstindlich unterliegt die Diffusion, die fast beliebig
selektiv sein kann, auch Beschriinkungen. So werden nur gewis-
se Molekiile imstande sein, bestimmte Proteinregionen in einer
Proteinansammlung zu erreichen. Man kann das als eine
Art ,Torlauf* an die richtige Stelle ansehen, wobei eine
Torkontrolle fir die Wirkung (des Pharmakons) verantwort-
lich ist. Die Beweglichkeit von Proteinen ist auch wichtig
fir die Antigen-Antikorper-Reaktion. Nach Huber et al.!'®]
ist der Teil des Antikorpers, der das Eisen enthilt, relativ
beweglich und Zndert bei der Aufnahme des Antigens die
Konformation.

4.4. Kompliziertere Rezeptoren

Der Rezeptor eines Pharmakons muf nicht unbedingt ein
Protein oder eine Gruppe von Proteinen sein. Ein Pharmakon
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kann auch auf andere groBe Molekiile einwirken, wie RNA
oder DNA, oder es kann sich an einer Membran oder einer
ahnlichen kondensierten Phase betitigen. Die Wirkung kleiner
Molekiile auf kondensierte Phasen soll nun in derselben Weise
wie ihre Wirkung auf groBle Molekiile untersucht werden.
Parallelen zwischen diesen Problemen sind in einem Uberblick
iiber Phasen in biologischen Systemen beschrieben worden!33!.
Wir wihlen Lipidphasen (Membranen) als Beispiel.

4.5. Membranen

Schnelle Bewegungen von Gruppen, wie wir sie bei Proteinen
beschrieben haben, werden in den meisten kiinstlichen Mem-
branen beobachtet, die aus Lipidvesikeln bestehen. Beispiels-
weise zeigt ein hochaufgeldstes NMR-Spektrum von Lecithin-
vesikeln, daB sich die —N(CH3)3-Gruppe am Kopf und die
Methylgruppe am Schwanz der Fettsiureketten schnell, die
Glyceringruppierung jedoch etwas langsamer bewegt. Diese
Beweglichkeiten konnen sich stark verdndern, wenn die Vesi-
keln grofler oder kleiner werden, andere Molekiile aufnehmen,
die Temperatur sich #ndert oder Ionen an der Oberflache
gebunden werden. Bei biologischen Membranen beobachteten
wir ebenso wie andere, daf} fast alle Zellmembranen, auch
solche, die einen hohen Anteil an Lecithin enthalten, stark
verbreiterte 'H-NMR-Signale ergeben, so dal man im NMR-
Spektrum weder die Cholingruppe am Kopf noch die Methyl-
gruppe am Schwanz der Fettsdureketten nachweisen kann.
Es 14Bt sich einfach zeigen, daB3 der Einbau von Molekiilen
wie Cholesterin in die Lipiddoppelschicht allgemein zu verrin-
gerter Bewegung der Lipidteile des Molekiils fithrt, wihrend
die Kopfgruppe frei bleibt. Wir stehen daher vor dem Problem,
daB es in biologischen Membranen starke Beschrinkungen
der Beweglichkeit gibt, die an Vesikeln nicht auftreten. Diese
Beschrinkungen kénnen mit der GréBe oder der Kriimmung
der Membranoberfliche oder mit der Bindung der Kopfgrup-
pen zusammenhéngen.

Dariiber hinaus bewegen sich die Membranlipide schnell
in der Ebene der Membran (lateral). Die Inversion der Lipide
ist jedoch relativ langsam; daher behilt die Membran ihre
Asymmetrie bei. Die Zeitskala der lateralen Bewegung und
der Diffusion unterscheidet sich nicht sehr stark. Es ist oft
vermutet worden, dal Pharmaka diese Bewegungen beeinflus-
sen konnen. Die Inversion hat eine Zeitkonstante in der Gro-
Benordnung von Minuten. Obwohl die Inversion bei einem
FlieBgleichgewicht, welches sich innerhalb von Sekunden ein-
stellt, keine Rolle spielt, kann sich der Gleichgewichtszustand
selbst je nach den Bedingungen in der Umgebung veridndern.
Vor einigen Jahren schlugen wir vor, diese Asymmetrie mit
paramagnetischen Verschiebungsreagentien zu studieren; die
erste Untersuchung wurde unabhéngig von uns in der UdSSR
durchgefiihrt!>4-3%], Ein Hauptproblem — wie bei der Untersu-
chung von Proteinen — war (und ist) die Frage nach der
Struktur und der strukturellen Dynamik der Membran und
nach den chemischen Faktoren, welche die Dynamik kontrol-
lieren. Zu diesem Zweck priiften wir die Bindung von parama-
gnetischen Verschiebungsreagentien an eine Reihe von Phos-
phatestern einschlieBlich Phosphatidylcholinen.

