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Ligandenbindungsenergien

N ichtkovalente Wechselwirkungen werden bisweilen als additiv
behandelt. Mit diesem Verfahren lassen sich brauchbare mittlere
Bindungsenergien fiir typische Wechselwirkungen in wdssriger
Losung ableiten, der Ansatz scheitert jedoch in vielen Fiillen, da
sich nichtkovalente Wechselwirkungen oft gegenseitig verstirken
(positiv kooperativ sind) oder abschwichen (negativ kooperativ
sind). Bindungsenergie wird gewonnen, wenn ein Ligand die innere
Beweglichkeit seines Rezeptors einschrinkt (positiv kooperative
Bindung). Auf dhnliche Weise wird bei enzymatisch katalysierten
Reaktionen Energie fiir die Bindung des Ubergangszustands ge-
wonnen, wenn das Substrat im Ubergangszustand innere Bewe-
gungen des Enzyms einschrinkt. Liganden und Substrate erhohen
auf diese Weise ihre Affinititen fiir Proteine. Diese Organisation
geht einher mit einem Gewinn an Bindungsenthalpie und einer
Einschrinkung der Dynamik (einem Entropieaufwand), erfordert
aber nicht, dass neue nichtkovalente Wechselwirkungen entstehen,
sondern lediglich, dass die bereits existierenden Wechselwirkungen
gestirkt werden. Negativ kooperative Effekte wirken sich umge-
kehrt aus: Die Packungsdichte wird verringert, und Enthalpie wird
aufgewendet, wihrend Entropie gewonnen wird.

1. Einleitung

Mit der Entschliisselung einer gro3en Zahl von Genom-
sequenzen hat sich die Proteomik zu einem erstrangigen
Forschungsgebiet entwickelt. Die Proteomik beschiftigt sich
mit der Identifizierung von Proteinen (ein Beispiel ist die
Identifizierung von 1484 Proteinen aus dem Hefestamm S.
cerevisiae)," deren Wechselwirkungen untereinander und mit
den Ligand-Protein-Bindungen. Die Bindungskonstanten
dieser Wechselwirkungen hiangen davon ab, wie sich nicht-
kovalente Bindungen in den freien und gebundenen Zustén-
den unterscheiden. Bindungskonstanten konnen nicht vor-
ausbestimmt werden und sind folglich unzureichend verstan-
den, weshalb auch die molekulare Basis biologischer Funk-
tionen oft ungeklart ist.

In diesem Aufsatz préasentieren wir zunéchst einen addi-
tiven Ansatz, der Systeme mit mehreren Wechselwirkungen
durch Summierung der Einzelbeitrige beschreibt. Diese
Niherung ist niitzlich, reale Wechselwirkungen sind aller-
dings oft groBer (positiv kooperativ) oder kleiner (negativ
kooperativ) als die Summe ihrer Einzelbeitrage. Derartige
kooperative Wechselwirkungen werden im zweiten Teil des
Aufsatzes behandelt. Folgerungen fiir biologische Systeme
werden in den Abschnitten 9 und 11-14 diskutiert, wobei die
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1.1. Woher nehmen Verinderungen ihre Triebkraft?

Der zweite Hauptsatz der Thermodynamik besagt, dass
die Entropie des Weltalls bei einem spontanen Vorgang
zunimmt. Am einfachsten beschrieben, ist die Entropie S ein
Ma8 fiir die Unordnung; sie steigt mit zunehmender Unord-
nung, d. h. mit zunehmender Zahl moglicher Konfigurationen
eines Systems. Der zweite Hauptsatz verrét uns also, dass bei
einem spontanen Vorgang die Unordnung insgesamt zuneh-
men wird. Wenn die Entropie des Weltalls vor dem Vorgang
S, betrigt und nach dem Vorgang S, dann ist die Anderung
der Gesamtentropie ASyeqm = S1—S,. Je positiver ASqm, ist,
desto bereitwilliger wird der Prozess ablaufen. Um den Wert
von AS,m fiir einen beliebigen Prozess zu berechnen, ist es
sinnvoll, die Entropiednderung in zwei Teile zu zerlegen,
niamlich in die Entropiednderung des Systems (des unter-
suchten Gegenstands) und der Umgebung (des restlichen
Weltalls). Da die Umgebung praktisch unendlich grof ist,
geht die Entropiednderung in einem abgeschlossenen Volu-
menelement gegen null.

Das AusmaB, zu dem sich der Ordnungszustand der
Umgebung eines Systems dndert, hdngt von der Enthalpie-
dnderung wihrend des Prozesses ab (exotherm: AH negativ,
endotherm: AH positiv) und von der Temperatur 7, bei der
der Prozess ablduft. Ein exothermer Prozess fithrt zu einer
stairkeren Unordnung in der Umgebung (dort findet nun
mehr Bewegung statt). Die Zunahme an Unordnung ist
umgekehrt proportional zur Temperatur; dies kann qualitativ
verstanden werden: Eine Umgebung mit wenig kinetischer
Energie (niedriger Temperatur) kann durch einen gegebenen
exothermen Beitrag proportional stirker in Unordnung ver-
setzt werden als eine Umgebung mit hoher kinetischer
Energie (hoher Temperatur). Da ein exothermer Prozess
einen positiven Beitrag zur Anderung der Gesamt-
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entropie leistet, betrdgt der Entropieanstieg durch diesen
Term —AH/T.

Der zweite Teil der Entropiednderung besteht in der
Anderung des Ordnungszustands des Systems, AS,. Positive
Werte von AS,, fordern eine Verdnderung des Systems.
Durch Kombination der beiden Terme lésst sich quantifizie-
ren, inwieweit ein System eine spontane Anderung eingehen
kann [Gl. (1); der Index ,,sys* wird normalerweise vereinfa-
chend weggelassen].

Zunahme der Unordnung bei einem Prozess: —AH/T 4 AS,; (1)

Diese wichtige Beziehung geht letztlich auf Arbeiten von
Boltzmann und Gibbs zuriick. Méglicherweise um Genera-
tionen von Studenten zu verwirren, wurde fiir diesen Netto-
anstieg der Entropie in einem spontanen Prozess der Term
—AG]/T eingefiihrt. Somit ergibt sich der Ausdruck —AG/T=
—AH/T+AS, aus dem sich die Gibbs-Gleichung [GL. (2)]
ableitet.

AG = AH-TAS 2)

Die Gibbs-Gleichung besagt, dass ein spontan ablaufen-
der Prozess einen negativen AG-Wert erfordert, d.h. eine
negative Anderung der freien Enthalpie (der Gibbs-Energie).
Der Definition von AG als negativem Wert der Anderung der
Gesamtentropie eines Prozesses multipliziert mit 7 ist weni-
ger befremdlich als es zunédchst scheint. Studenten der
Anfangssemester haben hiufig die Vorstellung, dass spontane
Anderungen durch eine Freisetzung von Wérme, d.h. durch
einen exothermen Prozess (AH negativ) angetrieben werden.
Obgleich dies nur einer der bestimmenden Faktoren ist,
verstehen wir bereits friih, dass die Triebkraft einer spontanen
Anderung ein Parameter mit der Einheit der Energie und

Dominic O’Brien erwarb 1996 seinen Bache-
lortitel in Naturwissenschaften an der Uni-
versitit Cambridge (Grofbritannien). 1998
promovierte er unter der Anleitung von
Dudley Williams mit einer Arbeit iiber die
Biosynthese und Wirkungsweise von Antibio-
tika der Vancomycingruppe. Derzeit unter-
sucht er zusammen mit Dudley Williams
den Einfluss kooperativer Effekte bei der
molekularen Erkennung.

Min Zhou erwarb ihren Bachelor- und Mas-
tertitel an der Universitit Nanjing (China).
Derzeit promoviert sie bei Dudley Williams
am Churchill College an der Universitit
Cambridge (Grofibritannien).

Angew. Chem. 2004, 116, 6760 — 6782


http://www.angewandte.de

Ligandenbindungsenergien

einem negativen Wert ist. Um gedankliche Kontinuitét
herzustellen, nehmen wir nun die Determinante einer spon-
tanen Anderung — also eine positive Entropiesinderung —,
dandern ihr Vorzeichen, multiplizieren sie mit 7 (um die
Einheit einer Energie zu erhalten) und nennen sie ,freie
Enthalpie®.

Das Phéanomen der spontanen Entstehung hoch geordne-
ter Organismen sorgt bei Studenten oft fiir Verwirrung, denn
schlieBlich scheint es dem zweiten Hauptsatz zu widerspre-
chen. Der entscheidende Punkt ist natiirlich, dass die Entste-
hung des geordneten Organismus mit einer steigenden Un-
ordnung in der Umgebung gekoppelt ist.

Eine Bindungsaffinitdt kann entweder als Differenz der
freien Enthalpien des freien und gebundenen Zustandes
beschrieben werden oder als Gleichgewichtskonstante K, die
tiber den Zusammenhang AG=—-RTInK mit der freien
Enthalpie in Verbindung steht (R ist die allgemeine Gaskon-
stante, T die Temperatur). Je negativer AG ist, desto groer
ist die Bindungskonstante. Bei 300 K entspricht ein AG-Wert
von —5.7kJmol™ einer Bindungskonstanten von 10m~',
—11.4 kJmol ™! entspricht 100m~", usw. Indem wir die Gibbs-
Gleichung zur Beschreibung eines Bindungsvorgangs ver-
wenden, beziehen wir uns auf die Anderung der Bindungs-
situation des Systems (in Form von AH) und auf die Entro-
piednderung des Systems (in Form von T'AS). Genau genom-
men betrdgt die Entropiednderung natiirlich AS und nicht
TAS, fir Experimente bei gleicher Temperatur sind die
Terme aber proportional. Der Ausdruck 7'AS hat den Vorteil,
dass sich der entropische Effekt auf AG direkt mit dem Effekt
durch AH vergleichen lésst.

1.2. Enthalpie-Entropie-Kompensation

Fine Bewegungseinschrinkung bedeutet, dass weniger
Zustidnde zuginglich sind und somit eine Verringerung der
Entropie resultiert. Betrachten wir die Bildung einer spezi-
fischen nichtkovalenten Bindung (z.B. A+B—A-B): Mit
zunehmender Stdrke der Wechselwirkung (entsprechend
einem groferen negativen Beitrag zu AH; giinstig fiir den
Bindungsprozess) wird die relative Beweglichkeit von A und
B zunehmend eingeschrinkt (entsprechend einem zuneh-
mend negativen Beitrag zu AS; ungiinstig fiir den Bindung-
prozess). Dieses gegenldufige Wechselspiel zwischen Enthal-
pie und Entropie wird als Enthalpie-Entropie-Kompensation
bezeichnet; es ist ein fundamentales Merkmal nichtkovalen-
ter Wechselwirkungen!®! und sollte nicht etwa Messfehlern
zugeschrieben werden.”! Das Phinomen der Enthalpie-En-
tropie-Kompensation beschréankt sich nicht auf Wechselwir-
kungen in wissriger Losung.”! Ursache der Enthalpie-Entro-
pie-Kompensation ist die gegenldufige Natur von Bindung
und Bewegung. Die beiden Effekte konnen sich ausbalancie-
ren, weil die Stidrke nichtkovalenter Bindungen mit der
thermischen Energie bei Raumtemperatur vergleichbar ist.
Dagegen spielt die Enthalpie-Entropie-Kompensation fiir
kovalente Bindungen keine gro3e Rolle, da deren Energien
typischerweise viel groBler sind als die Energie der thermi-
schen Bewegung.
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2. Der additive Ansatz

Wenn wir kooperative Effekte zunédchst vernachlassigen,
konnen die einzelnen Beitrdge von AG zur Gesamtbindungs-
energie addiert werden; Beitrdge zur Bindungskonstanten K
werden entsprechend multipliziert.

2.1. Energieaufwand bei der Bildung eines bimolekularen
Komplexes (L+R—L--R)

Wenn ein Ligand L an einen Rezeptor R bindet, werden
seine Translations(t)- und Rotationsbewegungen (r) relativ
zum Rezeptor eingeschrénkt. Fiir die Koordination muss ein
Beitrag AG,,, aufgewendet werden, der einem ungiinstigen
Entropieterm entspricht (AG.,=—TAS,,.)."” Wiirde der
Ligand seine gesamte Beweglichkeit relativ zum Rezeptor
einbiien, so ergibe sich ein Entropieaufwand von ca. +
57kJmol ™! fiir die Assoziation eines Liganden mit einer
Masse von einigen hundert Dalton bei Raumtemperatur.
Dies wiirde die Bindung um einen Faktor 107'° schwichen.[””)
In typischen Ligand-Rezeptor-Komplexen sind aber die Star-
ken nichtkovalenter A--X- und B--Y-Bindungen (Abbil-
dung 1) von der GroBenordnung der thermischen Energie,

,O—HmmuQH,
N é\M@/ H
S ok NN
?'O-H QH, x \/\/Y\I
I/ ,O=Hunm OH,
H

Abbildung 1. Komplexbildung zwischen einem Liganden (mit den pola-
ren funktionellen Gruppen A und B) und einem Rezeptor (mit den po-
laren funktionellen Gruppen X und Y) unter Freisetzung von vier Was-
sermolekiilen in das Lésungsmittel. (Gestrichelte Linien: Wasserstoff-
briicken.)

sodass die Bindungen hoch elastisch sind und fiir die Ein-
schrinkung der Beweglichkeit weitaus weniger als +
57 kJmol ' aufgewendet werden miissen (siche Abschnitte 3
und 4).

