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f 
Der Arzt William Withering fiihrte 1785 
mit seinem Buch ,,An Account of the 
Foxglove and some of its Medical Uses" 
Praparate aus Digitalisblattern in die 
Therapie der Wassersucht (des Herzver- 
sagens) ein und erklarte: ,,The following 
remarks consist partially of matter of 
fact, and partially of opinion. The for- 
mer will be permanent; the latter must 
vary with the detection of error, or the 
improvement of knowledge. I hazard 
them with diffidence, and hope they will 
be examined with candour." Diese Be- 
merkungen sind hier vom Seniorautor 
angefiihrt, da er die Schwierigkeit sieht, 
einen ausgewogenen Bericht uber seiii 

lebenslanges Forschungsprojekt zur Di- 
gitalis-Weiterentwicklung zu bieten. Sei- 
ne Entscheidung, sich der Digitalis- 
forschung zu widmen, entstand am 
Krankenbett, an dem er als Arzt die 
furchtbdren Endstadien des Herzversa- 
gens erlebte, in denen fur die Kranken 
keine wirkliche Hilfe mehr moglich ist. 
Ungliicklicherweise pante dieses Vorha- 
ben nicht in das vom Wissenschaftsmi- 
nisterium der DDR dekretierte For- 
schungsprogramm, so daB er das Digi- 
tdlisprojekt zugunsten von Biomem- 
bran-Untersuchungen einstellen sollte. 
Gliicklicherweise entging er dem Verdikt 
durch Etikettierung der digitalisartig 

wirkenden Steroide als chemische Son- 
den fur die Zellmembran-lokalisierte 
Na+/K +-transportierende ATPase, die 
er gerade als den Digitalisrezeptor er- 
kannt hatte. Uber die Arbeit der Auto- 
ren wird hier erstmals im Zusammen- 
hang berichtet. Ziel des Uberblicks ist, 
die Forschung fur die Losung einer 
gronen Aufgabe zu fordern: die Ent- 
wicklung von Steroidwirkstoffen zur 
Verhinderung und Heilung der Herzin- 
suffizienz. 

Stichworte: Arzneimittel . Digitalis . 
Medizinische Chemie . Steroide . Wirk- 
stoffdesign 

1. Einleitung: die Herausforderung an die 
Digitalisforschung 

Die Herausforderung an die Digitalisforschung leitet sich 
vom Bedarf an neuen Arzneimitteln zur Vermeidung der Herz- 
insuffizienz und fur die erfolgreiche Behandlung des versagen- 
den Herzens ab. Diese Notwendigkeit grundet sich speziell auf 
die weite Verbreitung von und die hohe Sterblichkeit bei Herz- 
insuffizienz in den entwickelten Landern, auf die Tatsache, dah 
die dafiir verfiigbaren Arzneimittel inadaquat sind, die Ge- 
sundheit herzustellen oder auch nur Beschwerden und Lei- 
stungseinbuhen zu minimieren, und auf den Umstand, da13 die 
bisherigen Forschungsanstrengungen zur Bereitstellung von 
Arzneimitteln, die den benannten Erfordernissen entsprechen 
sollten, weitgehend gescheitert erscheinen. Einige Aspekte der 
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umwandclt. Zum molekularen Mechanismus siehe K. R. H. Repke. R. Sch6n. 
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letzteren Bemiihungen wurden von den Autoren dieser Uber- 
sicht schon fruher zusammenfdssend dargestelltf" 'I. 

1.1. Die zugrundeliegende 
arztliche Forderung 

Die Haufigkeit und die 
Verbreitung der Herzin- 
suffizienz ist in den letzten 
Jahren angestiegenI3I, und 
mit der Erhohung des 
Durchschnittsalters der Be- 
volkerung werden sie er- 
wartungsgemafi weiter zu- 
nehmen. Die Prognose 
nach der Erstdiagnose ist 
trostlos; weniger als die 
Hllfte der Patienten iiber- 
leben fiinf JahreL4]. Die 
Uberlebenschance hangt 
von mehreren Variablen 
ab, die im wesentlichen 
in Abbildung 1 definiert 
sind. 

Abb. 1. Klinische Manifestationen von 
Herzrnuskelversagen. Das Schema zeigt 
das mogliche Zusammentreffen von links- 
ventrikullrer Dysfunktion (LVD), Be- 
lastungsintoleranz und ventrikullren Ar- 
rhythmien als hiufigste Manifestationen 
des HerzinsufTzienz-Syndroms. Die klini- 
sche Herzinsufizienz (KHI) entspricht der 
Koexistenz von LVD und Belastungs- 
intoleranz. Der Sekundenherztod (ST) tritt 
bei Patienten mit Arrhythrnien und vor- 
wiegend bei solchen mit LVD und KHI auf 
(aus Lit. [ 5 ] ) .  
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AUFSATZE Digitalis- und digitalisartige Wirkstoffe 

Der therapeutische Wert von Praparaten aus Digitalispflan- 
zen wurde vor mehr als 200 Jahren von Withering entdecktE6I. 
Digitoxin 1 und Digoxin 2 (Abb. 2), die dominierenden aktiven 
Wirkstoffe, gehoren noch heute zu den am meisten fur die Be- 
handlung der Herzinsuffizienz verschriebenen Arzneimittelnr3, *]. 

erwarten, dalj in den kommenden Jahren jede Anstrengung ge- 
macht werden muB und wird, neue Verbindungen bereitzustel- 
len, die nicht nur die hamodynamischen und funktionellen 
Beeintrachtigungen der Patienten mit Herzinsuffizienz gunstig 
beeinflussen, sondern auch dazu beitragen, ein besonders erstre- 
benswertes Ziel zu erreichen, namlich die Verhinderung der 
klinischen Manifestation der Herzins~ffizienz[~- 'I. 

1 2 
Abb. 2. Strukturformeln von Digitoxin 1 und Digoxin 2 (R = Tridigitoxosyloxy). 
1 ist in 14/22-Konformation und 2 in 14/2l-Konformation dargestellt, wobei das 
C22-Proton bzw. dle C21-Protonen in Nachbarschaft zu C14pOH lokalisiert sind. 
Eine hohe Wirksamkeit bleibt bei semirigiden Cardenolidderivaten erhalten, bei 
denen die C21 -Butenolid-Protonen durch volumindse Substituenten am C22-Atom 
(vgl. Abb. 9) in einem Potentialenergietal nahe C14P-OH zu verharren gezwungen 
sind. Daher scheint das 14/21 -Konformer das Rereptor-gebundene Konformer zu 
sein [7]. Die gezeigte cis-Verknupfung der Ringe C und D des Steroidgerusts wird 
bei Mensch und Tier (!nit Ausnahme einiger Kroten) biosynthetisch nicht realisiert 
(vgl. Abschnitte 2.5 und 2.6). 

1930 faljte der beruhmte Herzspezialist WenckebachL9I sein Ur- 
teil zusammen: ,,Digitalis treatment is one of the most impor- 
tant and serious duties of the general physician; it demands a 
great deal of skill, power of observation, keen interest, and 
experience. A long life is too short to learn enough about this 
wonderful drug." In neuerer Zeit hat sich aber eine grolje Kon- 
troverse iiber die Rolle und den Wert von Digitalis bei der Be- 
handlung von Patienten mit Herzinsuffizienz e n t ~ i c k e l t ~ ~ l .  Am 
schwerwiegendsten ist gegenwartig die Tatsache, dalj man kein 
begriindetes Urteil uber die Digitaliswirkung auf die uberle- 
benswahrscheinlichkeit hatE1']. Die Arzteschaft wartet daher 
auf weitere erstklassige Mittel, die relativ sicher wirken und als 
Monotherapeutica angewendet werden konnen, um die Lebens- 
qualitat zu verbessern, das Fortschreiten der Krankheit zu hem- 
men und den Sekundenherztod zu verhindernE4, "]. Man kann 

1.2. Das vertagte Paradies 

In den letzten zehn Jahren wurden viele neue Arzneimittel 
entwickelt und bei Patienten mit Herzinsuffizienz getestet, mo- 
natlich etwa ein neues Mittel. Einen Uberblick iiber die interes- 
santeren Mittel und ihre vermutlichen Hauptmechanismen hat 
G. GruppIl 21 vorbildlich ausgewogen geboten. Die Phosphodi- 
esterase-Hemmstoffe wie Milrinon und Amrinon schienen zu- 
nachst vielversprechend, lieferten jedoch schlieljlich enttau- 
schende Resultate. Im Gegensatz zu den Digitalisverbindungen 
verlieren solche cardiotonischen Mittel ihre Wirksamkeit, wenn 
sie am meisten benotigt werden, und zwar bei schwerer Herzin- 
suffizienz[13]. Daruber hinaus haben Berichte uber die vermehr- 
te Sterblichkeit[14- 16] den anfanglichen Enthusiasmus fur die 
Anwendung der Phosphodiesterase-Hemmstoffe ausgeloscht: 
,,paradise postponed''['71. Die riesige Investition von Geld, 
Zeit, Arbeitskraft und Forschungspotential fur die Entwicklung 
eines oral anwendbaren, inotropen (die Kontraktionsfahigkeit 
des Herzmuskels beeinflussenden) Wirkstoffes zur Erganzung 
oder zum Ersatz der Digitalisverbindungen war allgemein ent- 
tauschend. Das hatte eine niederschmetternde Wirkung auf die 
weitere Entwicklung dieser Klasse von inotropen Nichtdigitalis- 
Wirkstoffen 1' '1. 