Als erstes fillt auf, daB die Metall-Ionen sich an die Phos-
phatgruppe des Phosphatidylcholins der Membran nicht in
der gleichen Art wie an Phosphatester, z. B. Phosphoglycerin-
cholin, in Wasser binden. Wenn wir unsere Standardverfahren
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Abb. 11. Struktur von Phosphatidylcholin. Das Molekiil ist auffallend beweg-
lich.

fiir das Studium biologischer Molekiile heranziehen, erhalten
wir die in Abbildung 11 gezeigte Struktur, in der sich die
Cholin-Kopfgruppe von der Lipiddoppelschicht weit weg-
streckt. Das Ergebnis muf nicht in allen Einzelheiten analysiert
werden, weil die Bewegung sicherlich recht stark ist; wichtig
ist erstens die Beobachtung, da die Kopfgruppe eines Lipids
sich in einer Membran nicht wie eine dissoziierte Kopfgruppe,
z. B. Phosphoglycerincholin, in wiBriger Losung verhilt. Zwei-
tens ist die Bindungsstirke von Kationen an den beiden
Membranoberflichen (innen und auBen) nicht gleich. Drittens
binden sich die Kationen selektiv an verschiedene Phospholipi-
de und erzeugen in der Membran eine Asymmetrie, wenn
sich ihre Konzentrationen an beiden Seiten der Membran
unterscheiden!®®!. Der EinfluB8 der gebundenen Metall-Ionen
auf die Beweglichkeit der Membran ist noch nicht bestimmt
worden. Man sieht jedoch sofort, da die Wirkung einer chemi-
schen Verbindung (eines Pharmakons) auf ein solches System
wahrscheinlich nicht von irgendeinem einfachen Faktor ab-
hangt. Es 146t sich demnach absehen, daB die Wirkung eines
Pharmakons auf eine Membran wie die Wirkung auf ein Pro-
tein duBerst kompliziert ist. Man kann zwar die Arzneimittel-
Protein-Bindung Atom fiir Atom verfolgen, doch existiert
diese Moglichkeit bei einer Membranphase eigentlich nicht;
vielmehr miissen wir uns wahrscheinlich mit einer iiberwiegend
phanomenologischen Untersuchung der funktionellen und
thermodynamischen Eigenschaften zufrieden geben. Das wiir-
de bedeuten, daB die Entwicklung neuer Pharmaka weiterhin
auf Empirie beruhen muf. Beispielsweise hdngen die FlieBei-
genschaften einer Fliissigkeit, die an einer Reaktion teilnimmt,
vom Phasenwechsel Sol==Gel ab, und es konnte sein, dal
geringfiigige Verunreinigungen das Sol==Gel-Gleichgewicht
verschieben und so die Dynamik der Phase drastisch 4ndern.

4.6. Beweglichkeit gebundener Zustinde: Zusammenfassung
Folgende Annahmen scheinen unumginglich zu sein: Da

Pharmaka (kleine Molekiile) und Rezeptoren (Proteine, RNA,

DNA, Membranen) Molekiilbewegungen jeden Grades voll-

filhren konnen, sollte man in deren Kombinationen ebenfalls
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abgestufte Beweglichkeiten finden (Abb. 12). Fiir ein an der
Bindungsstelle gebundenes Pharmakon kann das beste Modell
im einen Extremfall ein Molekiil sein, das auf einem starren
kristallinen Material festgehalten wird, und im anderen ein
Pharmakon, das sich zwischen Wasser und einem organischen
Medium verteilt hat. Es kann keine allgemeingiiltige Theorie
der Arzneimittelwirkung geben, denn die obigen Befunde um-
fassen die gesamte Chemie der festen und fliissigen Phasen

Abb. 12. Schematische Darstellung einer Wechselwirkung zwischen einem
beweglichen Protein und einem beweglichen Pharmakon. Die Proteinkette
ist durch Pfeile gekennzeichnet.