Wenn die inneren Rotationsfreiheitsgrade eines Molekiils
beim Ubergang vom freien in den gebundenen Zustand
eingeschriankt werden, muss ein entropischer Beitrag von
—TAS,=AG, fiir jeden eingeschrinkten Rotationsfreiheits-
grad aufgewendet werden. Zum Beispiel hat der in Abbil-
dung 1 oben links gezeigte Ligand vier interne Rotationsfrei-
heitsgrade (durch Pfeile gekennzeichnet), die dem freien
Molekiil eine hohe Beweglichkeit verleihen. Diese wird bei
der Komplexbildung erheblich eingeschrinkt, sodass sich die
Bindungsenergie um einen entropischen Beitrag von 4AG,
verringert (oder allgemein um nAG, fiir n eingeschrinkte
Rotationsfreiheitsgrade).
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Um eine interne Rotation bei Raumtemperatur vollstdn-
dig einzuschrénken, miisste eine Energie AG,~5kJ mol™!
aufgewendet werden.®” Auch dieser Wert ist groBer als
reale Werte fiir Wirkstoff-Rezeptor-Komplexe, da die Wech-
selwirkungsenergien, die das dynamische Verhalten des
Komplexes einschrinken, von der gleichen Grof3enordnung
sind wie die thermische Energie, die den Komplex zu
dissoziieren versucht. Infolgedessen sind die internen Rota-
tionen im gebundenen Zustand zwar blockiert, der Ligand
fithrt aber immer noch Wippbewegungen aus.

Die Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor kann mit
sterischen Spannungen oder repulsiven Wechselwirkungen
einhergehen. Die experimentelle Untersuchung dieser Effek-
te ist schwierig. Aus praktischen Griinden werden wir sie in
unserem einfachen Ansatz zur Bestimmung von Bindungsaf-
finitdten vernachlidssigen (Abschnitt3), bei der negativen
kooperativen Bindung sind sie aber relevant (Abschnitte 6, 9
und 10).

2.2. Energiegewinn bei der Bildung bimolekularer Komplexe

FEine Komplexbildung profitiert energetisch von einer
polaren Ligand-Rezeptor-Wechselwirkung, wenn dabei die
gesamte freie Enthalpie abnimmt. Die Entstehung zweier
polarer Wechselwirkungen (A--X und B--Y) in Wasser als
Losungsmittel ist in Abbildung 1 illustriert: Wassermolekiile,
die vor der Komplexbildung die polaren Gruppen A, B, X und
Y solvatisieren, werden bei Annédherung der Wechselwir-
kungspartner in die Volumenphase tiberfiihrt. Der Energie-
gewinn kann halbquantitativ beschrieben werden, indem man
fir jede dieser Wechselwirkungen den Gewinn an freier
Enthalpie (AG,) berechnet; dieser Term beriicksichtigt auch
die Entropieinderungen, die mit den Anderungen der Sol-
vensbeweglichkeit einhergehen.

Die erste halbquantitative Beschreibung von Wirkstoff-
Rezeptor-Wechselwirkungen, die die oben genannten ener-
getischen und entropischen Beitrdge einschlief3t, geht auf
Andrews, Craig und Martin zuriick."”! Wir haben einen
dhnlichen Ansatz mit einem zusdtzlichen Term fiir den
hydrophoben Effekt verwendet.['!]

Der hydrophobe Effekt ist klassisch definiert als ein
Beitrag, der eine Komplexbildung in wissriger Umgebung
begiinstigt.*!®] Diese Begiinstigung beruht darauf, dass in-
folge der Komplexbildung weniger Kohlenwasserstoffober-
fliche mit dem Losungsmittel Wasser in Kontakt ist. Der
Effekt kann durch Solvenstransferexperimente gemessen
werden. Im Beispiel in Abbildung 1 sind A und B sowie X
und Y jeweils durch drei Methylengruppen voneinander
getrennt; die gegenseitige Anndherung der beiden Kohlen-
wasserstoffoberflichen fordert den Bindungsprozess da-
durch, dass sie nicht mehr mit dem Losungsmittel Wasser in
Kontakt sind. Der Betrag des hydrophoben Effekts ist
proportional zur Oberfliche des Kohlenwasserstoffteils, der
bei der Komplexbildung dem Wasser entzogen wird, und wird
als AG, pro vergrabener Kohlenwasserstoffoberfliche A
angegeben. Diese Fliche kann leicht mit computergraphischen
Verfahren bestimmt werden. Der Beitrag des hydrophoben
Effekts zur Gesamtbindungsenergie betrédgt somit A AG,,.
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Der hydrophobe Effekt geht letztlich darauf zuriick, dass
Wassermolekiile an der Kohlenwasserstoffoberfldche starker
geordnet sind als Wassermolekiile in der Volumenphase.!'"
Somit ist der hydrophobe Effekt bei Raumtemperatur weit-
gehend ein entropischer Effekt — er ist aber auch enthalpisch
begiinstigt, und zwar in den Fillen, in denen bei der Bindung
des Liganden Wasser aus Hohlrdumen des Rezeptors ver-
dringt wird.”)

3. Eine Gleichung zur Abschdtzung von Bindungs-
konstanten

Zur Abschitzung von Bindungskonstanten in wissriger
Losung kann Gleichung (3) herangezogen werden, die sich
aus den obigen Betrachtungen ableitet.

AG = AG,,, +nAG, + AAG, + Y _AG, 3)

AG ist die beobachtete Bindungsenergie und YAG, die
Summe der freien Bindungsenergien aller polaren Wechsel-
wirkungen in der Bindungstasche;!'!! die iibrigen Terme sind
in Abschnitt 2 definiert. Bohm verfeinerte eine Variante von
Gleichung (3),'% indem er einen Satz von 45 rontgenogra-
phisch untersuchten Wechselwirkungen mit niedermolekula-
ren Liganden (66-1047 Da) berechnete; die experimentellen
Bindungskonstanten waren bekannt. Die AG,-Werte wurden
in zwei Gruppen unterteilt: solche fiir ionische Wechselwir-
kungen (AGi,n) und solche fiir Wasserstoffbriicken zwi-
schen neutralen Gruppen (hierfiir wurde der Term AG,
beibehalten). Da diese modifizierte Form der Gleichung (3)
nur fiinf AG-Terme enthélt und die 45 Bindungsstellen durch
unterschiedliche Kombinationen dieser fiinf Terme be-
schreibbar sind, konnen fiir die einzelnen Beitrige zu AG
Durchschnittswerte erhalten werden (Tabelle 1). Diese Werte
haben sich als sehr niitzlich fiir die pharmazeutische For-
schung erwiesen.

Tabelle 1: Durchschnittliche Werte der in Gleichung (3) enthaltenen
Parameter.

Parameter physikalischer Vorgang Wert [k)mol™"]  Faktor®

AG,,, Energieaufwand fuir die +5.4
Assoziation zweier Molekiile
AG, Energieaufwand fuir die
Einschrinkung einer internen
Rotation
Energiegewinn durch
hydrophoben Effekt
(pro A? vergrabener
Kohlenwasserstofffliche)
Energiegewinn bei Bildung einer
neutralen Wasserstoffbriicke
mit |dealgeometrie
Energiegewinn bei Bildung einer
ionischen Wasserstoffbriicke
mit ldealgeometrie

(ca. 10)

+1.4 (ca. 20

AG, —017 (A% ca. 10¢

AG —4.7 ca. 7

AGionisch —8.3 ca. 28

[a] Faktor, um den ein Bindungsprozess bei Raumtemperatur verstarkt/
geschwicht wird. [b] Pro Rotor. [c] Bei Vergraben von 33 A? Kohlenwas-
serstoffflache.
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Mit den Werten in Tabelle 1 reproduzierte die modifizier-
te Gleichung die Bindungskonstanten des Testsatzes (mit
experimentellen Werten zwischen 40M~' und 2.5x10"m™")
mit einer Standardabweichung von 7.9 kJmol™', entspre-
chend einem Faktor von 24 an Bindungsaffinitit.'® Bei
einem weiteren Satz von Wirkstoffen betrug die Standardab-
weichung einen Faktor von 50 an Bindungsaffinitat. Ange-
sichts des kleinen Datensatzes ist dieses Ergebnis erstaunlich,
es sollte aber darauf hingewiesen werden, dass die Uberein-
stimmung etwas schlechter ausfillt, wenn sich die Wirkstoff-
strukturen deutlicher unterscheiden (z.B. wenn der Anteil
heterocyclischer Strukturen grofer ist).'® Einige weitere
erfolgreiche Ansétze zur Bestimmung von Bindungskonstan-
ten wurden seither veroffentlicht, allerdings sind die dort
verwendeten Terme (und Koeffizienten) physikalisch schwie-
riger zu interpretieren.['’-1*]

Die in Tabelle 1 verzeichneten Bindungsenergien fiir die
jeweiligen Wechselwirkungen stimmen mit den Ergebnissen
aus anderen Ansdtzen, z.B. Mutationsexperimenten, gut
iiberein.!®?! Bindungen werden durch polare Wechselwir-
kungen (am hiufigsten Wasserstoffbriicken zwischen Amid-
gruppen und ionische Wechselwirkungen) in wissriger
Losung moderat verstarkt (AG ist dann negativ). Warum
der Beitrag zur Bindungsstiarke relativ gering ausfillt, geht
aus Abbildung 1 hervor: Die vier Wasserstoffbriicken im
dissoziierten Zustand werden durch vier neue Wasserstoff-
briicken im gebundenen Zustand ersetzt.”

Der fiir den hydrophoben Effekt angegebene Betrag
stimmt mit den Werten aus anderen Arbeiten weitgehend
tiberein. Er ist etwas groBer als die auf Grundlage der
(niedrigen) Loslichkeit von Kohlenwasserstoffen in Wasser
bestimmten Werte (0.10-0.14 kJmol™' pro A2 an vergrabener
hydrophober Oberfliche).”>? Hingegen ist er etwas kleiner
als Betrdge aus Deletionsexperimenten (Deletion von Me-
thylgruppen in Bindungsstellen), sowohl in Proteinen wie
auch bei Wirkstoff-Rezeptor-Wechselwirkungen. Dabei
werden zumeist 0.18 bis 0.26 kJmol ' A2 gefunden,?>
die Werte streuen aber iiber einen breiten Bereich von 0.06
bis 0.64 kImol ' A2 Vermutlich spiegeln sich darin
zumindest teilweise die vielen Varianten positiv und negativ
kooperativer Effekte wider.

Die Platzierung eines Liganden in der Bindungsstelle und
die Einschriankung seiner inneren Rotationsfreiheitsgrade
(siche Abschnitt 2.1) miissen sich in Gleichung (3) als bin-
dungsschwichende Terme niederschlagen (gleichbedeutend
mit positiven Werten von AG,,, und AG;, in Tabelle 1). Der
durchschnittliche Wert AG,,, =+ 5.4 kJmol ! ist relativ klein
und entspricht nur etwa 10 % des maximalen theoretischen
Entropieverlusts, der bei vollstindiger Immobilisierung des
Liganden zu erwarten wire (sieche Abschnitt 2), sodass der
Ligand im Ligand-Rezeptor-Komplex sehr beweglich bleibt.
Der durchschnittliche Energieaufwand fiir die Einschrankung
der Rotation einer inneren Bindung des Wirkstoffs (+
1.4 kJmol™) ist etwas groBer als der Betrag, der fiir die
Bildung von Kristallen aus Fliissigkeiten mit internen Rota-
tionsfreiheitsgraden  aufgewendet werden muss (2-
3 kImol ™).’ Die Rotationen wiren demzufolge in Protein-
rezeptorstellen weniger stark eingeschréankt als in Kristallen.
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Gleichung (3) liefert also in vielen Fillen brauchbare Nihe-
rungen fiir Bindungskonstanten.

4. Warum ist der gegenldufige A G,,,-Term relativ
klein?

Der durchschnittliche Wert AG_,=+5.4kImol™" er-
scheint relativ klein, wenn man bedenkt, dass er fiir das
gesamte Wirkstoffmolekiil gilt. Warum ist das so? Je stirker
die nichtkovalenten Bindungen sind, die einen Komplex
zusammenhalten, desto stédrker sollte auch die Einschréankung
der Gesamtbeweglichkeit ausfallen (fiir den damit verbunde-
nen Entropieverlust ist AG,, ein MaB}). Um diese Hypothese
zu priifen, missen wir Komplexbildungsreaktionen betrach-
ten, bei denen die Entropiednderung ausschlieflich — oder
zumindest weitgehend — auf AG,,, zuriickgeht. Entropieédn-
derungen durch Anderungen der Solvatation miissen ver-
nachldssigbar oder minimal sein, was bedeutet, dass Studien
in Wasser oder anderen polaren Losungsmitteln nicht infrage
kommen. Dariiber hinaus diirfen bei der Komplexbildung
moglichst keine internen Rotationen eingeschriankt werden,
damit die Interpretation der Entropiedanderungen nicht durch
einen signifikanten n AG,-Term gestort wird [Gl. (3)]. Unter
diesen Voraussetzungen wird der Entropieaufwand bei der
Komplexbildung ausschlieflich — oder zumindest weitgehend
— durch den AG,,-Term bestimmt.[’

Erfiillt sind die obigen Bedingungen bei einfachen bimo-
lekularen Komplexbildungsreaktionen relativ starrer Grup-
pen in der Gasphase (A + B—A-B). Der giinstige Beitrag zu
einer nichtkovalenten Bindung zwischen den beiden Kompo-
nenten kann nur von der Wechselwirkungsenthalpie AH
stammen, wihrend als einziger ungiinstiger Beitrag der
Verlust an Translations- und Rotationsentropie (T'AS,,.)
auftritt. Abbildung 2 zeigt die erwartete Korrelation zwischen
freigesetzter Wérme (AH) und erzeugter Ordnung (T AS,,,,
identisch mit —AG,,,).”! Es gibt einen Grenzwert fiir die bei
der Komplexbildung zu investierende Entropie. Dieser wird
erreicht, wenn die Bindungsstiarke grof3 gegeniiber der ther-
mischen Energie ist; 6(AH)/T0(AS) wird in diesem Fall sehr
grof3. Wenn die Bindungsstirke und die thermische Energie
vergleichbar sind, wird die Beweglichkeit weniger einge-
schrankt und 6(AH)/T6(AS) ist kleiner. Deshalb diirfen wir
annehmen, dass die Steigung der (—AH)-(—TAS)-Kurve
(Abbildung 2) im ,,nichtkovalenten Bereich“ mit zunehmen-
der Bindungsstirke ebenfalls zunimmt.