Nur Digitalis, Diuretica und Hemmstoffe des Angiotensin- 
aktivierenden Enzyms erfullen, jedes fur sich, einige der Krite- 
rien eines erstklassigen Medikaments zur Behandlung der chro- 
nischen Herzinsuffizienz. Keines dieser Arzneimittel genugt 
allen erforderlichen Charakteristika, und keines vermag den 
Herzinsuffzienz-Zustand allein zu beherr~chen~"]. Die Hemm- 
stoffe des Angiotensin-aktivierenden Enzyms und die Diuretica 
tendieren zur Storung der Nierenfunktion, die Digitalisverbin- 
dungen dagegen zur Verbesserung der Nierenfunktion. Die Di- 
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gitalisintoxikation ist eine der meistverbreiteten, nachteiligen 
Wirkstoffreaktionen geblieben, die in der klinischen Praxis in- 
folge des kleinen Spielraums zwischen therapeutischen und toxi- 
schen Dosen sowie betrachtlichen Unterschieden in der indivi- 
duellen Empfindlichkeit auftretenL201. Dennoch hat in den 
letzten funf Jahren die Verordnung von Digitalis kaum abge- 
nommen, was anzeigt, daR die erwahnten neueren Mittel fur die 
Behandlung der Herzinsuffizienz die breite Anwendung von 
Digitalis nicht ersetzt habenL4]. 

1.3. Die offenbaren Ursachen fur den bisher fehlenden 
Erfolg 

Die Suche nach cardiotonischen Steroiden rnit vergroI3erter 
therapeutischer Breite durch die Modifizierung der Strukturen 
bekannter Digitalisverbindungen erschien uber mehrere Deka- 
den erfolglos. Das wurde dahingehend interpretiert, daR bei den 
therapeutisch genutzten Naturstoffen pflanzlicher Herkunft 
schon ein unubertreffbar hoher Grad an Optimierung vor- 
liegt[211. Der fehlende Fortschritt konnte jedoch auch aus kon- 
zeptionellen Beschrankungen und experimentellen Schwlchen 
resultiert haben. 

Die synthetischen Modifikationen gingen von der Gleichset- 
zung der natiirlichen Verbindungen mit Leitstrukturen aus. So 
wurden die Abwandlungen auf die Seitenkette an C17 in 1 und 
2 konzentriert, die irrtiimlich als pharmakophore Leitstruktur 
angesehen wurde[22-251. Die Wirksamkeit der Derivate wurde 
hauptsachlich an tierischen Modellsystemen bestimmt. Diese 
lassen zwar inotrope und toxische Effekte messen, aber ermogli- 
chen nicht zwischen den verschiedenartigen molekularen Me- 
chanismen zu unterscheiden, die den beobachteten Effekten zu- 
grundeliegen (vgl. Abschnitt 2.4). Solche Beobachtungen 
schlieRen die Ableitung von in sich geschlossenen Struktur-Wir- 
kungs-Beziehungen aus, wie die entsprechenden Ubersichten 
~ e i g e n [ ~ ~ - ~ ~ ] .  Daher glich die anfanglich ungezielte Strategie 
bei der chemischen Modifizierung notwendigerweise einem mo- 
lekularen Roulette. Deshalb wird fur einen rationalen VorstoR 
in der Entwicklung von Arzneimitteln ein Verstehen der wir- 
kungsauslosenden Wechselwirkungen zwischen Wirkstoff und 
Rezeptor auf molekularer Ebene benotigt, wie Ariens 1976 be- 
tonter2']. Er urteilte, daR die grundlegende Erforschung physio- 
logischer und biochemischer Prozesse in naher Zukunft der Eck- 
stein fur die Entwicklung neuer Arzneimittel sein wird. 

1.4. Die fruhe Illusion und die gegenwartigen Gegebenheiten 

Wie Parascandola dargelegt hatt2'], wurden sehr fruh Versu- 
che gemacht, die pharmakologische Wirkung organischer Ver- 
bindungen rnit ihrer Struktur in Relation zu bringen, obgleich 
die organische Chemie in bezug auf die Strukturaufklarung 
noch in den Anfangen steckte. Dennoch begannen Brown und 
Fraser 1869 ihre vielversprechende Zusammenarbeit mit folgen- 
dem Glaubensbekenntnis: ,,There can be no reasonable doubt 
that a relation exists between the physiological action of a sub- 
stance and its chemical composition and constitution ..." 1877 
spekulierte Brunton sogar, dab die Arzte bald fahig sein wiir- 
den, die pharmakologische Wirkung jeder Verbindung aus ihrer 

Konstitution vorauszusagen. Diese friihe Erwartung erwies sich 
als eine noch heute bestehende Illusion. So stellte 1992 K ~ n t z [ * ~ ]  
fest, daR wir Wirkstoffe rnit einem spezifischen Wirkungsmodus 
und annehmbaren biologischen Eigenschaften nicht nach ele- 
mentaren Prinzipien konstruieren kiinnen. Was wir zuversicht- 
lich erwarten konnten, sei, kompetitive Enzymhemmstoffe zu 
konzipieren und den langen ProzeR der Arzneientwicklung von 
solch einem rationalen Ausgangspunkt zu  tarte en[^^]. 

Als Eckpfeiler einer rationalen Strategie fur das Design von 
neuartigen Wirkstoffen hat sich in den letzten Jahren die genaue 
Kenntnis der dreidimensionalen Struktur von moglichen Ziel- 
proteinen herausgestellt, die rnit einer groBen Vielfalt von Li- 
ganden (Hemmstoffen) in ihrem Erkennungs- und Wirkungsort 
komplexiert sind[29-331. So erklarten 1991 die Mitarbeiter einer 
spezialisierten Wirkstoffde~ign-Firrna~~~], daR - kennt man die 
dreidimensionale Struktur von pharmakologisch signifikanten 
Rezeptor-Ligand-Komplexen rnit der durch eine Rontgenstruk- 
turanalyse erreichten Auflosung - die Entdeckung und Ent- 
wicklung von Leitverbindungen tiefgreifend beeinflu& und be- 
schleunigt werden kann. Da die Desolvatisierung von Ligand 
und Protein beim Ubergang von der freien zur gebundenen 
Form in dieses Verfahren nicht eingeht, war es unter Berucksich- 
tigung der evidenten unpolaren und elektrostatischen Voraus- 
setzungen der Ligandenbindung durch das katalytische Zen- 
trum leichter, neuartige Leitverbindungen zu entdecken, als 
diese Leitstrukturen rnit einer kleinen Zahl von Schritten in 
hochwirksame Hemmstoffe a b ~ u w a n d e l n ~ ~ ~ ~ .  Die Uberlegen- 
heit der skizzierten ,,direkten" Strategie fur die Entdeckung von 
Wirkstoffen uber die bisherigen Methoden bleibt noch zu kla- 

Trotz der eindrucksvollen Fortschritte in der Rontgenstruk- 
turanalyse von Makromolekiilen bleibt die Verfiigbarkeit von 
Kristallen hoher Qualitat der hauptsachlich limitierende Faktor 
bei Nutzung dieser Technik. Eine andere Moglichkeit, das Mo- 
dellieren auf der Basis homologer Proteine, wird gegenwlrtig 
allgemein dahingehend beurteilt, keine genugend gesicherte 
Grundlage fur ein rationales Wirkstoffdesign zu biete11[~~1. Fur 
die Mehrheit von Proteinsequenzen rnit geringer signifikanter 
Homologie zu bekannten Strukturen wird das Problem der Vor- 
aussage von Sekundar- und Ter t ia r~ t ruktur [~~ '  rnit ausreichen- 
der Genauigkeit fur das Wirkstoffdesign als noch unlosbar be- 
~ r t e i l t ' ~ ~ ] .  

Da die direkte Strategie im Wirkstoffdesign zumeist nicht 
anwendbar ist, werden normalerweise die indirekten Wege be- 
schritten, die auf der Analyse von Struktur-Wirkungs-Bezie- 
hungen basieren. Diese Wege waren auch in der Digitalisfor- 
schung zu gehen (vgl. Lit.['*2,35-711 ). So lange weder der Ort 
noch der Mechanismus der Digitaliswirkung bekannt war, hat- 
ten wir iiber eine ungezielte Strategie das Zielenzym (den Rezep- 
tor) zu entdecken, um so den Weg zur gezielten Strategie zu 
eroffnen (siehe Abschnitte 2.1 und 2.2). Die darauf folgende, 
viele Stadien (vgl. Lit. 17']) umfassende Entfaltung der Digitalis- 
forschung in Berlin-Buch fuhrte zur gezielten Strategie. 
Folgende Stadien wurden dabei durchschritten: die Na+/K+-  
ATPase wurde als der Digitalisrezeptor identifiziert und dessen 
Rolle bei der Kontrolle der Herzkontraktilitat abgeleitet (Ab- 
schnitt 2.2); der ,,mikroskopische" Digitalismechanismus der 
Na+/K+-ATPase-Hemmung wurde geklart (Abschnitt 2.3); die 
Leistungsmoglichkeiten und Grenzen der biologischen und mo- 
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lekularen Suchtestsysteme wurden bewertet (Abschnitt 2.4) ; im 
Verlauf einer ausgedehnten ,,chemischen Jagd" wurden die Leit- 
strukturen fur eine digitalisartige Wirkung entdeckt['. 2 *  3 5 - 7 1 1  

(Abschnitte 2.5 und 3); das Ratsel, das die chemische Identitat 
des vermuteten endogenen Digitalis umgibt, wurde der fehlen- 
den Spezifitat der angewendeten Analyseverfahren zugeschrie- 
ben (Abschnitt 2.6). Auf der Grundlage der erreichten Erkennt- 
nisse wird in Abschnitt 3 das jungste Forschungsstadium 
umrissen. 