mit der groflen Vielfalt der Wechselwirkungen, die quantitativ
nur als Anderung der freien Energie ausgedriickt werden kon-
nen. Kiirzlich haben wir mit NMR-Methoden Organproben
untersucht und dabei bemerkenswert viele Bindungsarten in
verschiedenen Phasen festgestellt’3”), Diese Eigenschaften der
Zellen konnen hier nicht diskutiert werden; es sei abschlieBend
noch einmal darauf hingewiesen, dal wir mit vielen neuen
Problemen kdmpfen miissen, wenn wir uns mit Chemikalien
im Korper beschiftigen, die die Beweglichkeit von Molekiilen
beeinflussen konnen. Das statische Modell, das auf der Anpas-
sung von Geometrie und Chemie zweier Festkorperoberfli-
chen beruht, mufl wahrscheinlich durch das nicht so exakt
definierte Konzept der dynamischen (Losungs-)Zustinde er-
setzt werden.

Die hier beschriebenen eigenen Arbeiten wurden durch Stipen-
dien des Science Research Councils und des Medical Research
Councils erméglicht. Der Autor mochte auch an dieser Stelle
den Mitarbeitern der Oxford Enzyme Group und seinen Studen-
ten fiir die grofiartige Unterstiitzung danken.
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Zuschriften sind kurze vorldufige Berichte iiber
Forschungsergebnisse aus allen Gebieten der Che-
mie. Vom Inhalt der Arbeiten mu- zu erwarten
sein, daB er aufgrund seiner Bedeutung, Neuartig-
keit oder weiten Anwendbarkeit bei sehr viclen
Chemikern allgemeine Beachtung finden wird.
Autoren von Zuschriften werden gebeten, bei Ein-
sendung ihrer Manuskripte der Redaktion mitzu-
teilen, welche Griinde in diesem Sinne fiir eine vor-
dringliche Verdffentlichung sprechen. Die gleichen
Griinde sollen im Manuskript deutlich zum Aus-
druck kommen. Manuskripte, von denen sich bei
eingehender Beratung in der Redaktion und mit
auswirtigen Gutachtern herausstellt, daB sie diesen
Voraussetzungen nicht entsprechen, werden den
Autoren mit der Bitte zuriickgesandt, sie in einer
Spezialzeitschrift erscheinen zu lassen, die sich
direkt an den Fachmann des bebandelten Gebietes
wendet.

Neue Synthese von Pyrimidinen und Pyrimidinonen["’]

Von R. L. N. Harris und J. L. Huppatz!"]

N-Alkyl-2-cyanamide (I ) setzen sich bei langerem Erhitzen
in POCI, unter Selbstkondensation zu Pyrimidinen (3 ) um!'L
Als Zwischenstufe wurde das a-Chlorenamin (2) vorgeschla-
gen!!), Wir fanden jetzt, daB diese Zwischenstufen geeignete

[*] Dr. R. L. N. Harris, Dr. J. L. Huppatz

CSIRO, Division of Plant Industry

P. O. Box 1600, Canberra City, A. C. T. (Australien)
[**] Amid-Séurechlorid-Addukte in der organischen Synthese, 8. Mitteilung,
- 7. Mitteilung: R. L. N. Harris, J. L. Huppatz, J. N. Phillips, Angew.
Chem. 88, 539 (1976); Angew. Chem. Int. Ed. Engl. 15, 498 (1976).
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Substrate fiir eine alternative Pyrimidinsynthese sind. Als zwei-
te Komponente fungiert dabei das Addukt (5), das aus einem
N,N-Dialkylamid (4) und POCI; entsteht. So erhielten wir
durch Reaktion einer Mischung der Amide (1) und (4) mit
POCIl; bei 100°C die Pyrimidine (6). Je nach der Natur
der Gruppe R? kénnen auch Pyrimidinone (7)) isoliert werden.
Wenn R? eine primire Alkylgruppe ist, geht sie wihrend
der Kondensation nur zum Teil verloren, und es entsteht
eine Mischung von Pyrimidinen und Pyrimidinonen. Wenn
R? eine sekundire Alkylgruppe ist, wird sie im allgemeinen
vollstindig abgespalten, und die Pyrimidine bilden sich in
guten Ausbeuten (Tabelle 1).
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