Tatsichlich leitete Dunitz eine sehr dhnliche Kurve mit
einem halbquantitativen Ansatz auf der Basis flacher Ener-
giesenken ab.’! Mit abnehmender Tiefe der Energiesenken
sollten die Bindungsdehnung und dynamische Aspekte wich-
tiger werden. Dieser Aspekt ist in Abbildung 2 durch abneh-
mend exotherme Komplexe illustriert (griiner, roter und
schwarzer Punkt auf der Kurve). In weniger exothermen
Komplexen sind die Bindungen loser, und es steht weniger
freie Bindungsenthalpie (AG=AH-TAS) zur Verfiigung,
um geordnete Zustidnde zu besetzen. Dies folgt daraus, dass
bei der schwichsten nichtkovalenten Wechselwirkung
(schwarzer Punkt) die wirksamste Enthalpie-Entropie-Kom-
pensation auftritt.54
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Abbildung 2. Erwartete Beziehung zwischen der Exothermie (AH) und
dem Entropieaufwand (TAS) einer Komplexbildung A+B—A---B in
der Gasphase oder in einem nichtpolaren Lésungsmittel bei 298 K
(schwarze Kurve). Unter diesen Bedingungen ist —TAS ein MaR fir
AG,,,. Wenn die relativen Bewegungen von A und B in A---B hochgra-
dig eingeschrankt sind, dann tendiert der Entropieaufwand gegen den
Grenzwert TAS~—57 kJmol™". Bei Raumtemperatur wird dieser
Grenzwert bei Enthalpien erreicht, die der Bildung einer kovalenten
Bindung entsprechen. Bei schwicheren A---B-Bindungen bleibt die
Restbeweglichkeit von A héher. Die héhere Beweglichkeit und die
damit verbundenen lingeren Bindungen sind durch die drei ,,Molekiil-
hanteln* illustriert, die dem griinen, roten und schwarzen Punkt auf
der Kurve entsprechen. Der Entropieaufwand wird mit abnehmender
Exothermie kleiner.

Diese Riickschliisse werden von experimentellen Daten
gestiitzt. Wenn die Enthalpie der Komplexbildung abnimmt
(d.h. die Senke flacher wird), wird auch der gegenldufige
AG,,-Term (entsprechend TAS,,,) kleiner.”>*"! Bei schwach
exothermen Komplexbildungen (weniger als 20 kJmol™)
betrdgt der gegenldufige AG,-Term weniger als
13kJmol™'. Bildlich ausgedriickt: ,,Schwache Federn®
zeigen hohere Restbeweglichkeit an der Bindungsstelle.

Eine dhnliche Beziehung sollte auch fiir nichtkovalente
Wechselwirkungen in unpolaren Losungsmitteln gelten, die in
erster Ndherung Wechselwirkungen in der Gasphase glei-
chen. Dies folgt daraus, dass die giinstige Entropiednderung
bei der Desolvatation der polaren Gruppen, die bei der
Komplexbildung in Wechselwirkung treten, relativ klein sein
diirfte. Um diese Hypothese zu priifen, wurden 233 solcher
Komplexbildungen™ untersucht (Abbildung 3):1 215 Da-
tenpunkte gaben die erwartete Korrelation gut wieder, die 18
deutlich abweichenden Datenpunkte stellten sich bei einer
Uberpriifung als fehlerhaft heraus.*!

Viele Punkte fiir Komplexbildungen in unpolaren Lo-
sungsmitteln, die weniger als 10 kJmol™' exotherm sind,
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Abbildung 3. Enthalpie-Entropie-Diagramm fiir die Komplexbildung
von Makrocyclen mit neutralen Molekilen in nichtpolaren Lésungsmit-
teln.""? Man erkennt sechs Gruppen von Datenpunkten, die mit der all-
gemeinen Form der Enthalpie-Entropie-Kompensation nicht konsistent
sind; in allen Fallen kénnen aber Fehler*? ausgemacht werden (was
angesichts der Themenbreite der Ubersicht in Lit. [41] durchaus nach-
vollziehbar ist). Drei Beispiele werden angefiihrt: a) Vier Datenpunkte
wurden mit dem falschen Vorzeichen fiir AS iibertragen; sie miissen
deshalb vom linken oberen Quadranten in den rechten oberen Qua-
dranten verschoben werden. b) Bei sechs Datenpunkten wurde ein zu
grofRer Faktor fiir die Umrechnung von AS verwendet (Faktor 4.18, ent-
sprechend Joule—Kalorie); die Punkte miissen daher in den Bereich mit
normaler Korrelation verschoben werden. c) Diesem Punkt liegt kein
Ubertragungsfehler zugrunde, der durch uns ermittelte experimentelle
Wert weist aber darauf hin, dass ein Fehler vorliegt. Werden diese
Werte, sowie weitere, durch Pfeile und Sternchen markierte Punkte kor-
rigiert, so stimmen die Kurvenverlaufe in Abbildung 2 und 3 grundsitz-
lich uberein.

liegen im oberen linken Quadranten (Abbildung3). Der
Grund ist, dass schwach exotherme Komplexbildungen wenig
geordnete Komplexe A--B ergeben und folglich nur einen
sehr geringen Entropieaufwand erfordern. Obwohl also der
Entropiegewinn durch Desolvatation fiir Komplexbildungen
in unpolaren Losungsmitteln gering ausféllt, reicht dieser
Betrag bei schwach exothermen Komplexbildungen aus, um
den geringen Entropieaufwand zu kompensieren oder zu
ibertreffen.

Es scheint, dass es unter den 233 Datenpunkten keine
Ausnahmen zu der in Abbildung 2 illustrierten Beziehung
gibt. Die allgemeine Giiltigkeit dieser Funktion wurde ge-
nutzt, um fehlerhafte Literaturwerte zu identifizieren und zu
korrigieren. Die Vorstellung, dass eine stdarker exotherme
nichtkovalente Wechselwirkung mit einem gréSeren Entro-
pieaufwand (d.h. einer stdrkeren Einschrinkung der Beweg-
lichkeit) einhergeht, bestatigt sich vollauf.

Die Daten fiir nichtkovalente Komplexbildungen in der
Gasphase und in unpolaren Lo&sungsmitteln untermauern
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auch die Riickschliisse aus dem zur Uberpriifung von Glei-
chung (3) herangezogenen Datensatz fiir Wirkstoff-Rezeptor-
Wechselwirkungen; so treten beispielsweise bei nichtkova-
lenten Komplexbildungen relativ kleine gegenlédufige AG,, -
Terme auf. Im Durchschnitt bewahren die Wirkstoffmolekiile
eine betrédchtliche Beweglichkeit relativ zum Rezeptor, d.h.,
der Wirkstoff-Rezeptor-Komplex bleibt dynamisch.

5. Kooperative Bindungsprozesse: Definitionen

Ziel bei der Untersuchung von Bindungsaffinititen ist es,
die strukturellen Ursachen von AG zu verstehen. Aus den
obigen Abschnitten geht klar hervor, dass die Einfliisse auf
die Bindungs- (AH) und Ordnungsterme (7'AS) bei der
Bindung von flexiblen Molekiilen in wéssriger Losung sehr
zahlreich sind. Es ist daher ratsam, die Variablen dieses
komplexen Problems so zu separieren, dass eine physikalisch
anschauliche Interpretation méglich ist. Dies gelang bereits
fir die Einfliisse von nichtkovalenter Wechselwirkung und
Desolvatation auf die Komplexbildung (durch Betrachtung
der Komplexbildung in der Gasphase bzw. in nichtpolaren
Losungsmitteln, siche Abschnitt 4). Ein kooperatives Verhal-
ten zwischen nichtkovalenten Wechselwirkungen wurde bis-
lang nicht diskutiert. Wir werden im Folgenden erldutern,
dass der Einfluss von kooperativem Verhalten auf die Bin-
dungs- (AH) und Ordnungsterme (7'AS) einigermafien zu-
verléssig bestimmt werden kann.

Wenn die Bindungsenergie kooperativer nichtkovalenter
Wechselwirkungen grofler ist als die Summe der einzelnen
Wechselwirkungen, sprechen wir von einem positiven koope-
rativen Effekt. Entsprechend liegt ein negativer kooperativer
Effekt vor, wenn die Bindungsenergie kooperativer nichtko-
valenter Wechselwirkungen kleiner ist als die Summe der
einzelnen Wechselwirkungen. Die Gleichung (3) wurde ein-
gefiihrt, um Probleme in Zusammenhang mit kooperativem
Verhalten zu umgehen. Sie basiert auf der Vorstellung, dass
die freie Enthalpie fiir die Komplexbildung (AG,,) nur
einmal aufgewendet werden muss. Es wurde gefolgert, dass
alle Freie-Enthalpie-Terme additiv behandelt werden
konnen, wenn dieser gegenldufige Term getrennt von den
tibrigen Beitrdagen zur freien Enthalpie behandelt werden
kann.

Die Abbildungen?2 und 3 verdeutlichen, dass dieser
Ansatz allgemeinhin unzulinglich ist, da der gegenlédufige
AG,-Term mit steigender Bindungstdrke zunimmt. Eine
zusitzliche polare Wechselwirkung an der Bindungsschnitt-
stelle kann die lokale Dynamik einschrinken, sodass sich die
freie Enthalpie in der Niahe befindlicher Wechselwirkungen
erhoht (siehe Abschnitt 6).1 Dieses Auftreten unterschied-
lich starker positiv kooperativer Effekte, die durch das
Wechselspiel zwischen Bewegung und Bindung hervorgeru-
fen werden, verhindert eine exakte Analyse der Bindungsaf-
finitdten als Summe der Einzelbeitrége.

Dennoch sind viele Systeme (insbesondere synthetische)
ohne signifikante kooperative Effekte bekannt, bei denen die
Bindungsenergie sehr wohl der Summe der Einzelbeitrige
entspricht. Zum Beispiel kann die Bindungsaffinitdt von
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Polyaminen fiir DNA einfach als Funktion der Beitridge der
einzelnen Ammoniogruppen beschrieben werden.[*!

6. Kooperative Bindung an einer einzelnen
Schnittstelle

6.1. Positiv kooperatives Verhalten

Um zu sehen, wie sich positive Kooperativitit in einem
einfachen System mit polaren Wechselwirkungen &ufert,
betrachten wir einen Rezeptor, der die Liganden X, Y und Z
mit den Affinititen AGy, AGy bzw. AG, bindet (Abbil-
dung 4). Wenn die in beliebiger Kombination gebundenen

WWWWWWWWW

-

I
WWMWWW

1T

LA A

WWM%MMWMWWWWMWWMM

Abbildung 4. Schematische Darstellung eines Rezeptors, der die Ligan-
den X, Y und Z mit den Affinititen AGy, AGy bzw. AG; bindet. a) Der
Ligand Z bindet im Abstand d, an den Rezeptor. b) Wenn Y und Z
durch einen starren, spannungsfreien Linker verkniipft sind, dann
bindet das Konjugat Y—Z positiv kooperativ (AGy_ ist negativer als
AGy+AGj), und die Struktur wird dichter (d, <d,). c) Wenn Y—Z
durch einen starren, spannungsfreien Linker mit einem weiteren Ligan-
den X verkniipft wird, verstarkt sich der kooperative Effekt, und die
Struktur wird weiter verdichtet (X—Y—Z; d, <d,). d) Ein zu kurzer
Linker zwischen Y und Z verhindert, dass die Liganden die fiir eine bin-
dende Wechselwirkung optimale Geometrie einnehmen. Y—Z bindet
folglich negativ kooperativ an den Rezeptor (AGy_; ist positiver als
AGy+AGj), und die Struktur wird gelockert (d; > dy).

d;

Liganden separate Wechselwirkungen eingehen, dann setzt
sich die Gesamtinderung der freien Enthalpie einfach aus der
Summe der Einzelbeitrdge der Ligand-Rezeptor-Wechselwir-
kungen zusammen. Betrachten wir nun aber den Fall, dass Y
und Z durch einen Linker verkniipft sind (Y—Z) (Abbil-
dung 4b). Hier bewirkt der klassische entropische Chelatef-
fekt, wie er durch Jencks und Page beschrieben wurde, eine
Verstiarkung der Bindung." In anderen Worten: Wenn Y
und Z separat mit einem gegenldufigen 7TAS,,-Term vom
Betrag N binden, dann betrdgt der Entropieaufwand fiir die
Bindung von Y—Z weniger als 2N. Zu diesem Entropiege-
winn miissen wir nun die oben diskutierten giinstigen Beitra-
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ge durch kooperative Effekte hinzuzdhlen. Zunichst wire zu
beriicksichtigen, dass die Bewegungseinschriankungen, die Y
und Z bei einer Koordination in Form von Y—Z gegenseitig
aufeinander ausiiben, die Exothermie der nichtkovalenten
Bindungen zum Rezeptor erhohen; das bedeutet, dass die
Struktur des Ligand-Rezeptor-Komplexes stidrker kompri-
miert wird (Abbildung4, d, <d,). Die erhohte Exothermie
setzt ihrerseits die Beweglichkeit von Y und Z (in Y-Z)
relativ zum Rezeptor herab. Diese beiden Effekte resultieren
somit in einem giinstigen enthalpischen und einem ungiins-
tigen entropischen Beitrag. Entsprechend wird die Ankniip-
fung eines weiteren Liganden X durch einen spannungsfreien
Linker (in X—Y—Z) zu einer weiteren Komprimierung des
Ligand-Rezeptor-Komplexes (d,<d;) und einer weiteren
kooperativen Verstirkung der Bindung fithren (Abbil-
dung 4c).