2. Die Stadien der Digitalisforschung 

Mehr als dreioig Jahre wurde die Digitalisforschung durch 
wechselseitige Erganzung und Kritik der Forschungsgruppen in 
Sydney und Berlin-Buch stimuliert. Obgleich beide Gruppen 
das Digitalisproblem untersuchten, unterschieden sich ihre For- 
schungsanstrengungen doch in vieler Hinsicht aufgrund abwei- 
chender Erfahrungen und Prioritaten sowie verschiedenartiger 
methodischer und konzeptioneller Ansatze. Die Arbeiten in 
Sydney umfaI3ten die Isolierung und Strukturaufklarung von 
Naturstoffen sowie vor allem die Synthese von Digitalis-Analo- 
ga. So ersetzten sie beispielsweise die Lactongruppe an C17 
durch offene Seitenketten oder/und die Zuckerkomponente an 
C3 durch Estergruppen. Dariiber hinaus bestimmten sie die 
inotrope Wirksamkeit der Verbindungen an uberlebenden Pra- 
paraten aus dem Herzmuskel von Meerschweinchen. Die um- 
fangreichen Resultate der australischen Gruppen sind umfas- 
send von Wright (1960[731), Thorp und Cobbin (1967[741), 
Thomas, Boutagy und Gelbart (1974[751), Thomas, Gray und 
Andrews (1990[241) sowie Thomas (1992[251) publiziert worden. 
Daher werden ihre hervorragenden Beitrage, auch aus Griinden 
der Kurze, hier nicht referiert. 

2.1. Die Rolle der Biotransformation 

Die Umwandlung der Digitalisglycoside im Stoffwechsel 
( U b e r s i ~ h t e n [ ~ ~ . ~ ' ~ )  kann manchmal die Dateninterpretation 
der biologischen Wirkung in Begriffen der Beziehung zwischen 
Struktur und Wirkung schwierig machen. Das geht aus folgen- 
den Beispielen hervor. Nach der oralen Anwendung wird aus 
dem in der Pflanze vorliegenden Primarglycosid Lanatosid C 
Glucose und Essigsaure durch Mikroorganismen im Darmtrakt 
abgespalten, bevor es in Form von Digoxin 2 resorbiert 
~ i r d [ ~ ~ - ' ' l .  Somit ist Lanatosid C ein Prodrug. Pentaacetylgi- 
toxin mulJ zu 16-Acetylgitoxin durch mikrobielle und tierische 
Hydrolasen desdcetyliert werden, bevor es wirksam wird; es 
bietet somit ein Beispiel fur Drug-Latentiation[" - 831. 

Wie Abbildung 3 illustriert, werden Digitoxin 1 und Digoxin 
2 durch Spaltung der Tridigitoxosid-Kette langsam und schritt- 
weise zu den Aglyconen abgebaut, die schnell durch Epimerisie- 
rung und Konjugation der freigesetzten Hydroxygruppe an C3 
inaktiviert ~ e r d e n [ ' ~ - ~ ' ' .  Berucksichtigt man den Ort und die 
Geschwindigkeit der Biotransformation einerseits und die bio- 
logischen Aktivitaten andererseits (Abb. 3), so konnen folgende 
SchluDfolgerungen gezogen werden: Die letztlich wirksamen 
Verbindungen werden in der Regel nicht durch Biotrans- 
formationen, die gewohnlich vie1 mehr Entgiftungsreak- 

t i ~ n e n [ ~ ~ ,  771 sind, gebildet. Aufgrund ihrer langsamen Entfer- 
nung verlangert die Zucker-Seitenkette die Halbwertszeit der 
aktiven Molekule im K o r ~ e r l ~ ~ .  8 5 s  931. Jedoch konnen die 
grogen Unterschiede in der akuten Wirksamkeit, die Digitalis- 
glycoside unterschiedlicher Konstitution und Konfiguration 
kennzeichnen, nicht durch Differenzen in der Biotransforma- 
tion erklart ~ e r d e n [ ~ ~ ,  77*93-961 .  

Die 12fl-Hydroxylierung von Digitoxin 1 unter Bildung von 
Digoxin 2 ist keine Voraussetzung fur die cardiotonische Wir- 
k ~ n g [ ' ~ ] ;  sie fuhrt vielmehr zu einem geringen Wirksamkeits- 
verlust, wie in Abbildung 3 gezeigt ist. Die Doppelbindung in 
der Butenolid-Seitenkette kann durch Mikroorgdnismen im 
Darmtrakt reduziert ~ e r d e n [ ~ ~ ,  7 7 ,  791. Da dies in Tiergeweben 
irreversibel zu sein scheint, kann der Lactonrest nicht als 
Wasserstoff-Ubertrager im intermediaren Stoffwechsel fungie- 
ren1761, wie das einmal vorgeschlagen wurde. Die Doppelbin- 
dung orientiert die H-bindenden Acceptorsauerstoffatome des 
Butenolids in Richtung der H-liefernden Aminosaurereste der 
Erkennungsmatrix, die an der Anziehung groI3er Reichweite 
und der H-Bruckenbindung hoher Wirksamkeit beteiligt sind['] 
(vgl. Abb. 9). Dariiber hinaus ist die Doppelbindung wichtig fur 
die Stabilisierung der Lacton-Seitenkette gegenuber der Hydro- 
lyse bei physiologischem pH-Wert, die von einem Wirkungsver- 
lust begleitet istKg8]. 

2.2. Das Zielenzym und seine Rolle bei der Kontrolle 
der Kontraktilitat 

Die Ergebnisse unserer Untersuchungen uber das Schicksal 
von Digitalisverbindungen im Stoffwechsel fiihrten uns zu der 
herausfordernden SchluDfolgerung, dal3 die Frage des bioche- 
mischen Mechanismus der Digitaliswirkung nicht mit der Bio- 
transformation der Verbindungen pfldnzlicher Herkunft im 
Tierkorper verknupft ist, sondern diese Frage mit derjenigen 
nach Natur und Funktion des Digitalisrezeptors zusammen- 
fallt[761. Diese Konzeption erschien 1961 ziemlich kiihn, wie aus 
dem Blick zuriick auf ein Symposium iiber Enzyme und Arz- 
neimittelwirkung hervorgeht, das zu jener Zeit abgehalten 
w ~ r d e [ ~ ~ ] .  R. J. P. Williams, der um einen Kommentar zu Re- 
zeptormodellen gebeten wurde, antwortete, dal3 er das Wort 
Rezeptor als Synonym fur fehlendes Wissen v e r ~ t e h t [ ~ ~ I .  
Chain erganzte, nicht zu glauben, dal3 der Enzymansatz der 
richtige Weg ist, neue Arzneimittel zu entdecken - oder im 
allgemeineren Sinne - den Wirkungsmodus von Arzneimitteln 
zu ver~tehen[~']. 

Trotzdem wollte unsere Gruppe prufen, ob die Na+/K+-  
ATPase, die gerade als hemmbar durch das Digitalisglycosid 
Ouabain erkannt war[1oo1, die Charakteristik aufweist, als 
Digitalis-Zielenzym (Rezeptor) fungieren zu konnen. Dazu ver- 
glichen wir umfassend die vielen Bedingungen, unter denen Di- 
gitalisverbindungen auf die Kontraktilitat, den Na+/K+-Trans- 
port und die Na' /I(' -ATPase-Aktivitat wirken. Auf jeder 
dieser Ebenen wurden Korrelationen bei allen zwanzig gepruf- 
ten Charakteristika der Digitaliswirkung nachgewiesen, bei- 
spielsweise dem Ort der Wirkung, der Speziesdifferenzen der 
Digitalisempfindlichkeit, der Struktur-Wirkungs-Beziehungen, 
dem Ionen-Antagonismus und -Synergismus, den Kationenbe- 
dingungen der Wirkung, dem zeitlichen Verlauf der Wirkungs- 
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entwicklung, der Abhangigkeit von speziellen Funktionszustan- 
den und dem Bereich der wirksamen Digitaliskonzentra- 

. eit den friihen sechziger Jahren wurden un- 
sere Beobachtungen und Schlunfolgerungen durch mehrere 
Forschergruppen in unterschiedlicher Weise bestltigt und er- 
weitert[loS l3l. Endlich, nach jahrzehntelangen Kontroversen, 
ist der Konsens erreicht, daB die inotropen Wirkungen von Digi- 
talisverbindungen aus der Bindung an die Na+/K+-ATPase 

tionen[76.101-1041 s ' 

Abb. 3. Biotransformation von Lanatosid A 
3 im Tierkorper. Die Desacetylierung und De- 
glucosylierung (3 + 1) werden von mikrobiel- 
len Enzymen im Darmtrakt besorgt, wonach 
die Resorption von 1 moglich ist [78 -801. Da- 
nach bewirken Leberenzyme die C12p-Hy- 
droxylierung (1 -t 2) die schrittweise Abspdl- 
tung der drei Digitoxosereste (1 + 8; 2 +9), 
die Konjugation mit Schwefelsaure (8 + 10) 
oder die Epimerisierung von C3p-OH 
(8 + 12) [84-901. Die letztgendnnten rwei Re- 
aktionen sind die entscheidenden Entgiftungs- 
schritte, wie der Abfall der Gibbs-Energie bei 
der Wechselwirkung mit dem Rezeptorenzym 
(eingeklammerte Zahlen, ausgedriickt in 
-kJ mol-') anzeigt. Aus den AGO'-Werten 
kann man schlienen, daO die Zucker-Seiten- 
kette grontenteils aunerhdlb der Digitalis-Er- 
kennungsmatrix und -Bindungsschlucht des 
Rezeptors bleibt sowie nur der dem Steroid- 
kern nichste Zuckerrest an der Bindung betei- 
ligt ist und an der Miindung der Rezeptor- 
schlucht liegt. Dann ist die Lactonfunktion 
am Boden der Schlucht lokalisiert, d.h. deren 
Lange betrigt etwa 1.88 nm [91, 921. 

mit resultierender Hemmung des Na+/K+-Transports hervor- 
gehen, wie T. h! Smith 1988 konstatierteIZ0l. In Ubereinstim- 
mung init der Rezeptorfunktion berichteten Okita et al. 2990, 
daD Digoxin 2 bei therapeutischer Anwendung in der Klinik die 
Na+/K+-Pumpe im Herzmuskel des Menschen hemmt["41. 