In Untersuchungen von Glycopeptid-Antibiotika wurde
die in den Abbildungen 4a—c illustrierte Abnahme von
Abstinden nachgewiesen.*¥! Mehrere Peptidliganden, die
alle die in Abbildung 5 unten rechts gezeigte Carboxylat-
gruppe enthalten, wurden separat an die Antibiotika koordi-
niert. In allen Fillen wurde eine starke Tieffeldverschiebung
(A6 =1-3 ppm) des Amid-NH-Protons H* des Antibiotikums
bei der Koordination eines Liganden beobachtet. Eine Tief-
feldverschiebung dieses Protons zeigt eine Verkiirzung und
Stiarkung der Carboxylat-HN-Wasserstoffbriicke —an. !
Diese Wasserstoffbriicke ist umso stédrker, je mehr Wasser-
stoffbriicken und andere die Beweglichkeit einschriankende

|
NH*

CH,

NHCOGH,

Abbildung 5. Bindende Wechselwirkungen zwischen dem Glycopeptid-
Antibiotikum Vancomycin und dem Peptidliganden N-a-Acetyl-Lys-(N-
e-acetyl)-p-Ala-p-Ala. Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte Linien
markiert. Die Bindung wird auerdem durch hydrophobe Wechselwir-
kungen unterstiitzt, insbesondere zwischen den Methylgruppen von
Ala und den aromatischen Ringen des Antibiotikums. Das im Text dis-
kutierte Amid-NH-Proton H? ist gekennzeichnet.

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

D. H. Williams et al.

Wechselwirkungen in der unmittelbaren Umgebung gebildet
werden. Die Einschriankung der Beweglichkeit der Carboxy-
latgruppe fiihrt zu einer Starkung ihrer Wasserstoffbriicken.

Der gleiche Effekt wird bei Dimeren von Glycopeptid-
Antibiotika beobachtet (Abbildung 6). Bei der Dimer-Bil-

/"'L.,LhAnthIOtlkum

H H
v
H (e} 5
& N H R o
H N H
H N

Antibiotikum?

Abbildung 6. Riickgratstruktur eines Dimers des in Abbildung 5 ge-
zeigten Glycopeptids. Wasserstoffbriicken sind durch gestrichelte
Linien markiert. Das im Text besprochene a-Proton H* ist gekennzeich-
net. Die vier zentralen Wasserstoffbriicken an der Schnittstelle des
Dimers kommen bei allen Glycopeptid-Dimeren vor, wogegen die
beiden dueren Wasserstoffbriicken nur bei Antibiotika auftreten, die
an R® eine Aminozucker-Einheit tragen.

dung wird die Resonanz der Protonen H* an der Schnittstelle
zwischen den Monomeren tieffeldverschoben. Das Ausmal
der Tieffeldverschiebung steigt mit der Bewegungseinschrin-
kung an der Schnittstelle, wobei auch Bindungen beitragen,
die sich weiter entfernt von H* befinden als die vier zentralen,
in Abbildung 6 gezeigten Wasserstoffbriicken, da auch der-
artige Wechselwirkungen den Abstand zwischen den Peptid-
oberflichen in der Umgebung von H* verringern. In f-
Faltblatt-Strukturen wird eine analoge Korrelation zwischen
der Tieffeldverschiebung der a-Protonen von Aminosiuren
und dem Abstand zwischen den Schichten beobachtet.”-*]
Die Verdichtung der Struktur im gebundenen Zustand ist
somit eine Folge einer positiven Kooperativitit.*) Thermo-
dynamische Messungen beweisen auB3erdem, dass diese Ver-
dichtung mit einem Enthalpiegewinn (AH) und einem gerin-
geren Entropieaufwand (in Form von T AS) einhergeht.”

6.2. Negativ kooperatives Verhalten

Anhand des in Abbildung 4 gezeigten Modells kann auch
das Auftreten von negativer Kooperativitit illustriert werden.
Nehmen wir an, Y und Z sind so verkniipft, dass Y—Z nicht
auf die in Abbildung 4b gezeigte bevorzugte Weise an den
Rezeptor binden kann. Diese Situation konnte entstehen,
wenn der Linker zwischen Y und Z zu kurz ist (Abbil-
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dung 4d). Wenn Y seine bevorzugte Bindungskonformation
einnimmt, wird die Bindung von Z beeintrachtigt und umge-
kehrt. Die Folge ist, dass AGy_, weniger negativ wird als die
Summe AGy+ AG,. Y bindet also mit negativer Kooperati-
vitdt beziiglich Z und umgekehrt. Durch dieses negativ
kooperative Verhalten wird die Wechselwirkung zwischen Z
und der Rezeptortasche geschwicht (Abbildung 4d, d; > d),
was mit einem Enthalpieverlust, dafiir aber mit einem
Entropiegewinn einhergeht.

Untersuchungen des Schmelzverhaltens von DNA-Du-
plexen stiitzen das Modell eines negativ kooperativen Bin-
dungsprozesses. Beispielsweise bildet sich der selbstkomple-
mentdre Duplex 1 aus den Einzelstrdngen in wissriger
Losung exotherm mit —430 kJmol ~.P" Durch Einfiihrung
von nur zwei Basenfehlpaarungen in die Sequenz (Bildung
von 2 mit X ="°G, entsprechend einer Methylierung an O6
des Purinrings) sinkt die Exothermie der Duplexbildung um
220 kJ mol'. Dieser extrem starke Riickgang der Exothermie
geht mit einem entsprechend drastischen Abfall der Entropie
bei der Duplexbildung einher (—1164 Jmol 'K~ fiir 1 ge-
geniiber —577 Jmol 'K fiir 2).

CGCGAATTCGCG CGCXAATTTGCG
GCGCTTAAGCGC GCGTTTAAXCGC
1 2

Weil die mit der Einfithrung zweier Basenfehlpaarungen
verbundene negative Kooperativitdt die Schmelztemperatur
des Duplexes verringert, muss ein Korrekturterm fiir die
Anderung der Wirmekapazitit beim Schmelzen der DNA
eingefiihrt werden.”'¥ Mit Beriicksichtigung solcher Wir-
mekapazititseffekte ergibt sich,” dass die Einfiihrung von
nur zwei Basenfehlpaarungen die Enthalpie der Duplexbil-
dung um 123 4+ 53 kImol ! verringert. Die gesamte Duplex-
struktur wird somit stark geschwécht, obwohl formal nur
zwei C=0O--HN-Wasserstoffbriicken durch zwei repulsive
C=0--OR,-Wechselwirkungen ersetzt wurden. Es ist daher
wahrscheinlich, dass die T-X-Fehlpaarungen in 2 benachbarte
Wechselwirkungen schwichen. Eine dhnliche Rechnung fiir
den Entropieterm zeigt, dass die Schwichung der Duplex-
struktur in 2 mit einem starken Anstieg der Dynamik
einhergeht. Es tritt eine Enthalpie-Entropie-Kompensation
auf, die zur Folge hat, dass sich die Einfiihrung der beiden
Basenfehlpaarungen weitaus geringer auf die relativen Sta-
bilitidten der beiden Duplexe auswirkt (AAG =46 kImol™")
als ohne Kompensation zu erwarten wére.

7. Kooperative Bindung iiber mehrere Schnittstellen

Positiv oder negativ kooperative Bindungen tiber mehrere
Schnittstellen sind von herausragender Bedeutung in der
Biologie. Wir betrachten zunichst die freie Enthalpie von
positiv und negativ kooperativen Bindungen iiber zwei
Schnittstellen.

Abbildung 7 zeigt einen thermodynamischen Zyklus fiir
die Dimerisierung eines Rezeptors. Das Dimer bildet sich

Angew. Chem. 2004, 116, 6760 — 6782

www.angewandte.de

Angewandte

Abbildung 7. Bildung eines vollstindig koordinierten Dimers aus zwei
Monomeren eines Rezeptors (rot) und zwei Molekiilen Ligand (blau).
Ubereinander angeordnete Spezies sind verkniipft, nebeneinander an-
geordnete nicht. Ausgehend von den freien Komponenten (A) kann die
Bildung des koordinierten Dimers tiber zwei Ligand-Monomer-Komple-
xe B oder iiber ein ligandenfreies Dimer C verlaufen. Die koordinierten
Dimere kénnen ohne kooperative Effekte (D), mit positiver Kooperati-
vitit (E) oder mit negativer Kooperativitat (F) gebildet werden.

entweder in Gegenwart oder in Abwesenheit eines Liganden.
Ein Dimer kann zwei Ligandmolekiile binden."

Zum Ubergang A —C gehort die freie Enthalpie der
Dimerisierung, zum Ubergang A —B die der Bindung zweier
Liganden an zwei Monomere und zum Ubergang C—D die
der Bindung zweier Liganden an ein Dimer (ohne koopera-
tive Effekte). Letztere ist per Definition gleich der Anderung
der freien Enthalpie fiir den Ubergang A —B. Zum Ubergang
B—D gehort die freie Enthalpie der Dimerisierung der
Ligand-Monomer-Komplexe (ohne kooperative Effekte);
diese ist per Definition gleich der Anderung der freien
Enthalpie fiir den Ubergang A —C.

Wenn die Dimer- und Ligandenschnittstellen in einer
positiv kooperativen Weise gebildet werden, entsteht anstelle
von D die stabilere Spezies E. Der Unterschied in der freien
Enthalpie zwischen E und D (AG, s ko0p) €ntspricht dem
Gewinn an freier Enthalpie durch den positiv kooperativen
Effekt. Werden die Dimer- und Ligandenschnittstellen dage-
gen in einer negativ kooperativen Weise gebildet, entsteht die
weniger stabile Spezies F anstelle von D. Der Unterschied in
der freien Enthalpie zwischen F und D (AG,, ko0p.) €ntspricht
dem Verlust an freier Enthalpie durch den negativ koopera-
tiven Effekt.

Angenommen, die Dimerisierungskonstante fiir die Bil-
dung eines symmetrischen Dimers steigt um einen Faktor x
(z.B. 100), wenn beide Ligandenbindungsstellen besetzt
werden (positiv kooperative Bindung, Abbildung 7). Die
Konstante fiir die Bindung jedes der beiden Liganden an
die beiden identischen Bindungsstellen des Dimers muss
dann um /x (im Beispiel 10) groBer sein als die Konstante fiir
die Bindung an das Monomer. Allgemeiner ausgedriickt:
Wenn ein Rezeptorsystem durch Bindung eines Liganden
stabilisiert wird, muss dadurch die Affinitit des Liganden fiir
den Rezeptor steigen. Dieser wichtige Punkt wird in Ab-
schnitt 11 in einem allgemeineren Zusammenhang diskutiert.
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8. Positiv kooperative Effekte iiber mehrere
Schnittstellen

8.1. Monomere Proteinrezeptoren

Ein Strukturmodell® zur Erliuterung des Phinomens
der positiv kooperativen Bindung ist in Abbildung 8 darge-
stellt. Abbildung 8a zeigt einen Ausschnitt eines Proteinre-
zeptors vor und nach der Koordination eines Liganden.
Betrachten wir zunichst den freien Rezeptor (oben): Die
Bildung der beiden eingezeichneten internen Wasserstoff-
briicken konkurriert mit den Relativbewegungen der beiden
Peptid-Riickgratstrukturen. Die Bewegungen derjenigen
Kette, die sich dem Liganden prasentiert, konnen durch die
Bildung von Wasserstoffbriicken zum Liganden einge-
schrankt werden (Abbildung 8a, unten). Wegen der Konkur-
renz zwischen Dynamik und Bindung sollte eine solche
Einschriankung der internen Bewegungen eine Verstarkung
der Wasserstoffbriicken innerhalb des Rezeptors verursa-
chen.

Diese durch Bindung eines Liganden bewirkte Einschrén-
kung der Dynamik kann auch nichtkovalente Bindungen
tiefer im Inneren des Rezeptors verstarken. Ein solcher
Ubertragungsprozess verstirkt nichtkovalente Bindungen im
gesamten Rezeptor, vorausgesetzt, sie reagieren mit positiver
Kooperativitidt auf die Koordination eines Liganden. Die
Bindung des Liganden an den Rezeptor wird unterstiitzt, weil
der Rezeptor durch die Bindung des Liganden stabilisiert
wird.

Die Verstiarkung von Bindungen innerhalb eines Rezep-
tors durch positiv kooperative Ligandenbindung hat einen
verringerten H-D-Austausch von Amid-NH-Protonen des
Rezeptors zur Folge (siche Abschnitt 11).
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8.2. Dimere Rezeptoren

Das Modell in Abbildung 8a trifft auch dann zu, wenn der
blau gezeichnete Ausschnitt nicht einen einzelnen Rezeptor
darstellt, sondern verkniipfte Peptidketten, die zu zwei
verschiedenen Proteinrezeptoren gehoren (wir ignorieren
also die gewellten Linien). In diesem Fall bewirken die blau
gezeichneten Wasserstoffbriicken, die beispielsweise bei der
Dimerisierung eines Rezeptors entstehen, dass sich dem
Liganden ein hoher organisiertes Templat priasentiert. Aus
diesem Grund wird der Entropieaufwand bei der Bindung des
Liganden an das Dimer geringer ausfallen als bei der Bindung
an das Monomer. Molekiildynamikstudien untermauern,””
dass ein positiv kooperativer Effekt in diesem Fall einen
giinstigen entropischen Beitrag liefert.

Wie wirkt sich dieser Templateffekt bei der Bindung von
Liganden an dimere Rezeptoren auf die iibrige Struktur des
Rezeptors aus? Da Dynamik und Bindung konkurrieren,
werden die Ligand-Rezeptor-Bindungen sowie die Bindun-
gen zwischen den Rezeptoren dadurch verstirkt, dass die
Oberfliche (des dimeren Rezeptors) hoher geordnet wird
(Abbildung 8a). Spannungsfreiheit vorausgesetzt, verstiarken
sich die Wasserstoffbriicken zwischen den Ketten gegenseitig.
Als Folge davon werden die Relativbewegungen der Ketten
eingeschrédnkt, was wiederum die Entropie verringert.

In der Summe sollte die positiv kooperative Bindung
eines Liganden an einen dimeren Rezeptor enthalpisch
giinstig sein (die beteiligten nichtkovalenten Bindungen
werden verkiirzt). Die Anderung der Gesamtentropie hinge-
gen kann anhand dieses Modells nicht vorausgesagt werden.
Durch den Templateffekt zur Bindung des Liganden ergibt
sich ein Entropiegewinn, wohingegen die Entropie-Enthal-
pie-Kompensation einen Entropieverlust bewirkt. Zur ge-
nauen Kldrung dieses Sachverhalts sind Experimente erfor-
derlich.
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Abbildung 8. Modellstrukturen zur Erlauterung einer positiv kooperativen Bindung (a) und einer negativ kooperativen Bindung (b; Diskussion

siehe Text).

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

Angew. Chem. 2004, 116, 6760 — 6782


http://www.angewandte.de

Ligandenbindungsenergien

Die strukturellen und thermodynamischen Auswirkungen
einer positiv kooperativen Bindung {iber mehrere Schnitt-
stellen wurden experimentell untersucht. Dimere von Glyco-
peptid-Antibiotika der Vancomycin-Gruppe werden durch
die Koordination von zwei Molekiilen Bakterienzellwand-
Analoga weiter stabilisiert und zugleich in ihrer Beweglich-
keit eingeschriankt (Abbildung 9). Laut NMR-Daten werden
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Abbildung 9. Peptid-Riickgrat eines dimeren Glycopeptid-Antibioti-
kums (blau), das zwei Molekiile eines Bakterienzellwand-Analogons
(rot) koordiniert. Die Bindung der Analoga geht mit einem positiv ko-
operativen Effekt einher, der das Dimer stabilisiert und die Abstinde a
verkleinert. Der Effekt ergibt einen Enthalpiegewinn und erfordert
einen Entropieaufwand.

dadurch die Abstinde an der Monomer-Monomer-Schnitt-
stelle des dimeren Rezeptorsystems verkleinert.“! Das
AusmaB, zu dem sich die Beweglichkeit des dimeren Rezep-
tors verringert, steigt mit der Stdrke der Ligand-Rezeptor-
Bindung.®® Der positiv kooperative Effekt ist typischerweise
mit einem Enthalpiegewinn und einem Entropieaufwand
verbunden.”” In derartigen Fillen iibertrifft die Bewegungs-
einschrankung, die mit den verstdrkten Bindungen einher-
geht, den entropisch giinstigen Effekt der Bindung an ein
hoch geordnetes Templat.

Die Strukturdnderungen bei einer positiv kooperativen
Bindung sind analog zu den Vorgingen beim Abkiihlen. Das
Abkiihlen einer Reinsubstanz (fliissig oder fest) fiihrt gene-
rell zu enthalpisch giinstigen und entropisch ungiinstigen
Strukturinderungen.”! Fast genauso allgemeingiiltig ist die
Beobachtung, dass sich Strukturen beim Abkiihlen kontra-
hieren (eine der seltenen Ausnahmen ist der Phaseniibergang
Wasser—Eis). Die physikalische Grundlage dieser Analogie
liegt auf der Hand: Sowohl beim positiv kooperativen Effekt
als auch beim Abkiihlen einer Substanz fiihrt die Einschrin-
kung der Beweglichkeit zu einer Verstirkung und Verkiir-
zung von nichtkovalenten Bindungen.
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9. Negativ kooperative Effekte iiber mehrere
Schnittstellen — Hdmoglobin

Da kooperative Bindungsprozesse von grofier Bedeutung
in der chemischen Biologie sind, sollte man annehmen, dass
dieses Phdnomen bereits einheitlich definiert wire — aber dies
ist nicht der Fall. Bei Vorliegen mehrerer Bindungsstellen fiir
Liganden®® spricht man gemeinhin von einer positiv ko-
operativen Bindung, wenn aufeinanderfolgend bindende Li-
ganden mit steigender Affinitidt koordinieren. Entsprechend
liegt negativ kooperative Bindung dann vor, wenn aufein-
anderfolgend bindende Liganden mit sinkender Affinitét
koordinieren.

An dieser Stelle ist es wichtig, auf einen Widerspruch
hinzuweisen: Die Bindung von Liganden kann unter Anwen-
dung obiger Definition fiir Systeme mit mehreren Bindungs-
stellen positiv kooperativ sein, mit der in diesem Aufsatz
verwendeten Definition (siche Abschnitt5) aber negativ
kooperativ. Der Vorteil der in diesem Aufsatz verwendeten
Definition fiir positive Kooperativitit besteht darin, dass sich
ihr zufolge die untersuchten Sétze von nichtkovalenten
Wechselwirkungen gegenseitig verstirken miissen. Diese Be-
dingung erscheint als eine zwingende Voraussetzung fiir ein
Auftreten von positiver Kooperativitiat. Wir veranschaulichen
im Folgenden die Konsequenzen dieser Betrachtungsweise
am Beispiel der Bindung von O, an Hamoglobin.

Abbildung 8b zeigt ein Modell fiir einen negativ koope-
rativen Bindungsprozess iiber zwei Schnittstellen. Die expo-
nierte Aminosdurekette an der Proteinrezeptor-Oberfliche
enthilt ein Strukturelement, das die Bindung von Liganden
an den freien Rezeptor inhibiert (z.B. eine sterisch an-
spruchsvolle Gruppe, gekennzeichnet durch ein blaues Qua-
drat). Wie es eine sinnvolle Definition von negativer Koope-
rativitit verlangt, sind die beiden Sétze von Wechselwirkun-
gen (die jeweils bevorzugten nichtkovalenten Wechselwir-
kungen an der Ligand-Rezeptor-Schnittstelle und innerhalb
des Rezeptors) nicht kompatibel. Aus diesem Grund muss die
bevorzugte Grundzustandsstruktur (Abbildung 8b, oben) des
Rezeptors bei der Bindung eines Liganden verzerrt werden.
Dabei entsteht eine Struktur, in der die internen nichtkova-
lenten Bindungen geschwicht sind (unten). Eine negativ
kooperative Bindung von Liganden sollte daher zu einer
Lockerung der Rezeptorstruktur und damit zu einer hoheren
Beweglichkeit fithren. Folglich sollte der H-D-Austausch der
Amid-NH-Protonen des Peptidriickgrats unter Einwirkung
von D,0 nach Bindung eines Liganden erleichtert sein.
Wegen der insgesamt geschwéchten Bindungen innerhalb des
Rezeptors bei negativ kooperativer Koordination eines Li-
ganden wirkt sich die Koordination des Liganden nachteilig
auf die Enthalpie und vorteilhaft auf die Entropie aus.
Hinweise, die diese Aussage untermauern, werden im Fol-
genden présentiert.

Das Sauerstofftransportprotein Hamoglobin liegt als Te-
tramer vor. Die klassische Arbeit von Monod, Wyman und
Changeux (MWOC)® gibt genauen Aufschluss iiber die
Strukturdnderungen bei der Bindung von O, an Hidmoglobin.
Die zunidchst bevorzugte Struktur des Tetramers wird als
»gespannte“ Form beschrieben (T-Form, ,tense form*; Ab-
bildung 10a). Die T-Form ist aus geometrischen Griinden
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Abbildung 10. a) Negativ kooperative Bindung von O, an Hamoglobin;
in der T-Form (blau) ist das Hamoglobin nicht in der Lage, wirksam
O, zu binden, weil der Zugang zum Eisenzentrum fiir O, blockiert ist.
Die Struktur des Himoglobins wird gestért (gelockert, wobei interne
nichtkovalente Bindungen geschwiacht werden; vergleiche Abbil-

dung 8b), sodass sich die R-Form (rot) bildet, die O, besser bindet.

b) MWC-Modell fiir die Bindung des ersten Ligandmolekiils (L) an ein
tetrameres Protein, das in einem gespannten (T) und entspannten Zu-
stand (R) vorliegen kann.

nicht in der Lage, O, wirksam zu binden. Eine wirksamere
Bindung von O, wird méglich, wenn die T-Form zu einer
wentspannten® Struktur (R-Form, ,relaxed form*; Abbil-
dung 10a) verzerrt wird. Dem Modell zufolge fiihrt die
Bindung eines einzigen O,-Molekiils an das Tetramer dazu,
dass sich alle vier Untereinheiten zur R-Form verzerren
(Abbildung 10b) und weitere O,-Molekiile mit steigender
Affinitdt koordiniert werden. In der Sprache des MWC-
Modells ist die Bindung von O, ,,positiv kooperativ“: Die fiir
die Umwandlung der T- in die R-Form aufzuwendende
Energie wird weitgehend durch die Bindung des ersten O,-
Molekiils bereitgestellt. Nachfolgend bindenden O,-Molekii-
len steht eine relativ hohe Besetzungsdichte des R-Zustands
zur Verfiigung, und die Koordination erfolgt mit hoheren
Affinititen. [

Im Rahmen der hier verwendeten Definition ist die
Bindung von O, an Héamoglobin indes ,,negativ kooperativ‘:
Im T-Zustand ist keine effektive Bindung von O, moglich,
sodass die Koordination von O, mit einem Strukturiibergang
zum R-Zustand einhergeht (Abbildung 10a). Dies ist analog
zu der in Abbildung 8b gezeigten Situation.

Die negativ kooperative Koordination erzwingt eine
Lockerung des T-Zustands des Tetramers durch Aufbrechen
von ionischen Wechselwirkungen zwischen den Untereinhei-
ten.™! Wichtig ist hierbei, dass der Ubergang vom T- zum R-
Zustand zu weitldufigen Strukturdnderungen fithren kann,
denn in einem Rezeptorsystem konnen alle nichtkovalenten
Wechselwirkungen gelockert werden, die mit einem negativ
kooperativen Effekt gekoppelt sind.

Um diese Annahmen experimentell zu iiberpriifen, un-
tersuchten wir das dynamische Verhalten des Polypeptid-
riickgrats von Pferde-Hémoglobin bei der Bindung von O,
mithilfe von ESI-Massenspektrometrie.l) Als Folge der

© 2004 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

www.angewandte.de

D. H. Williams et al.

Bindung von O, konnten 7 bis 8 zusitzliche Amid-NH-
Wasserstoffatome pro a-Kette (5.2-6 % der Gesamtzahl) und
16 zusdtzliche Amid-NH-Wasserstoffatome pro f-Kette
(11.4% der Gesamtzahl) gegen Wasserstoffatome des Lo-
sungsmittels ausgetauscht werden. Bei einer vollstindigen
Siattigung des Hamoglobin-Tetramers mit O, erhoht sich die
Zahl der austauschbaren NH-Wasserstoffatome des Polypep-
tidriickgrats folglich um 46-48. Dieser drastische Anstieg ist
in Einklang mit den Vorhersagen zu Strukturdnderungen bei
einer negativ kooperativen Bindung. Eine solche erhohte
Dynamik der Hiadmoglobin-Untereinheiten war zuvor in
Rontgenstrukturanalysen nicht bemerkt worden. Vermutlich
werden die Anderungen im dynamischen Verhalten durch
Packungskrifte im Kristall iiberdeckt.