Die Na+/K+-ATPase ist die biochemische ,,Maschinerie" in 
der Na+/K+-Pumpe, die in Herzmuskel- und anderen erregba- 
ren Zellen die normalerweise hohe intrazellulare Konzentration 
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von K +-Ionen und die nredrige intrazellulare Konzentration 
von Na+-Ionen aufrechterhalt. Wie Repke 1964 erschlossen 
hat[" 'I, reguliert die aktuelle Na+-Konzentratlon indirekt die 
CaZ +-Konzentration im Zellinnern, die als finaler Regler der 
Herzkontraktilitat bekannt war. Die integrierende Beurteilung 
der damals verfiigbaren experimentellen Daten zur Beziehung 
zwischen der Kontraktilitat der Herzmuskelzelle und den Flus- 
sen von K+-,  Na+-  und Ca2+-Ionen durch die Zellmembran 
fuhrte ihn" 15, ' I6]  zu der Hypothese, daB eine kurzzeitige Erho- 
hung der intrazellularen Na f -Konzentration, die aus der Digi- 
talis-erzeugten Verminderung der Na+/K +-Pumpkapazitat 
durch Hemmung eines Teils der Na+/K+-ATPase-Molekule re- 
sultiert, die Initialrolle bei der Kontrolle der Herzkraft spielt. 
Der dargelegte Zusammenhang ist oft in Frage gestellt worden, 
wurde aber 1985 rnit Na+-selektiven Mikroelektroden endgultig 
bestatigt. Lee["71 hat die essentielle Bedeutung der Erhohung 
der intrazellullren Na+-Aktivitat fur die Wirkung von niedri- 
gen und hohen Digitaliskonzentrationen bewiesen. Speziell hat 
er gezeigt, dalj Digitalis parallel eine Steigerung der Na+-Akti- 
vitat und der Kontraktionskraft bewirkt und diese Parameter 
wahrend der positiv-inotropen Digitahswirkung eng korreliert 
bleiben. Wie zusammenfassend bereits beschrieben"], fuhrt eine 
Erhohung der chemischen Aktivitat von Na+-Ionen iiber den 
Na+/Ca2+-Austauscher zu einer Erhohung der chemischen Ak- 
tivitat von CaZ +-Ionen infolge vermehrten Ca2 +-Einstroms in 
die Herzmuskelzelle und verminderten Ca2+-Ausstroms aus 
derselben. ' 

2.3. Der ,,mikroskopische" Mechanismus der 
Na + /K +-ATPase-Hemmung 

Wilbrandt et a1.11181 erklarten die starke Abhangigkeit der 
Herzwirkung der Digitalisverbindungen von der Kontraktions- 
frequenz mit der Hypothese, daS diese Steroidagentien mit den 
transmembranen Kationenflussen interferieren, die wahrend 
der Erregung und der Riickkehr in den Ruhezustand ablaufen. 
Dieser Vorstellung lag das Wissen zugrunde, dalj andere Stero- 
ide, insbesondere Corticosteroide, moglicherweise als Katio- 
nentrager eine wichtige Rolle beim Kationentransport spielen 
(Abb. 4). Diese Hypothese unterstiitzend, berichtete Wil- 
brandt['20], dalj Corticosteroide die Hemmwirkung cardiotoni- 
scher Steroide auf den zellularen Na+/K +-Transport antagoni- 
sieren. Er['''I erwog dementsprechend die Moglichkeit, da13 der 
Digitaliseffekt auf einen Corticosteroid-Tragerbestandteil der 
Na+/K+-ATPase statt auf das Enzymprotein selbst gerichtet ist. 

-0 -OH 

HO J3w 
Abb. 4. Angenommene Strukturaiialoyie rwischen dem starken Hemmstoff Dig- 
toxigenin des Na+/K+-Transports (links) und einem postulierten Chelat zwischen 
1 I-Desoxycorticosteron und einem Alkalimetall-Kation M (rechts) . Auf dieser 
Grundlage wurde von Wilbrandt [I 191 vorgeschlagen. dall die Wirkung der Digita- 
lisverbindungen auf einem kompetitiven Antagonismus gegenuber Kationen-bela- 
denen Corticosteroiden beruht; er stellte sich diese mit der Na+/K'-transportieren- 
den ATPase komplexiert vor, um als Carrier fur Kationen durch die Zellmembran 
zu fungieren (aus Lit. [119]). 

Unsere Gruppe" zeigte jedoch, daB Corticosteroide eine Di- 
gitalis-induzierte Na+/K +-ATPase-Hemmung nicht abschwa- 
chen. Ihre Beobachtungen schienen eine direkte, funktionell an- 
tagonistische Konkurrenz zwischen Corticosteroiden und 
cardiotonischen Steroiden um die Bindung an einer gemeinsa- 
men Bindungsstelle an diesem Enzym auszuschlieljen. Die anta- 
gonistische Wirkung von Corticosteroiden und cardiotonischen 
Steroiden, die Wilbrandt und we is^["^^ bei intakten Zellen ge- 
funden haben, scheint auf die Induktion einer biosynthetischen 
Erhohung der Zahl an Na+/K+-ATPase-Molekiilen zu beru- 
hen['241, die den Anteil an Digitalis-gehemmten Enzymmolekii- 
len ausgleicht. 

Nach allem geht der hemmende Effekt von Digitalisverbin- 
dungen auf die Na+/K+-ATPase-Aktivitat zuriick, auf ihre 
Wechselwirkung rnit dem Erkennungsbereich und wirkungsaus- 
losenden Bindungsstelle am Enzymprotein, den wir mit folgen- 
den Beobachtungen naher charakterisiert haben. Ein groljer 
Uberschulj an ATP gegeniiber Digitalis hinsichtlich der Kon- 
zentration antagonisiert nicht die Digitalisbindung an das 
E n ~ y m ~ ' ~ ~ ] .  Unter gewissen Bedingungen gibt es einen kompeti- 
tiven K+-Effekt auf die Digitalisbindung; jedoch haben wir ge- 
zeigt[Iz5], dalj dessen molekulare Basis nicht auf der Konkur- 
renz um eine gemeinsame Bindungsstelle am Enzym beruht, 
sondern auf der um die ATP- oder Digitalis-bindende Enzym- 
konformation. Nach den von Monod et a1.[126] eingefiihrten 
Definitionen sind somit die Digitalisverbindungen nicht- 
kompetitive, heterotrop-wirkende allosterische Hemmstoffe, 
die die Umwandlung eines aktiven in einen inaktiven Konfor- 
mationszustand des Enzymproteins bewirken. Noch spezifi- 
scher gefal3t wurde von unserer G r ~ p p e [ ' ~ ' ~  gezeigt, dalj ein 
gemeinsamer Nenner der Hemmwirkung von Digitalisverbin- 
dungen eine grolje Entropiezunahme im Enzymprotein ist, die 
rnit Verlust der hohen Affinitat des katalytischen Zentrums zu 
ATP verknupft ist. 

Die Suche nach der genaueren Lage der Digitalis-erkennen- 
den und -bindenden Proteinmatrix wurde von mehreren For- 
schergruppen uber die Aufklarung des Zusammenhangs 
zwischen den Unterschieden in der Digitalisaffinitat (mit 
Quabain als Prototyp) und denen in der Primarstruktur der 
Na'/K+-ATPase intensiv angegangen (Abb. 5). Alle bisher ab- 
geleiteten Vorstellungen (siehe Ubersicht in Lit.[']) haben sich 
jedoch rnit zunehmender Kenntnis als unhaltbar erwiesen. Wie 
wir in Kurze an anderer Stelle zeigen werden, befindet sich die 
Digitalis-Bindungsschlucht zwischen zwei katalytischen Unter- 
einheiten und wird so von zwei Membran-durchquerenden Pep- 
tidsequenzen (HI in Abb. 5)  gebildet. Deren Assoziation stellt 
die Wechselwirkung dieser Untereinheiten im diprotomeren Ho- 
loenzym (c$)~ her, so dab durch Interkalation eines Digitalis- 
molekuls der katalytische Cyclus unterbrochen wird. 