Ebenfalls erfiillt ist die Forderung, dass ein negativ
kooperativer Effekt, der im T-Zustand auftritt, mit einer
Enthalpie-Entropie-Kompensation einhergeht (im Sinne
eines Entropiegewinns und eines Enthalpieaufwands).
Daher ist davon auszugehen, dass bei der Bindung von O,
Wirme verbraucht wird und die Unordnung innerhalb des
Héamoglobin-Tetramers grofer wird. Fiir die Bindung von O,
an Forellen-Himoglobin!®! wurden folgende thermodynami-
sche Parameter ermittelt (pro Untereinheit): Das erste Mo-
lekiil O, bindet mit AH=0kJmol ' und einem giinstigen
TAS-Term von +21kJmol™!. Demgegeniiber bindet das
vierte Molekiil O, exotherm (AH = —32kJmol™) und mit
einem leicht ungiinstigen Entropieterm (T AS = —3 kImol ™).
Die Bindung von O, an das Eisenzentrum von Hdmoglobin ist
isoliert betrachtet sicher exotherm. Da dieser Prozess jedoch
die Umwandlung der T- in die R-Form voraussetzt (Abbil-
dung 8¢), bei der Bindungsenergie innerhalb der Himoglo-
binstruktur verlorengeht, wird der Enthalpiegewinn bei der
Koordination an das Eisenzentrum aufgebraucht. So lisst sich
der Wert AH=0kJmol ™" fiir die Bindung des ersten Mole-
kiils O, an die T-Form verstehen. Der giinstige TAS-Term von
+21 kJmol ™! spiegelt die mit dem Verlust an innerer Bin-
dungsstidrke einhergehende Lockerung der H&idmoglobin-
struktur wider. Es konnte eine niitzliche Nidherung sein, die
Koordination von O, an die R-Form von Hémoglobin als
isoliertes Bindungsereignis mit den Parametern AH=
—32kJmol ™! und TAS=-3kImol™' zu beschreiben. Tat-
séchlich sollte die Bindung von O, isoliert betrachtet nur eine
geringe ungiinstige Entropiednderung bewirken (entspre-
chend der dynamischen Koordination eines kleinen Liganden
an einen Rezeptor). Mit dieser Ndherung ergeben sich fiir den
isolierten T—R-Ubergang die thermodynamischen Parame-
ter AH=+432kImol" und TAS=+24kJmol'. Diese
Werte sind plausibel fiir einen Prozess, bei dem eine Struktur
mit geringerer Bindungsstirke und hoherer Dynamik ent-
steht (siche die Angaben zum NH-Austausch bei Pferde-
Himoglobin). Mit AG=AH-TAS ergibt sich AG~x
+8kJmol™ fiir den T—R-Ubergang. Bei Raumtemperatur
sollte der freie T-Zustand von Forellen-Héamoglobin also etwa
25fach hoher besetzt sein als der freie R-Zustand. Die
errechneten thermodynamischen Parameter sind demnach
physikalisch sinnvoll.

Interessant ist ein Vergleich mit analogen Untersuchun-
gen am monomer vorliegenden Myoglobin. Monod, Wyman
und Changeux gingen in ihrem klassischen Beitrag davon aus,
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dass die Konformation von Myoglobin der R-Form von
monomeren Hamoglobin-Untereinheiten dhneln wiirde und
betrachteten Myoglobin daher als eine entspannte Hamoglo-
bin-Untereinheit.” Entsprechend dieser Annahme bindet O,
fest an Myoglobin, weil keine Energie fiir eine T—R-
Umwandlung aufgewendet werden muss.

An dieser Stelle sei daran erinnert, dass die interne
Struktur der R-Form von Hamoglobin lockerer ist als dieje-
nige der T-Form und dass diese Lockerung durch die Bindung
von O, verursacht wird. Somit konnte auch die Struktur von
Myoglobin durch Bindung von O, intern gelockert werden.
Um dies zu priifen, wurde der H-D-Austausch der Amid-
gruppen im Peptidriickgrat von freiem und O,-koordiniertem
Myoglobin mithilfe von ESI-MS untersucht. Durch die Ko-
ordination von Sauerstoff werden 13-15 zusétzliche Amid-
NH-Wasserstoffatome mit dem Losungsmittel austausch-
bar.”®! Damit steht fest, dass Myoglobin entgegen der ur-
spriinglichen Annahme eine dichte (,,gespannte®) innere
Struktur hat. Perutz erkldrte diesen Befund physikalisch
damit, dass erst die Koordination von O, zur Verzerrung der
Proteinstruktur fiihrt.[*”! Myoglobin, wie auch die T-Form von
Héamoglobin, binden O, gemif dem hier verwendeten Modell
mit negativer Kooperativitit (siche Abbildung 8b und 10a).
In Einklang mit dem Modell bleibt der Verlust an Bindungs-
energie, der durch die Koordination von O, bewirkt wird,
nicht rdumlich auf die Schnittstellen des Tetramers be-
schrénkt, sondern er verteilt sich auf das gesamte Netzwerk
nichtkovalenter Wechselwirkungen innerhalb der Monomer-
Einheiten.

Die Verwendung des Modells der negativen Kooperativi-
tdt zur Erkldarung der Bindung von O, an Hédmoglobin hat
dreierlei Vorziige: 1) Es ist Teil eines Modells des koopera-
tiven Effekts (Abbildung8), das mit der am haufigsten
verwendeten Auffassung von ,,Kooperativitit“ in Einklang
ist. Die gegenseitige Verstidrkung von kompatiblen Sidtzen von
Wechselwirkungen wird als positiv kooperative Bindung
beschrieben (Abbildung 8a; Beispiele sind die Proteinfal-
tungl®®®! und Kristallisationen). Die gegenseitige Schwi-
chung von anfangs inkompatiblen Sétzen von Wechselwir-
kungen wird als negativ kooperative Bindung beschrieben
(Abbildung 8b; dieser Fall tritt bei der Bindung von O, an
Hiamoglobin ein (Abbildung 10a)). 2) Das Modell postuliert
spezifische Auswirkungen auf die Struktur. Zum Beispiel sagt
es aus, dass alle nichtkovalenten Wechselwirkungen innerhalb
eines Rezeptors, die negativ kooperativ mit der Liganden-
bindung gekoppelt sind, gelockert werden. (Die Lockerung
der inneren Struktur der Himoglobin-Untereinheiten bei der
Bindung von O, wird durch H-D-Austauschexperimente
bestitigt.)7 3) Die Begriffe T- und R-Zustand geben die
physikalischen Gegebenheiten anschaulich wieder, da die
negativ kooperative Koordination von O, einen Verlust an
Bindungsstirke im T-Zustand (Enthalpieverlust) und die
Entstehung des stirker dynamischen R-Zustands (Entropie-
gewinn) bewirkt.

Wire die Bindung von O, an Hidmoglobin in dem hier
verwendeten Sinne positiv kooperativ (hinsichtlich nichtko-
valenter Bindungen), dann wiirde die Koordination des ersten
O,-Molekiils ,,normal“ ablaufen, und die nachfolgenden
Bindungsereignisse wiirden mit einer gegenseitigen Verstar-
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kung der nichtkovalenten Wechselwirkungen innerhalb des
0O,-Hédmoglobin-Komplexes einhergehen. Beobachtet wird
aber etwas anderes: Die grofite Hiirde tritt bei der Bindung
des ersten O,-Molekiils auf, weil der Zugang von O, an das
Eisenzentrum in der T-Form durch den Porphyrinring sterisch
gehindert ist (Abbildung 10a). Die zunehmend giinstigen O,-
Bindungsschritte, die im Modell von Monod, Wyman und
Changeux als positiv kooperativ beschrieben werden, sind
also in Wirklichkeit aufeinander folgende Schritte mit ab-
nehmender negativer Kooperativitét.

Literaturdaten sind mit den hier geschilderten allgemei-
nen Merkmalen einer negativ kooperativen Bindung in
Einklang. Die Bindung des Cofaktors (6R)-L-erythro-5,6,7,8-
Tetrahydrobioptrin an die rekombinante tetramere Isoform 1
der menschlichen Tyrosin-Hydroxylase verlduft mit negativer
Kooperativitit.”"! Der Cofaktor-Enzym-Komplex ist anflli-
ger fiir Trypsinverdau als das freie Enzym — ein Befund, wie
man ihn bei einer Auflockerung der Enzymstruktur erwarten
wiirde. Beim Vergleich der Koordination von Liganden mit
ein, zwei oder drei Kohlenhydrat-Einheiten an Lectine nimmt
die inkrementelle Affinitit fiir jedes hinzugefiigte Epitop mit
zunehmender Einheitenzahl ab;">™! die Bindung ist folglich
negativ kooperativ. Liganden mit mehreren Kohlenhydrat-
Einheiten koordinieren mit hoheren positiven Bindungsentro-
pien als ihre Analoga mit einer Einheit,”" was die in den
Lectinen erzeugte Unordnung aufgrund der negativ koopera-
tiven Bindung des zweiten und dritten Epitops widerspiegelt.

Es wurde auch iiber die verringerte Stabilitdt und hohere
Flexibilitdt von Proteinen nach Koordination eines Liganden
berichtet.™

10. Aufbrechen von Schnittstellen durch negativ
kooperative Effekte

Fiihrt die negativ kooperative Bindung zu einer hinrei-
chend groBen Anderung der freien Enthalpie, so kann F ein
hoheres Energieniveau einnehmen als B (Abbildung 7).
Unter diesen Bedingungen bindet ein Ligand mit negativer
Kooperativitdt an einen Rezeptor, der in ligandenfreiem
Zustand als Dimer vorliegt, und 16st dadurch dessen Disso-
ziation aus. Solche Fille wurden experimentell bestitigt,”
und bereits Monod, Wyman und Changeux!®” hatten die
Dissoziation einer oligomeren Spezies als Grenzfall der
Strukturlockerung betrachtet.

11. Einschrinkung der Dynamik in Proteinrezep-
toren als Quelle fiir Ligandenbindungsenergie

In den Abschnitten 7 und 8 hatten wir erldutert, dass der
Energiegewinn bei der positiv kooperativen Bindung eines
Liganden an einen Rezeptor (ein kleines Dimer) mit einer
strukturellen Verfestigung (d.h. einem lokalen Schrumpfen)
des Rezeptorsystems einhergeht. Betrachten wir einen ther-
modynamischen Kreislauf: Wenn sich ein Rezeptorsystem
durch Bindung eines Liganden stabilisiert, wird notwendiger-
weise auch die Ligandenbindungsenergie erhoht.’! Dieser
Sachverhalt ist in Abbildung 11 dargestellt.
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Abbildung 11. Wenn sich ein Rezeptorsystem (Rechteck) durch die Bin- 12
dung eines Liganden (blaues Quadrat) stabilisiert, steigt auch die Li- W 10

gandenbindungsenergie. Bei Ausbleiben eines positiv kooperativen Ef- n
fekts (rechts) bindet der Ligand ohne Modifizierung (Verfestigung) der
Rezeptorstruktur. Tritt ein positiv kooperativer Effekt auf (links), so

bindet der Ligand unter Verfestigung der gesamten Rezeptorstruktur.

Die Erhéhung der Ligandenbindungsenergie durch den positiv koopera-

tiven Effekt beruht auf einer erhdhten Stabilitit des Ligand-Rezeptor-
Systems und kann prinzipiell an jeder beliebigen nichtkovalenten

Schnittstelle des Ligand-Rezeptor-Systems zum Ausdruck kommen.
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b)

KOOPERATIVITAT 0

20 40 60 N/

t /min —= 59-72 \J

Abbildung 12. a) Deuteriumeinbau in Streptavidin in Abwesenheit (m) und in

Gegenwart von Biotin (e) als Funktion der Zeit t,. Untersucht wurden zwei
Peptide (43-56 und 59-72), die durch Pepsinverdau erhalten wurden. b) Posi-
tion der Peptide im Bandermodell einer STV-Untereinheit mit gebundenem

Nutzen natiirliche Systeme die Verringerung der
Dynamik von Proteinrezeptoren als Quelle fiir die
Ligandenbindungsenergie ? Ein solcher Effekt kommt
in erster Linie fiir Systeme infrage, bei denen sich die
beobachteten Affinitdten nicht durch lokale nichtko-
valente Wechselwirkungen erklédren lassen.

Die bemerkenswert feste Bindung von Biotin an das
Streptavidin(STV)-Tetramer (K =10"*m"") wird in biologi-
schen Systemen vielfiltig genutzt. Sie ist jedoch noch nicht
zureichend verstanden und bildet verglichen mit anderen
Affinititen einen ,,AusreiBer“.'”l Genau betrachtet ist die
Bindung etwa 1000-mal stdrker als anhand der Summe der
Einzelbeitrige zu erwarten wire.'>””) Bei massenspektrome-
trischen Untersuchungen des H-D-Austauschs der Amid-NH-
Einheiten von STV mit und ohne Biotin fanden wir, dass
durch Koordination von Biotin 22 Amid-NH-Protonen am
Riickgrat des STV-Monomers gegen H-D-Austausch ge-
schiitzt werden (RT, pH 8, 2 h).1”) Die Position der geschiitz-
ten NH-Protonen wurde durch Pepsinverdau ermittelt. Die
Daten zeigen, dass die Riickgrat-NH-Protonen von STV nach
der Koordination von Biotin fiir das Losungsmittel schlechter
zuginglich sind (Abbildung 12).

Zu beachten ist, dass der Effekt in bestimmten Abschnit-
ten der Struktur stdarker ausgeprigt ist als in anderen: Eine
Verdichtung tritt nur in den Teilen des Rezeptors auf, in
denen die positive kooperative Bindung zum Ausdruck
kommt. Wir wissen, dass die Bindungsenergie der Biotin-
STV-Bindung weitrdumig delokalisiert ist. Ein Vergleich der
Rontgenkristallstrukturen des freien und koordinierten Te-
tramers*®! bestitigt jedoch nicht, dass das freie Tetramer
eine hohere Beweglichkeit aufweist — wahrscheinlich wird der
Effekt durch Kristallpackungseffekte tiberdeckt.

Das STV-Biotin-System ist ein anschauliches Beispiel fiir
einen Komplex, bei dem die Bindungsaffinitidt eine Eigen-
schaft des gesamten Systems ist und nicht durch Betrachtung
der Ligand-Rezeptor-Schnittstelle beschrieben werden kann.
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Biotin (erzeugt mit dem Programm MOLMOLI"®)). Der Grad, zu dem die Bin-
dung von Biotin den H-D-Austausch vermindert, ist mit Farbcodes angegeben:
rot >30%, gelb 20-30%, hellblau 10-20%, dunkelblau <10%.

Die obigen experimentellen Ergebnisse sind in Einklang mit
anderen, weniger strukturspezifischen Messungen. Der Ein-
fluss der Biotin-Bindung auf die thermische Stabilitdt von
STV wurde mit dynamischer Differenzkalorimetrie (DSC)
untersucht.”® Durch Bindung von Biotin erhoht sich die
Denaturierungstemperatur von STV in Phosphatpuffer von
T,,=75 auf 112°C. Der Biotin-STV-Komplex ist damit weit-
aus stabiler gegen thermische Entfaltung als freies STV.
Dariiber hinaus ist die Koordination von Biotin an STV
bemerkenswert exotherm und entropisch ungiinstig (AH =
—134kIJmol™" und TAS=-57kImol";® nach einer an-
deren Arbeit ist AH=-102kJmol' und TAS=
—26 kJmol™).") Alle experimentellen Befunde decken sich
mit der Vorstellung einer positiv kooperativen Bindung, bei
der ein Teil der Ligandenbindungsenergie durch die Ein-
schrinkung des dynamischen Verhaltens des Rezeptor auf-
gebracht wird. Die Bildung neuer nichtkovalenter Wechsel-
wirkungen innerhalb des Rezeptors ist nicht gefordert — es
geniigt die Verstdarkung der existierenden Bindungen. Aus
diesem Grund kommt es auch nicht zu ausgepridgten Kon-
formationsénderungen.

Die obigen Schlussfolgerungen werden durch den Befund
gestiitzt, dass die Bindung eines Liganden die Stabilitét eines
Proteins erhoht und seine Flexibilitidt verringert.”” Eine
weitere Bestitigung liefert die Beobachtung von Sturtevant,
dass die Bindung eines Liganden an ein Protein gewohnlich
die Warmekapazitit senkt, was gleichbedeutend mit einem
Verlust an inneren Schwingungsfreiheitsgraden ist.*”) Weiter-
hin kamen Cooper und Dryden zu dem Schluss,*! dass die
positiv kooperative Bindung eines Liganden eine ,,Verstei-
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fung* des Proteins bewirkt (die der hier geschilderten Ver-
festigung entspricht). Die beschriebenen H-D-Austauschex-
perimente weisen zwar nur die Verstdrkung von Wasserstoff-
briicken direkt nach, es werden aber alle bindenden Wech-
selwirkungen verstérkt, die mit diesen gekoppelt sind.

Der durch Ligandenbindung ausgeloste Ubergang eines
freien Proteins in eine dichter gepackte Struktur erfordert
nicht zwangsliufig einen Aufwand an freier Enthalpie (fiir die
Anderung der Proteinstruktur), da als Folge der Liganden-
bindung ein neues System Ligand-Protein ensteht. Im Fall
einer positiv kooperativen Bindung schrénkt der Ligand die
Dynamik des Proteins ein, und ein kompakterer Zustand wird
energetisch begiinstigt.

12. Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen mit starker
enthalpischer oder entropischer Triebkraft

Ein positiv kooperativer Effekt fordert enthalpiegetrie-
bene, ein negativ kooperativer Effekt hingegen entropiege-
triebene Bindungsprozesse. Diese Zusammenhinge konnen
genutzt werden, um zu untersuchen, inwiefern Wirkstoffe
eine hohere Ordnung/Unordnung in ihrem Rezeptor verur-
sachen. Die thermodyamischen Parameter fiir die Bindung
von 136 Wirkstoffen an ihre biologischen Rezeptoren sind in
Abbildung 13 in Form eines AH-AS-Diagramms aufgetra-

enfropie-
30 getriaben

T 20
AHe 10
keal mol™!

anthalpie-

getrisben enthalpie
“ g wnd
=10 - antropie-
- getrieban
20l
-0.05 V] 0.05 0.10 0.15

AS®/keal K- 'mol™! —

Abbildung 13. Auftragung der Standardenthalpien (AH®) gegen die
Standardentropien (AS°) fiir die Bindungsgleichgewichte zwischen
136 Liganden und zehn biologischen Rezeptoren, einer DNA und zwei
Enzymen. Die beiden gestrichelten Linien entsprechen Assoziations-
konstanten K der Ligand-Makromolekiil-Komplexe von 10*m™" und
10" M~". Wiedergabe mit Genehmigung aus Lit. [84].

gen.™ Einige Komplexe sind um bis zu 30 kcalmol™

(125 kJmol™") endotherm, am anderen Ende der Skala
finden sich Komplexe, die um ca. 20 kcalmol ' exotherm
sind (84 kJmol™). Diese betrichtlichen Unterschiede (ca.
200 kJmol™') konnen auf zwei Szenarien zuriickgefiihrt
werden:

1) Die Wirkstoffe binden stark endotherm und negativ
kooperativ; dies bewirkt einen Verlust an Bindungsstéarke
innerhalb der Rezeptorstruktur sowie eine erhohte Be-
weglichkeit und somit eine giinstige, positive Entropiein-
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derung (T AS in der GroBenordnung von 160 kJ mol ™! bei
Raumtemperatur).

2) Die Wirkstoffe binden stark exotherm und positiv koope-
rativ; dies bewirkt eine Verstirkung der Bindungen
innerhalb der Rezeptorstruktur sowie eine eingeschrank-
te Beweglichkeit und damit eine ungiinstige, negative
Entropiedanderung (TAS in der GroBenordnung von
—47 kJmol ™! bei Raumtemperatur).

Es ist moglich, dass positiv und negativ kooperative
Wechselwirkungen innerhalb desselben Systems auftreten; in
diesem Fall geben die thermodynamischen Parameter den
Nettoeffekt wieder. Wir haben bereits Beispiele angefiihrt,
bei denen die Bindung eines Liganden mit einer Enthalpie-
Entropie-Kompensation einhergeht, und man kennt Proteine,
deren Flexibilitdt durch die Bindung eines Liganden in
einigen Bereichen erhoht und in anderen verringert wird."®
AuBerdem sei darauf verwiesen, dass wir in diesem Aufsatz
ausschlieBlich Félle betrachten, bei denen der kooperative
Effekt eine Lockerung oder Verfestigung der bestehenden
Rezeptorstruktur bewirkt. Eine wesentlich komplexere Si-
tuation entsteht, wenn die Bindung eines Liganden die
Bildung neuer nichtkovalenter Wechselwirkungen im Rezep-
tor auslost.

13. Apderungen der Rezeptoraggregation bei der
Signaltransduktion

Im vorigen Abschnitt haben wir die beiden Extremfille
enthalpisch und entropisch angetriebener Bindungsprozesse
als Ausdruck einer Verfestigung oder Lockerung der Rezep-
torstruktur interpretiert. Ein generelles Merkmal der Signal-
iibertragung in Zellen ist, dass membrangebundene Rezep-
toren bei der Bindung ihres natiirlichen Liganden den
Aggregationsgrad @ndern (Abbildung 14).15¢

In einigen Fillen induzieren Agonisten (die einen Re-
zeptor aktivieren, indem sie an ihn binden™) die Aggrega-
tion von Rezeptoren.® Die Koordination eines Agonisten
sollte sich daher besonders giinstig auf die Bindungsstédrke

a) @ b) c) Q! ¢
7~ I / ﬁ\,. p - I II.__. \."-.I
[ ',I I'| ]
< l
5 |
=
w
: |
l'. .'I e "._ ."I . _.’I ". . _IL ,L
VLV m = LE v/ /
h L~ _p

Abbildung 14. Bindung eines Liganden (roter Kreis) durch Rezeptoren
(Ellipsen) in einer Membran: a) ligandenfreier Rezeptor; b), c) Rezep-
toren mit Liganden: b) Die Bindung des Liganden induziert eine ver-
starkte Oligomerisierung (n>m) und gegebenenfalls eine dichtere
Packung des Oligomers; c) die Bindung des Liganden induziert die
Dissoziation des Rezeptors (p <m) und gegebenenfalls eine weniger
dichte Packung des Oligomers. Die Rezeptoren kénnen partiell koordi-
niert (wie in b und c) oder vollstindig abgesittigt sein.
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Abbildung 15. AH-TAS-Diagramm fiir die Bindung von Agonisten (e),
Antagonisten (0) und Partialagonisten (A) an den (-adrenergen
Rezeptor.

(negativer Beitrag zu AH) und ungiinstig auf die Entropie
(negativer Beitrag zu TAS) auswirken. Die Abbildung 15
bestétigt diesen Sachverhalt fiir die Bindung von Agonisten
(@) an den B-adrenergen Rezeptor.™

In anderen Fillen induzieren Agonisten die Dissoziation
von Rezeptormultimeren.® Ein derartiger Bindungsprozess
sollte sich relativ ungiinstig auf die Gesamtbindungsstirke
und giinstig auf die Entropie auswirken. Die Abbildun-
gen1l6a und 16b bestdtigen diesen Sachverhalt fiir die

a) 607

401

—20 0 20 40 60 80 100 120
TAS/kdmol ™ — =

—20 E) 2I0 4IO éO 8IO 1(I)0
TAS/kdmol ™" ———~
Abbildung 16. AH-TAS-Diagramm fur die Bindung von Agonisten (e)

und Antagonisten (0) an a) den Adenosin-A,-Rezeptor und b) den
Adenosin-A,-Rezeptor.?'!
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Bindung von Agonisten (@) an den Adenosin-A;- und den
Adenosin-A,-Rezeptor.®!

Antagonisten binden zwar an Rezeptoren, aktivieren
diese aber nicht.®”) Daher 16sen Antagonisten im Rezeptor
nicht die gleichen Ordnungs- oder Unordnungsvorgédnge aus
wie Agonisten. Verursacht also ein Agonist eine Oligomeri-
sierung des Rezeptors (z.B. des (-adrenergen Rezeptors),
dann induziert der Antagonist keine Oligomerisierung —
sondern vielleicht sogar das Gegenteil, ndmlich die Bildung
von Monomeren des Rezeptors. Dieser Typ der Antagonis-
ten-Bindung wirkt sich daher relativ ungiinstig auf den
Gesamtbindungszustand und giinstig auf die Entropie aus
(o in Abbildung 15).

Wenn hingegen Agonisten eine Dissoziation von Rezep-
tormultimeren verursachen (z.B. der Adenosin-A;- und Ade-
nosin-A,-Rezeptoren), dann diirfen Antagonisten keine Dis-
soziation induzieren — sondern vielleicht sogar die Oligome-
risierung des Rezeptors. Dieser Typ der Antagonisten-Bin-
dung wirkt sich relativ giinstig auf den Gesamtbindungszu-
stand und ungiinstig auf die Entropie aus (o in
Abbildung 16).

Analoge Effekte werden bei zahlreichen Systemen beob-
achtet.® ! Agonisten und Antagonisten scheinen also hiufig
unterschiedliche Einfliisse auf die Enthalpie-Entropie-Kom-
pensation auszuiiben. In solchen Fillen kénnen Thermody-
namikstudien herangezogen werden, um Anderungen des
Aggregationsgrads von Rezeptoren bei der Koordination
eines Liganden zu analysieren.

14. Katalytische Wirkung durch Schrumpfen der
Enzymstruktur

14.1. Der Effekt hoherer Bindungsstdrke in der Enzymkatalyse

Eine Reaktion Substrat S—Produkt P [Gl. (4)], die durch
ein Enzym E katalysiert wird, ist gegeniiber der gleichen
Reaktion in freier Losung begiinstigt, weil die ungiinstige
Entropie der Reaktion in freier Losung durch die Priorga-
nisation der katalytischen Gruppen im Enzym reduziert ist.®”
Ein zweiter giinstiger Effekt kommt hinzu, wenn das Enzym
mit positiver Kooperativitit an den Ubergangszustand des
Substrats (S¥) bindet.

E+S—E-S—>E-S* SE-P>E+P (4)

Gemaif dem hier vorgestellten Modell geht eine solche
positive kooperative Bindung mit einem Entropieaufwand
(wegen der verringerten Beweglichkeit) und einem Enthal-
piegewinn (wegen der Verkiirzung nichtkovalenter Bindun-
gen) in Teilen der Enzymstruktur im Ubergangszustand
einher. Wihrend der Entropieaufwand im Ubergangszustand
den Entropiegewinn durch Préorganisation zumindest teil-
weise verbraucht, sollte die enzymatische Katalyse stets mit
einem hohen Enthalpiegewinn verbunden sein.

Die experimentellen Daten der durch Cytidin-Desamina-
se katalysierten Reaktion bestitigen diese Aussage.’” Das
Enzym beschleunigt die Reaktion um einen Faktor 10'°,
wobei sich die Enthalpien der katalysierten und nichtkataly-
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sierten Reaktion um AAH* =—84 kImol™' unterscheiden,
die Entropien aber nur um TAAS* =7 kJmol™'. Nach der
Boltzmann-Gleichung entsprechen —5.7 kJmol™' bei Raum-
temperatur einer Verzehnfachung der Reaktionsgeschwin-
digkeit. Der beschleunigende Effekt, der allein durch die
Verstarkung der Bindungen hervorgerufen wird, entspricht
somit einem Faktor 10", wohingegen die Priorganisation nur
einen Faktor 10' beisteuert (Abbildung 17). Die Daten sind in

i = =
Beschleu-| TaS= E+S AH Beschleu
nigung 7 kJ -84 kJ nlgung1
10" s~' mol~" mol~' | 10" s~
v
E:S*
E+S ks E+P
E-P

Abbildung 17. Profil der freien Enthalpien bei der unkatalysierten
(oben; E4+S—E+S*—E+P) und katalysierten Desaminierung von
Cytidin (unten; E+S—E-S—E.S*—E-P—E+P).” Die enzymkataly-
sierte Reaktion ist um den Faktor 10'® beschleunigt. Die Bindung
macht dabei einen Faktor von 10" aus, wahrend die Ordnung nur mit
10" zu Buche schligt.