2.4. Der Vergleich yon biologischen rnit molekularen 
Suchtest-Systemen 

Die geeignetste Methode fur die quantitative Bestimmung der 
positiv-inotropen (cardiotonen) Wirkung einer herzwirksamen 
Verbindung ist die Einschatzung ihres Einflusses auf die isome- 
trische Kontraktionskurve, die an isolierten Herzmuskel-Prapa- 
raten von bestimmten Tierspezies vermessen wird. VerlaBliche 
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Abb. 5. Schematische Darstellung der 
Priinarstruktur und der riumlichen Orga- 
nisation der katalytischen Untereinheit 
der Na+/K '-ATPase. Die Aminosaure- 
kette penetriert die Zelhnembran acht- 
mal. Die membrandurchquerenden Se- 
quenzen H1-H4 tragen die extrazellulir 

Y' disponierte H1-H2-Verknupfung (QI 11-  
N122) und H3-H4-Verkniipfung (E307- 
E312), die bei der Bildung der Digitalis- 
Erkennungsmatrix und -Bindungs- 
schlucht zusammenzuwirken angenom- 
men wurden [2]. Die H4-Sequenz vermit- 
telt die Kommunikation der postulierten 
Matrix mit dem phosphorylierbaren 
Aspartylrest D369 im katalytischen Zen- 
trum des Enzyms. Gezeigt ist hier eine 
Kombination der in Lit. [128. 1291 gebo- 

Intrazellul8r tenen Darstellungen. 

Daten fur den Vergleich der inotropen Wirksamkeit von herz- 
wirksamen Verbindungen konnen nur dann erhalten werden, 
wenn die Versuche unter identischen Bedingungen durchgefuhrt 
~ e r d e n " ~ ' ] .  Wegen der Vielfalt der genutzten Testbedingungen 
ist es nicht leicht oder gar unmoglich, die in der Literatur berich- 
teten Zahlenwerte fur die Urteilsbildung uber die Beziehung 
zwischen Struktur und Wirkung zu k0mbin ie ren [ '~~ , '~~1  . Ei ne 
umfassende Ubersicht iiber diese Beziehungen, die mit Herzpra- 
paraten von Meerschweinchen unter identischen Bedingungen 
ermittelt worden waren, wurde kurzlich von R. Thomas et al. 
vorgelegt 

Bedeutsam fur den Nachvollzug eines wesentlichen Ziels die- 
ser obersicht ist die Einsicht, daI3 es zwei elementare Moglich- 
keiten der Fehlinterpretation von Beobachtungen mit Tiermo- 
dell-Systemen gibt. Zum einen erzeugen alle Hemmstoffe des 
Na+/K'-Transportsystems, unabhlngig von ihrem mikrosko- 
pischen Hemm-Mechanismus, positiv-inotrope Effekte, wenn 
sie nicht zusatzlich noch andere biochemische Systeme affizie- 
ren, die die Manifestation der inotropen Wirkung ausschlie- 

Zum anderen konnen einige Hemmstoffe des Na+/  
K+-Transports, auch wenn sie durch Besetzung der 
Digitalis-Bindungsschlucht wirken, eine positiv-inotrope Wir- 
kung vermissen lassen, falls sie zusatzlich biochemische Systeme 
affizieren, die eine Manifestation ihres inotropen Vermogens 
nicht zulassen. Bedeutsame Beispiele fur beide Falle wurden 
durch aufeinanderfolgenden Einsatz der nachstehend charakte- 
risierten ,,makroskopischen" und ,,mikroskopischen" Testsy- 
steme diagnostiziert"]. 

Das makroskopische Suchen (screening) mit der Na+/K+-  
ATPase erwies sich als ein nur initial brauchbarer Test. Er 
beschrankt sich auf die Bestimmung der apparenten Gibbs- 
Energieanderung (AGO') bei der Bildung des Gleichgewichts- 
komplexes aus einem Hemmstoff und dem Enzym unter stan- 
dardisierten Bedingungen; experimentelle Details wurden von 
uns anderswo p ~ b l i z i e r t ~ ~ ~ ,  1343 13']. Die Verfugbarkeit der 
AGO'-Werte ermoglichte es uns, den extrathermodynamischen 
Ansatz zur quantitativen Analyse der Struktur-Wirkungs-Be- 
ziehungen a n z ~ w e n d e n [ ~ ~ .  134,  ' 351 . D'  ieses Verfahren erfordert 

selbstverstlndlich, daB ein gleichartiger makroskopischer und 
mikroskopischer Mechanismus der beobachteten Hemmwirk- 
samkeit zugrundeliegt. Ob diese Voraussetzung erfullt ist, kann 
allerdings nicht aus Untersuchungen der Hemmung der Na+/  
K+-ATPase (oder des Na+/K+-Transports) abgeleitet werden: 
Daher wird die Untersuchung als makroskopischer Suchtest 
bezeichnet. Speziell ausgedruckt konnen viele hemmwirksame 
Liganden von beliebiger Struktur (vgl. den katalyti- 
schen Cyclus der NaC/Kt-ATPase durch ihre Bindung an vollig 
andere Bindungsstellen als die der Digitalisverbindungen unter- 
brechen (Abb. 6). Daher werden Wirkstoffe, die das Enzymsy- 

Digitalisverbindung 
I 

P-E/$*ATP 
'Na 

ATPWrF\E-P 
'Na 

Abb. 6. Reaktions- und Funktiousschema der Na+/K'-ATPase. Besonders beach- 
tenswert sind die groBen Unterschiede in den Assoziationsgeschwindigkeitskon- 
stanten fur die Bildung des Hemmstoffkomplexes zwischen Digitalisverbindungen 
und dem phosphorylierten Enzymintermediat einerseits und fur die Bildung des 
produktiven Komplexes zwischen ATP und dem gleichen Enzymiutermediat ande- 
rerseits wihrend der maximaleu Aktivitlt des Enzyms. Die Buchstaben E symboli- 
sieren die beiden katalytischen Untereinheiten, und die hochgestellten Buchstaben 
zeigen die Lokalisierung der Na+-  oder K+-Ionen auf der intrazelluliren (i) oder 
extrazellularen ( e )  Seite des Enzyms oder der Zelle an. Verglichen mit der Diffu- 
sionsgeschwindigkeitskonstante von langsam diffundierenden Reaktanten (nahe 
lo9 M - ~  s - ' )  werden die Geschwindigkeitskonstanten der Diglta~isassoziation 4-7 
Groknordnungen kleiner gefunden [127], aber ihnlich klein wie die Isomerisie- 
rungskonstante, die bekanntlich die Protein-Konformationsinderung bei Enzym- 
Substrat-Wechselwirkungen charakterisiert und im Bereich von 102-104 s" liegt. 
Die Dauer des Halbcyclus bei 37°C betrigt 6-7 ms (aus Lit. [137]). 
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stem durch einen Digitalis-ungleichen mikroskopischen Mecha- 
nismus hemmen, unvermeidlich zu einer Nullhypothese iiber 
Beziehungen zwischen Struktur und Wirkung fiihren. 

Das mikroskopische Priifen basiert auf unserer Erfah- 
rung[66* ' 301, daB die adaquate Besetzung der Digitalis-Bin- 
dungsschlucht durch einen Hemmstoff der Na+/K+ -ATPase, 
gleich welcher Struktur, und dessen Eigenschaft als mechani- 
stisch digitalisartige Verbindung durch seine Fahigkeit bewiesen 
ist, die Synthese des energiereichen Carboxyphosphat-Phos- 
phoenzyms aus Orthophosphat in Gegenwart von Mg2+-Ionen 
zu fordern. Das mikroskopische Priifen hat sich daher als finaler 
Test erwiesen, um Verbindungen zur Auffindung der pharmako- 
phoren Leitstruktur bei bimolekularen Erkennungsuntersu- 
chungen auszuwahlen oder auszuschlieBenr66, l 3 O ] .  

Bekanntlich ist der Mensch in vieler Hinsicht eine besondere 
Spezies. So gibt es in den Rezeptor-Effektor-Parametern be- 
trachtliche Unterschiede zwischen den Isoformen der Na+/K +- 

ATPase beim Menschen und anderen S p e z i e ~ ~ ' ~ ~ ~ ' ~ ' .  134, 1381. 

Gliicklicherweise konnen aus menschlichen Geweben leicht 
Na+/K+-ATPase-Praparate gewonnen werden, die sich fur den 
Einsatz in den obigen molekularen Testsystemen eignenLg2, ' 341. 

Die Zeiten sind vorbei, in denen ein uberlebendes Herz, das aus 
einem gekopften Menschen herausgeschnitten worden war, ver- 
wendet werden muBte, um die Wirkung von Digitoxin auf den 
Herzmuskel des Menschen zu studieren" 391. 

2.5. Die chemische Jagd zur Entdeckung yon Leitstrukturen 
und zur funktionellen Klassifizierung der Struktur- 
komponenten bei digitalisartig wirkenden Hemmstoffen 

Die Leitstruktur in komplexen, biologisch-aktiven Verbin- 
dungen ist als die Strukturkoinponente definiert, die die mini- 
malen spezifischen Erkennungserfordernisse zeigt, wobei ihre 
Wirksamkeit schwach sein kann['40, 14'1 . D' ie Entdeckung der 
Leitstruktur wird als wesentlicher Schritt zur Einschrankung 
des Gliicksspiels beim Wirkstoffdesign be t ra~hte t~ '~ ' ] .  So kann 
die Entwicklung eines neuen Arzneimittels die Synthese von 
10 000-20 000 neuen Verbindungen erfordern und uber 200 Mil- 
lionen DM k ~ s t e n [ ' ~ ~ ] .  Auch im Falle der Herzglycoside, wie 
Digitoxin 1 oder Digoxin 2 (siehe Abb. 2), erwies sich die Auf- 
deckung ihrer Leitstruktur als schwierig. Digitalisverbindungen 
sind, wie in Abschnitt 2.3 abgeleitet, heterotrop wirkende, allo- 
sterische Hemmstoffe der Na+/K+-ATPase. Das bedeutet, darj 
sie keine Ahnlichkeit mit dem Substrat ATP aufweisen und so- 
mit keinen rationalen Ausgangspunkt bei der Suche nach der 
Leitstruktur bieten. Dies scheint zu erklaren, warum unsere 
Gruppe erst 1985 die wahre Leitkomponente in Herzglycosiden 
entdeckte[91,92]. Unser systemisches Durchsieben von etwa 700 
im wesentlichen kongeneren Digitalisderivaten wurde ermog- 
licht durch das Uberlassen zahlreicher seltener Verbindungen 
von vielen bedeutenden Chemikern wie K. Meyer, G. R. Pettit, 
T. Reichstein, D. Satoh, F. Sondheimer, C. Tamm, R. Tschesche, 
K. Wiesner und W W Zorbach, um nur einige wenige zu nen- 
nen. Der gegebene reiche Fundus wurde in unserem Laborato- 
rium durch gezielte Partialsynthese von Steroidderivaten 
erganzt, die aus pflanzlichen Quellen nicht verfiigbar wa- 
r e ~ ~ [ ~ ~  -68]. Die Struktur der Verbindungen und die zugehorigen 
Testdaten wurden in Lit.", *I vorgestellt. 

l-3 13 (50.4) 14 (43.3) 
OH OH 

17 (38.1) 16 (22.6) 

19 (-> 20 (38.7) 

21 (36.3) 
Abb. 7. Der EinfluD des Entfernens der Seiteiiketten von 3/&O-(a-~-Rhamno- 
sy1)digitoxigenin 13 (13 -t 14, 13 + 15, 13 -t 16) offenbart deren unterschiedliche 
BeitPPge zur integralen Gibbs-Energie der Wechselwirkung mit der Nd+/K + -  

ATPase aus dem Herzmuskel des Menschen [91,92]. Wahrend der Zucker- und der 
Lactonrest selbst ohne Hemmwirkung sind, entfdtet der Steroidkern 16 eine intrin- 
sische Wirksamkeit von eins mit totalem Hemmeffekt bei der Besetzung der Digi- 
talis-Bindungsschlucht eines Enzymmolekuls [130] und fungiert somit als eine fur 
sich vollwirksame Leitstruktur in Digitalisglycosiden 191, 92, 1301. Wird die A/B- 
cis- in die A/B-trrms-Ringverknupfung umgewandelt (14 + 17), vermindert sich die 
Wirkung des Aglycons und schwicht auch die Wirkungssteigerung durch Glycosi- 
dierung (vgl. 14 -+ 13 mit 17 + 18). Die Umwandlung der C/D-cis- in die C/D-trans- 
Ringverknupfung (14 -+ 19) hingegen annuliert die Wirksamkeit. Ein Vergleich zwi- 
schen den Gibbs-Wechselwirkungsenergien der Aglycone 14, 17, 20 und 21 zeigt, 
daD 14 mit einer stark gekrummten, weitgehend inflexiblen Struktur am besten in 
die Digitalis-Bindungsschlucht pafit. Die in Klammern gesetzten Zahlen geben die 
AGo'-Werte in -kJmol-' an; 19 ist inaktiv. 
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So haben wir eine lange Distanz auf dem Wege zuriickgelegt, 
der uns zur funktionellen Zuordnung der drei Strukturkompo- 
nenten von reguliiren Digitalisverbindungen gefiihrt hat. Wie 
knapp in Abbildung 7 untermauert, ist das Steroidgeriist 
5~,14~-Androstan-3~,14-d1ol 16 die inhlrent wirksame Leit- 
struktur von natiirlichen Herzglycosiden. Das Entfernen der 
Hydroxygruppe an C3p schwacht die Wirksamkeit nur unwe- 
sentlich, das Ersetzen von Cl48-OH durch C14P-NH2 kann 
sogar die Hemmaktivitiit betrlchtlich erhohen[']. Daher ist 
5P,14b-Androstan die Grundleitstruktur (vgl. Abb. 7 und 10). 
Die C3p-0- und C17P-Seitenketten sind, wenn man sie vom 
Steroidgeriist abtrennt, selbst ohne intrinsische Hemmwirkung. 
Nach dem Verkniipfen niit dem Steroidgeriist tragen sie jedoch 
deutlich zur Gesamt-Wechselwirkungsenergie bei, was nachfol- 
gend beschrieben ist. 

Die Tridigitoxosid-Kette von Digitoxin 1 und Digoxin 2 kann 
mehr als isoenergetisch durch Monoside ersetzt werden; Abbil- 
dung 8 bietet einige Beispiele. Der Butenolidrest von 1 und 2 

H H W o - R  t i o m , ,  .OH- 0 -R  

OH OH (6.7) (5.1) OH 
(8.1) 

H H W o - R  t i o m , ,  .OH- 0 -R  

(5.1) OH nu _. . 

Abb. 8. Untcrschiede in der VergroDerung der Gibbs-Energie der Wechselwirkung 
zwischen der Na+/K +-ATPase B U S  dem Herzmuskel des Menschen und Digitoxige- 
nin 14, die aus der Einfiihruug unterschiedlicher Substituenten an C3B-OH resultie- 
ren [ 2 ] .  Die konformative Flexibilitlt der Zuckerreste, die aus den beiden Graden 
von Rotationsfreiheit um die Glycosidbindungen entsteht, kann helfen zu erklsren, 
warum sowohl S-u- als auch a-L-Zucker mit C1- bzw. 1C-Konformation die Wech- 
selwirkungsenergie vergro0ern. Auljerdem konnen die Aminosauresequenzen. die 
an der Bildung der Zucker-Bindungsstelle beteiligt sind, eine entsprechende konfor- 
mative Anpassungsfhigkeit aufweisen. Die in Klammern gesetzten Zahlen geben 
die GAG'"-Werte in -kJmol- '  an. 

kann isoenergetisch und auch mehr als isoenergetisch durch 
einige in Abbildung 9 dargestellte Heterocyclen substituiert 
werden. Die Gesamtheit unserer Ergebnisse wurde fur die Ablei- 
tung der Chemotopographie der Digitalis-Erkennungsmatrix 
und -Bindungsschlucht im Na+/K +-ATPase-Protein als Schritt 
zum rationalen Design neuer inotroper Steroide ausgewertet[*I. 

Wie in Abbildung 7 gezeigt, verliert der starke Hemmstoff 
Digitoxigenin 14 seine Wirksamkeit schon durch Umwandlung 
der C/D-cis-Ringverkniipfung in die C/D-trans-Verkniipfung 
(14 ---t 19). Das letztere Strukturmerkmal ist den endogenen 
Hormonsteroiden gemeinsam. Aufgrund dieser friih gemachten 
Erfahrung hatten wir C/D-trans-Steroide als belanglos in bezug 
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(-18) (17.3) (16.9) 
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(10.8) (10.6) (9.4) 

0 

Abb. 9. Die kinetische Bedeutung und der energetische Beitrag von Substituenten 
an C17/1 von S~,14~-Androstan-3P.14-diol be1 der Wechselwirkungder Hemmstoffe 
mit der Na+/K+-ATPase ans dem Herzmuskel des Menschen. Die grob dipolare 
Verteilung des molekuldren, elektrostdtischen Potentialfeldes im AuDenraum von 
Digitoxigenin 14, die im oberen Teil der Abbildung gezeigt ist (aus Lit. 1911). scheint 
den groDeren und mittleren Attrdktionsbereich des Molekuls bei der Bildung des 
Diffusionskomplexes zu kontrollieren und die Anziehung des Aglycons, mit dem 
Lactonring voran, durch die Rezeptor-Bindungsschlucht zu befordern 191,921. Die 
Bildung des hemmwirksamen Komplexes scheint Wasserstoffbriickenbindungen 
zwischen den elektronenreichen Sauerstoff-, Schwefel- oder Stickstoff-Atomen in 
den Seitenketten einerseits und H-liefernden Aminosaureseitenresten in der entspre- 
chenden Rezeptor-Bindungsstelle andererseits zu erfordern. Eine Durchsicht der 
sehr unterschiedlichen Wechselwirkungsenergie-Beitrlge der 17p-Substituenten 
zeigt. daR die gemessenen integralen GroDen aus einer unentwirrbaren Uberlage- 
rung von anziehenden und abstolienden, elektronischen und sterischen Komponen- 
ten dcr Teilstrukturen resultieren [l,  21. Die in Klammern gesetzten Zahlen geben 
die GAG"-Werte in -kJmol- '  an. 

auf den Zusammenhang zwischen Struktur und Hemmwirk- 
samkeit angesehen, obgleich wir einige Verbindungen ohne Lac- 
tonsubstituenten an C17p als aktiv oder sogar aktiver als ihre 
C/D-cis-Verwandten gefunden hattenC9'] (vgl. die AGO'-Werte 
fur 16 und 23 in den Abbildungen 7 und 10). 

Wie Marshall und Cramerr'441 betont haben, hatten Versuche 
zur Korrelation der biologischen Wirksainkeit niit der Struktur 
der Verbindungen dann oft nur begrenzten Erfolg, wenn die 
Analyse sich nicht auf eine kongenere Serie beschfnkte. Aller- 
dings verspricht die Einbeziehung strukturell verschiedenarti- 
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ger, aber am gleichen Rezeptorort angreifenden Verbindungen 
grundlegendere Losungen des Problems der Struktur-Wir- 
kungs-Beziehungen, die zur Entwicklung neuartiger therapeuti- 
scher Agentien fuhren konnenr'441. Daher haben wir unsere 
Untersuchungen rnit C/D-trans-Steroiden des Hormontyps wie- 
der aufgenommen und systematisch erweitert. 

Entscheidend fur diese Unternehmung war unsere Entdek- 
kung, dal3 sich in den makroskopischen und mikroskopischen 
Suchtests (vgl. Abschnitt 2.4) einige Progestine wie Megestrol- 
acetat 25 und Chlormadinolacetat 26 als Hemmstoffe der Nat /  
K $- -ATPase enviesen (Abb. lo), die iiber einen digitalisartigen 
mikroskopischen Mechanismus, d. h. iiber die Besetzung der 
Digitalis-Bindungsschlucht, wirksam werden[661. Die Verknup- 
fung von C3P-OH rnit einem Monosaccharid vermindert 
(26 4 27) oder verstarkt (28 + 29) die Hemmwirksamkeit. Dies 
ist in etwa in Einklang rnit dem Verhalten einiger C/D-cis-Stero- 
ide (vgl. 17 -+ 18 mit 14 + 13 in Abb. 7).  Der dargelegte EinfluD 
der Glycosidierung widerspiegelt die sperrige oder mehr oder 
minder pal3fahige raumliche Orientierung der Zucker-Seitenket- 
te zur Zucker-Bindungsstelle in der Digitalis-Bindungsschlucht, 
die von der Anordnung der A/B-Ringverknupfung abhangtt6']. 

Hochst bemerkenswert ist, dal3 die Glycosidierung von 
Chlormadinolacetat 26 --f 27 dessen negativ-inotrope Wir- 
k ~ n g [ ' ~ ~ ]  in eine uberraschend dauerhafte positiv-inotrope Wir- 
kung ~mwande l t ' ~~ ' .  Die Wirkungen von 27 auf die Kontraktili- 
tat des Herzens und andere Herz-Kreislauf-Parameter sind bei 
Katzen gunstiger als die von Digitoxin 1. Die Moglichkeit, dal3 
dieser funktionelle Unterschied mit der C/D-rvans- oder C/D- 
cis-Ringverknupfung bei den beiden Cardiotonica korreliert, ist 
noch zu prufen. Der Weg zur Losung dieser Frage wird im 
Abschnitt 3 angesprochen. Hier ist die hochst wichtige SchluD- 
folgerung aus unseren Untersuchungen mit 27 herauszustellen, 
daD die C/D-cis-Ringverknupfung, die bekanntlich nur in Stero- 
iden aus bestimmten Pflanzen und Kroten vorkommt, im Ge- 
gensatz zur gegenwiirtigen Lehrmeinung keine notwendige Vor- 
aussetzung cardiotonischer Wirkung ist; somit konnen also die 
im tierischen Organismus vorliegenden Hormonsteroide rnit 
C/D-trans-Ringverknipfung gleichfalls das Vermogen haben, 
digitalisartige, positiv-inotrope Wirkungen a u s ~ u l o s e n [ ~ ~ ~ .  Als 
Voraussetzung fur die Nutzung dieses Potentials wurde von uns 
die Eliminierung der hormonalen Potenz durch Steroidglycosi- 
dierung erkannt, die die Wechselwirkung mit den intrazellullr 
lokalisierten Hormonrezeptoren ~ e r h i n d e r t ~ ~ ~ ] .  Ein weiteres 
Beispiel fur diese mogliche Beziehung wird im Abschnitt 3 
erortert. 

2.6. Das Ratsel urn endogenes Digitalis 

Unser Interesse an der Erforschung der C/D-trans-Hor- 
monsteroide im Hinblick auf mogliche digitalisartige Wirkun- 
gen wurde auch durch ihre potentielle Beziehung zum endoge- 
nen Digitalis stimuliert. Die systematische Suche nach dessen 
Natur wurde von Szent-Gyorgyi begrundet['"], der 1953 be- 
richtete, daD normales Blutserum Substanzen enthalt, die eine 
digitalisartige Wirkung entfalten. Unter 22 gepruften Steroiden 
wurden Desoxycorticosteron und Progesteron als diejenigen er- 
mittelt, die mit Serum und Herzglycosiden die Wirkung auf die 
Kontraktilitiit des Herzens teilen. Ihre Wirksamkeit war jedoch 
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Ahb. 10. Die Gibhs-Energien der Wechselwirkung zwischen der Na'iK' -ATPase 
BUS dem Herzmuskel des Menschen und digitalisartig wirkenden C/D-trans-Stero- 
iden des Hormontyps: der EinfluU von Konfigurations- und Substitutionsverande- 
rungen [2, 64-66. 1451. Bei Anlegung der in Ahschnitt 2.5 zitierten Definition [141, 
1421 ist die Leitstruktur in diesen Steroiden SD-Androstan hei der Besetzung der 
Digitalis-Bindungsschlucht. Die in Klammern gesetzten Zahlen gehen die AGO'- 
Werte in -kJmol-' an. 

zu niedrig, um die Serumwirksamkeit zu erkllren. Im obigen 
Kontext erwog Szent-Gyorgyi : ,,The digitalis glycosides are no 
drugs at all: they are substitutes for a missing screw in our 
machinery, which had a cardinal role in one of the most basic 
physiological regulations." 

Die Suche nach endogenem Digitalis wurde in neuerer Zeit 
durch die Entdeckung der Endorphine, den endogenen Ligan- 
den des Opiatrezeptors, stimuliert. So lag die SchluDfoIgerung 
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nahe, dab eine parallele Situation fur ein endogenes Digitalis- 
Analogon zutreffen konnte. Diese Konzeption scheint durch die 
Tatsache gestutzt, daR eine spezifische Digitalis-Bindungsstelle 
bei den Na+/K+-ATPasen aller Tierspezies existiert. 

Aus theoretischen und praktischen Griinden ist die Suche 
nach endogenem Digitalis eine Herausforderung fur viele in der 
medizinischen und der Grundlagenforschung sowie in der phar- 
mazeutischen Industrie geworden. Nach den Ubersichten von 
Goto et al.[1481 und von Hamlyn und M a n ~ n t a " ~ ' ~  haben zahl- 
reiche Berichte Indizien- und substantielle Beweise fur das Vor- 
kommen von endogenen Hemmstoffen der Na+/K+-ATPase 
geliefert, aber die chemische Identitat hat sich bisher der Kla- 
rung entzogen. Auf der Basis von neun Kriterien wurden viele 
Kandidaten fur einen endogenen digitalisartigen Faktor vorge- 
~chlagen[ '~~] .  Alle den Kriterien zugrundeliegenden Bestim- 
mungsverfahren sagen wenig oder nichts uber die genaue Bin- 
dungsstelle der Verbindungen und den mikroskopischen 
Mechanismus der beobachteten Effekte aus. Das geeignetste 
Kriterium fur die Klassifizierung einer Substanz oder eines Iso- 
lats als digitalisartig wirksam ist der Beweis der Besetzung der 
Digitalis-Bindungsschlucht16". ' 301 du rch das mikroskopische 
Testverfahren (vgl. Abschnitt 2.4). Das ist jedoch bisher nur bei 
einer einzigen Untersuchung angewendet ~ o r d e n " ~ ~ ~ .  Darin 
hat der gut charakterisierte hypothalamische Hemmstoff der 
Na+/K + -ATPase, anders als Digitalis, einen negativen Ausfall 
im mikroskopischen Bestimmungsverfahren gezeigt. Offen- 
sichtlich existieren im Tierkorper einige physiologische Hemm- 
stoffe der Na+/K +-ATPase. die nicht notwendigerweise eine 
Strukturbeziehung zu Digitalisverbindungen haben" 511. 

Die Berichte von Hamlyn et al.[1521 und Goto et al.[' 5 3 1 ,  daR 
bestimmte, aus unterschiedlichen Quellen isolierte Na+/K+-  
ATPase-Hemmstoffe mit Ouabain oder Digoxin identisch wa- 
ren, sind tatsachlich hochst eindrucksvoll. Das gravierende Pro- 
blem im Hinblick auf die Akzeptanz dieser Identitat ist, daR ein 
Biosyntheseweg fur solche C/D-cis-Steroide, wie er bei seltenen 
Pflanzen und Kroten vorkommt, bei Slugern unbekannt ist. 
Unser Zweifeln an der Identitiit eines endogenen Hemm- 
stoffs der Na+/K+-ATPase mit Ouabain hat sich jungst 
als richtig e r w i e ~ e n ~ ' ~ ~ ~ .  In diesem Kontext sind wir versucht 
zu spekulieren, daR bestimmte C/D-trans-Hormonsteroide, 
wie die im Abschnitt 2.5 besprochenen Progestine, als Modelle 
fur die chemische Natur des endogenen Digitalis dienen 
konnten [66] .  

3. Jungstes Entwicklungsstadium: Daten-orientierte 
Optimierung des Leitsteroids 

Der hauptsachlich begrenzende Faktor fur die maximale Di- 
gitalisdosis, die bei der Behandlung der Herzinsuffizienz verord- 
net werden kann, ist die Entwicklung von ventrikularen Ar- 
rhythmien. Ein wesentliches Element, das zum Entstehen der 
arrhythmogenen Wirkung der Herzglycoside beitragt, ist die 
Erregung oder Lahmung cerebraler Nervensy~teme[~~ 51. Die 
Bedeutung neuraler Digitaliswirkungen folgt aus den unter- 
schiedlichen Funktionen der Na+/K +-ATPase in neuralen Ge- 
weben" 561. So spielt die Hemmung neuraler Na+/K+-ATPasen 
durch Digitalisverbindungen eine ursachliche Rolle bei der Aus- 
losung von therapeutisch nutzlichen und schiidlichen, initial 

neuralen Digitaliswirkungen" 571.  Daher scheint uns ein aus- 
sichtsreicher Weg zur VergroBerung des Verhaltnisses zwischen 
den Dosen fur die therapeutischen und toxischen Digitaliswir- 
kungen das Design von Digitalisverbindungen rnit ungewohn- 
lich unterschiedlichen Affinitaten fur die Isoformen der Na'/ 
K+-ATPase in Herzmuskel- und Hirnzellen zu seinf" 

Ein erster Vergleich zwischen Na+/K+ -ATPase-Priparaten 
aus dem Herzmuskel und der Hirnrinde des Menschen in bezug 
auf ihre Affinitiit zu 76 C/D-cis-Steroiden ergab eine durch- 
schnittlich 1 Sfach niedrigere Affnitat zum Hirnenzym-Prapa- 
rat" 341. Die C/D-trans-Verbindung 27 zeigte eine 3.2fach niedri- 
gere Affinitat zum gleichen En~ymprapa ra t [~~] .  Dies erklart 
moglicherweise, dal3 27 nicht wie 2 bei Katzen Arrhythmien 
her~orr ie fc~~] .  Allerdings bestanden beide Enzympraparate of- 
fenbar aus einer Mischung von drei Na+/K +-ATPase-Isofor- 

unbekannter individueller Affinitaten. Die klare Ent- 
scheidung uber die relativen Affinitaten von C/D-cis- und 
C/D-trans-Steroiden zu bestimmten Isoenzymen aus Herzmus- 
kel- und Nervenzellen erfordert Untersuchungen an den isolier- 
ten Isoformen, die aber noch nicht verfugbar sind. Im Lichte der 
Kenntnis, daB das Steroidgerust die pharmakophore Leitstruk- 
tur nicht nur fur die Na+/K+-ATPasen aus Geweben des Men- 
schen, sondern auch fur die von Tieren ganz unterschiedlicher 
Digitalisaffinitat istL2, '04, 1341, darf man es wohl als so gut wie 
sicher annehmen, daR ein Anteil von Na+/K +-ATPase-Isofor- 
men in kontraktilen und neuralen Zellen des Menschen in der 
Chemotopographie des Steroidorts in der Digitalis-Bindungs- 
schlucht differiert. 

Unser Bemiihen, die mogliche Eignung von C/D-trans-Hor- 
monsteroiden als Ausgangsstrukturen fur das Design von neu- 
artigen Herzmitteln zu klaren, hat sich jiingst auf die Aldoste- 
ron-Antagonisten Spironolacton 30 und Canrenon 31 konzen- 
triert (siehe Abb. 10). Unser Interesse an diesen Spirosteroiden 
wurde durch Berichte von Klinikern und praktischen Arzten 
geweckt, dal3 diese C/D-trans-Steroide eine direkte positiv-ino- 
trope Wirkung bei der Behandlung von Patienten mit schwerer 
Stauungs-Herzinsuffizienz entfaltenl' 5 9  - ' 641. Allerdings waren 
die Spirosteroide nur in Kombinationstherapie mit einem Di- 
ureticum, rnit einem Hemmstoff des Angiotensin-aktivierenden 
Enzyms oder/und rnit Digoxin, voll wirksam. Daher ist der 
Mechanismus der bemerkenswert giinstigen Herzwirkung der 
Aldosteron-Antagonisten noch ~ n v e r s t a n d e n ~ ' ~ ~ .  1641. Aus die- 
sem Grunde wurde der unerwartete cardiotone Aspekt ihrer 
Wirkung von uns naher untersucht; er stellte sich als einer der 
seltenen Falle von klinischer Ruckkopplung heraus. 

Unsere Analyse der Wechselwirkung von 30 und 31 mit Na'/ 
K+-ATPasen des Menschen im makroskopischen und mikro- 
skopischen Testsystem (vgl. Abschnitt 2.4) enthullte, daB beide 
Spirosteroide digitalisartig wirkende Hemmstoffe des Rezepto- 
renzyms sind. Ihre geringe Hemmwirksamkeit (vgl. ihre in 
Abb. 10 angefuhrten AGO'-Werte rnit den in Abb. 3 gegebenen 
Werten von Digitoxin 1 oder Digoxin 2) erklart die Notwendig- 
keit der bezeichneten Kombinationstherapie. Abgeleitet von un- 
serer Erfahrung uber den EinfluR der Glycosidierung auf die 
Wirksamkeit von Progester~nderivaten[~~. 651 gelang es uns, die 
Wirksamkeit von 31 durch Glycosidierung 31 -+ 33 zwanzigfach 
zu erhohen['451. Die Wirksamkeit von 33 ist sogar etwas hoher 
als die von 27, von dem wir eine gunstige positiv-inotrope Wir- 
kung bei Katzen nachgewiesen haben1641. Selbstverstandlich 
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miissen weitere Untersuchungen mit 33 und Verbindungen die- 
ses Typs durchgefiihrt werden, um deren pharmakologisches 
Profil zu bestimmen und die Derivate mit groBtem therapeuti- 
schem Dosierungsspielraum, nicht die mit der Spitzenwirksam- 
keit, zu selektionieren. Die Erfahrung mit dem pharmakologi- 
schen Profil von 27[641 begriindet die Erwartung, daI3 die 
nachteiligen Hormonwirkungen der Aldosteron-Antagoni- 
sten[165-1671 du rch eine Glycosidierung reduziert oder elimi- 
niert werden konnen, wenn damit ihre Wechselwirkung mit den 
Hormonrezeptoren verhindert wird. Die Priifung der allgemei- 
nen Anwendbarkeit der postulierten Zusamtnenhange sowie die 
weitere strukturelle und funktionelle Optimierung der Aldoste- 
ron-Antagonisten kann durch Nutzung des innovativen Poten- 
tials erforscht werden, das in der umfassenderen, aus unseren 
Arbeiten rnit CID-cis-Steroiden ableitbaren Einsicht in diese 
Probleme investiert ist[',21 (vgl. Abb. 7-9). 

4. Zusammenfassung und Ausblick 

Der Aufsatz geht von der Tatsache aus, daB cardiotonische 
Steroide eine Jahrzehnte andauernde und noch bestehende Her- 
ausforderung an die Forschung stellen und beginnt mit dem 
Bekenntnis der Motivation des Seniorautors fur sein Engage- 
ment auf diesem anspruchsvollen Gebiet seit drei Jahrzehnten. 
Dem folgt eine detaillierte Schilderung der Stadien und Ebenen 
der Digitalisforschung, in denen die Autoren experimentell und 
theoretisch engagiert waren, und eine Ubersicht uber das jiing- 
ste Entwicklungsstadium, das durch ihre Entdeckungen eroffnet 
wurde. Der Aufsatz offenbart, daB sogar die elementaren Sta- 
dien der Arzneimittelforschung, wie sie hier behandelt wurden, 
ein facettenreiches und verschlungenes Aufgabengebiet bilden, 
das letztlich pharmakologische und klinische Riickkopplungen 
einschliel3en soll, um die Grenzen der chemischen und biochemi- 
schen Denkmuster zu testen, die durch die initiierenden Arbei- 
ten der Autoren umrissen sind. Jede bedeutende Entwicklung, 
wie sie hier anvisiert wurde, erfordert notwendigerweise das 
Durchschreiten eines langen Weges und den umfassenden Ein- 
satz von Mitteln bei der Weiterverfolgung der aufgezeigten Kon- 
zeption, deren therapeutischer Wert erst am Ende des Weges 
beurteilt werden kann (vgl. 

Unsere jiingsten Arbeiten wurden durch die Deutsche For- 
schungsgemeinschaft ( R e  87811 -4 )  und den Fonds der Chemi- 
schen Industrie unterstiitzt. 
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Sequencing, cloning, transcription - 
these are but a few key techniques 
behind the current breathtaking 
advances in molecular biology and 
biochemistry. As these methods 
continuosly diversify, biochemists need 
a sound chemical understanding to keep 
the pace. Chemists beginning working 
in the molecular biology lab need an 
introduction to this field from their point 
of view. This book serves both: it 
describes most of the known chemical 

reactions of nucleosides, nucleotides, 
and nucleic acids in sufficient detail to 
provide the desired background, and 
additionally, the fundamental relations 
between sequence, structuie and 
functionality of nucleic acids are 
presented. 
The first edition of this book, which was 
published in Russian, has immediately 
become a recognized standard reference. 
This second, thoroughly revised and 
updated edition, now published in 
English, is likely to achieve a similar 
position in the international scientific 
community. 