Einklang mit der Vorstellung, dass der katalytische Effekt
zum Teil auf eine Verstdrkung der Bindungen innerhalb des
Enzyms im Ubergangszustand mit dem Substrat zuriickgeht.

Die relativen Geschwindigkeitskonstanten von sechs Re-
aktionen (enzymatischen und nichtenzymatischen, ki, /kynx)
wurden durch Wolfenden und Mitarbeiter gemessen.”>* Die
enzymatisch katalysierten Reaktionen werden durch die
Verstirkung von Bindungen im Ubergangszustand zum Teil
eindrucksvoll beschleunigt (Tabelle 2). Der Beitrag der neu
entstehenden Bindungen zwischen dem Ubergangszustand
des Substrats und dem Enzym zur katalytischen Wirkung ist
offensichtlich, zusédtzlich werden aber auch bereits existie-
rende nichtkovalente Bindungen innerhalb des Enzyms ver-
starkt.

Tabelle 2: Enthalpieunterschiede AAH? zwischen unkatalysierten und
enzymatisch katalysierten Reaktionen 8%

Nr.  Enzym AAH7 [k)mol™ ki /Kunic®
1 Chorismat-Dismutase -33 x10°
2 Chymotrypsin —66 x10"
3 Nuclease aus Staphylococcus ~ —63 x10"
4 bakterielle a-Glucosidase —80 x10™
5 Urease -93 x10'
6 Hefe-OMP-Decarboxylase —143 x 107

[a] Beschleunigung der enzymatischen Reaktion gegentiber der unkata-
lysierten Reaktion als Folge von AAH”.

14.2. Verminderte Dynamik von Enzymstrukturen im
Ubergangszustand

Wenn die oben genannten Effekte tatsdchlich zu einem
betrichtlichen AusmaB auf Anderungen innerhalb des
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Enzyms zuriickgehen und nicht auf die Bildung von starken
Bindungen zwischen dem Enzym und dem Ubergangszustand
des Substrats, dann sollten die Amid-NH-Gruppen der
Enzyme im Komplex mit dem Ubergangszustand einen
deutlich geringeren H-D-Austausch eingehen. Zwei neuere
Studien stiitzen diesen Vorschlag.

Anhand des H-D-Austauschs an Amidbindungen des
Proteinriickgrats von Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyl-
transferase (HGPRT) wurden die dynamischen Eigenschaf-
ten von humaner HGPRT im freien Zustand, in Komplexen
mit Reaktant/Produkt und im Komplex mit einem Uber-
gangszustandsanalogon verglichen.” Von 207 austauschba-
ren Amid-NH-Protonen des Enzyms waren nach 1h bei
Raumtemperatur in D,O ausgetauscht: 160 in freiem
HGPRT, 139 in einer Gleichgewichtsmischung der Komplexe
mit dem Reaktanten/dem Produkt und 126 im Komplex mit
dem Ubergangszustandsanalogon. Folglich wird die Struktur
des freien Enzyms insgesamt kompakter, um Energie fiir die
Bindung des Reaktanten/des Produkts bereitzustellen. Die
Struktur kontrahiert weiter, um noch mehr Energie fiir die
Bindung des Ubergangszustandsanalogons zu liefern.

Ahnlich eindrucksvolle Ergebnisse wurden fiir die Bin-
dung eines Ubergangszustandsanalogons an eine als Trimer
vorliegende Purinnucleosid-Phosphorylase (PNP) erhal-
ten.’® Das Ubergangszustandsanalogon, Immucillin-H,
bindet extrem fest an das Enzym (K,;=23 pM), wenn nur
eine der drei katalytischen Stellen besetzt ist. An 167 Stellen
wurde ohne Liganden iiber einen Zeitraum von 2h ein
langsamer H-D-Austausch beobachtet. Ein Substratanalogon
und das Produkt verhinderten einen H-D-Austausch an 10
dieser Stellen. Durch Koordination von Immucillin-H an nur
eine der drei Stellen des Trimers waren in allen drei Unter-
einheiten jeweils 27 der langsam austauschenden Protonen
geschiitzt. Die entscheidende Wirkung der positiv koopera-
tiven Bindung des Ubergangszustandsanalogons besteht also
darin, das dynamische Vehalten des gesamten trimeren
Rezeptorsystems so stark einzuschrénken, dass 81 NH-Pro-
tonen des Proteinriickgrats gegen Austausch geschiitzt
werden. Die Bindungsenergie des Ubergangszustandsanalo-
gons ist stark delokalisiert, sodass das dynamische Verhalten
fast iiber das gesamte Trimer hinweg eingeschrinkt wird."

Wie auch bei der positiv kooperativen Bindung von
Liganden an Rezeptoren (Abschnitt 11), unterscheidet sich
die dichtere Packung der Substrat-Enzym-Ubergangszustin-
de von Strukturdnderungen infolge Druckerhohung. Die
Verkiirzung von Absténden tritt an denjenigen nichtkovalen-
ten Schnittstellen auf, an denen der Ubergangszustand des
Substrats einen positiv kooperativen Bindungsprozess indu-
ziert (Abbildung 18).

14.3. Stabilisierung des Enzyms in einem enzymgebundenen
Intermediat

Man kann erwarten, dass enzymgebundene Intermediate
(enzyme-bound intermediates, EBIs) oft strukturelle Ahn-
lichkeiten zu den Ubergangszustinden von Reaktionen
haben. Wenn ein EBI 1) eine hohere Schmelztemperatur
(T,) aufweist als das freie Enzym und 2) weniger anfillig
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Abbildung 18. Verdichtung von Teilen der Enzymstruktur im Komplex
mit dem Substrat (S), mit dem Ubergangszustand des Substrats (TS)
und mit dem Produkt (P). Die Anderungen sind stark iibertrieben dar-
gestellt.

gegen Trypsinverdau ist, dann sollte der katalytische Vorgang
gefordert werden. Dies wurde anhand einer Halogenalkan-
Dehalogenase (DhlA) vorgefiihrt, die die Hydrolyse von
Halogenalkanen katalysiert. Die Reaktion verlduft iiber ein
Alkyl-Enzym-Intermediat, das durch ein durch His289 akti-
viertes Wassermolekiil gespalten wird.”” Die durch Aus-
tausch von His 289 gegen Gln erhaltene Mutante (His289GlIn-
DhlA) reichert das Alkyl-Enzym-Intermediat an. Sowohl im
mutierten Enzym als auch im Alkyl-Enzym-Intermediat (im
Beispiel der Komplex mit 1,2-Dibromethan) ist die Konfor-
mation des Wildtyp-Proteins unverdndert. Erwartungsgeméaf
ist die His289GIn-DhlA-Mutante thermisch weniger stabil
(T,,=41°C) als das native Enzym (7T,,=48°C). Das Alkyl-
Enzym-Intermediat von His289GIn-DhlA ist wiederum be-
tréchtlich stabiler (7, =51°C) als die zugrundeliegende Mu-
tante. Hohere Schmelztemperaturen spiegeln eine geringere
Dynamik und stabilere Strukturen wider, und folglich sind
einige Trypsin-Spaltungsstellen im Alkyl-Enzym-Intermediat
weit weniger reaktiv als im freien Enzym. Der Umstand, dass
das Alkyl-Enzym-Intermediat stabilisiert wird, ist in Einklang
damit, dass sich die katalytische Wirkung zum Teil aus der
verminderten Dynamik des Alkyl-Enzym-Intermediats ab-
leitet.

15. Allgemeine strukturelle Auswirkungen der positiv
kooperativen Bindung

Wir haben wie folgt argumentiert: Wenn zwei Sitze
nichtkovalenter Bindungen ihre Bewegungen wechselseitig
einschrinken, dann entsteht der hoher geordnete Zustand
unter Enthalpiegewinn. Gleiches gilt bei analogen (positiv
kooperativen) Anderungen, die auftreten, wenn ein homo-
genes System von n auf n+ m Molekiile vergro3ert wird. Die
klassische Behandlung dieses Effekts geht zuriick auf Hill.’®
Betrachten wir ein Aggregat aus n Molekiilen mit periodi-
scher Struktur im festen Zustand. Eine VergroBerung des
Aggregats bewirkt normalerweise zweierlei: 1) Der Festkor-
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per wird thermodynamisch stabiler. 2) Der Fest-fliissig-Uber-
gang wird schirfer ausgeprigt.[*1%

Tabelle 3 zeigt dies fiir eine steigende Zahl von Schichten
von N,-Molekiilen auf einer Oberfliche.””! Die physikalische

Tabelle 3: Stabilitat von N,-Schichten in Abhingigkeit von der Schich-
tenzahl.

Zahl der Schichten Schmelztemperatur

2.2 ca. 52 K (sehr breit)

3.1 56 K (breit)

4.0 58 K (miRig breit)

4.8 61 K (miRig scharf)
unendlich 63.14 K (sehr scharf)

Grundlage des Effekts ist folgende: Wenn das Aggregat
vergrofert wird, tragen zusitzliche Molekiile in gréBerer
Entfernung dazu bei, die Lage eines jeden Molekiils inner-
halb des Festkorpers zu stabilisieren. Je groler ein Aggregat
ist, desto starker wird das dynamische Verhalten der enthal-
tenen Molekiile eingeschriankt, weil jedes von den iibrigen
n—1 Molekiilen an seinem Platz gehalten wird. Als Folge
daraus werden die Bindungen zu den unmittelbaren Nach-
barmolekiilen verstarkt.

Nach der Van’t-Hoff-Gleichung [GL. (5)] gilt: Je starker
sich die Gleichgewichtskonstante eines Schmelzprozesses in
einem Temperaturbereich dndert, desto grofer ist auch die
mit dem Prozess verbundene Enthalpieéinderung.

InK = —AH/RT + AS/R (5)

Die bei groBer werdenden Systemen schérfer ausgeprag-
ten Schmelztemperaturen (Tabelle 3) spiegeln daher groBer
werdende Anderungen in der Enthalpie wider. Diese wie-
derum lassen sich auf zwei Ursachen zuriickfiithren: 1) die
zunehmende Grofe des Systems (vergleiche z.B. 2.2 und 4.8
Schichten) und 2) die wirksamere Bindung eines Molekiils zu
seinen Nachbarn in gréferen Systemen. Die Abscheidung
einer zusétzlichen Schicht von N,-Molekiilen ist analog zur
(spannungsfreien) Bindung eines Liganden an einen Rezep-
tor. Abbildung 19 zeigt schematisch die Kontraktion eines
solchen Systems bei steigender Grofe.

Analog zu homogenen Festkorpern kontrahieren auch
supramolekulare Aggregate, die sich wie eine Einheit ver-
halten, und ihre van’t Hoffschen Schmelzenthalpien sinken.
Aus genau diesem Grund zeigen Kristalle gewohnlich (brei-
tere) Schmelziiberginge bei niedrigeren Temperaturen, wenn

Abbildung 19. Verdichtung und wirksamere Bindungen in einem geord-
neten System von Molekiilen bei der Abscheidung einer zusitzlichen
Schicht.
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sie mit zunehmenden Anteilen an Fremdsubstanz versetzt
werden. Im Beispielsystem (Tabelle 3) wiren die Oberfléche,
auf der die N,-Molekiile adsorbiert sind, und der iiber diesen
befindliche Gasraum als ,,Fremdsubstanzen“ zu betrachten.
In biologischen Systemen kann sich das Wasser an der
Oberfliache eines Rezeptors wie eine ,,Fremdsubstanz® ge-
geniiber den positiv kooperativen Bindungen im Ligand-
Rezeptor-System verhalten.

In Einklang mit den obigen allgemeinen Aussagen ver-
ringert der Einbau von steigenden Anteilen der Fremdsub-
stanz Cholesterin die Temperatur, die Enthalpie und die
Kooperativitit des Phaseniibergangs Gel —Fliissigkristall bei
Lipiddoppelschichten aus Phosphatidylserin.'"]

16. Zusammenfassung

Ein Ansatz, der auf der Vereinfachung beruht, dass
nichtkovalente Wechselwirkungen charakteristische, isolierte
Bindungsenergien haben, hat seine Berechtigung als niitzli-
ches Verfahren zur Abschitzung von Bindungsenergien. In
der Realitit allerdings sind alle Wechselwirkungen im Zu-
sammenhang zu betrachten, und es kommt zur Enthalpie-
Entropie-Kompensation.

Die Enthalpie-Entropie-Kompensation, bisweilen als ex-
perimentelles Artefakt interpretiert, ist eine fundamentale
Eigenschaft von nichtkovalenten Wechselwirkungen (eine
zusammenfassende Diskussion von Veroffentlichungen, in
denen eine Enthalpie-Entropie-Kompensation physikalisch
validiert ist oder aber auf eine fehlende Validierung geschlos-
sen wird, findet sich bei Houk et al.'""). Sie tritt bei jedem
Fest-fliissig-Ubergang auf und auch immer dann, wenn die
Temperatur von Festkorpern oder Fliissigkeiten, die nichtko-
valente Bindungen enthalten, gedndert wird. Die Existenz
einer Enthalpie-Entropie-Kompensation ergibt sich nicht nur
aus fundamentalen theoretischen Uberlegungen,** der
Effekt ist in vielen Experimenten auch viel zu grof3, um als
Artefakt abgetan zu werden (siche z.B. die Abbildungen 13
und 16). In diesem Zusammenhang sei darauf hingewiesen,
dass sich die Ungenauigkeiten bei der kalorimetrischen
Bestimmung von AG und AH nur geringfiigig unterschei-
den.”

Die hier vorgestellten Korrelationen zwischen der Ent-
halpie-Entropie-Kompensation und den Anderungen des
dynamischen Verhaltens von Proteinen (wie es durch den
H-D-Austausch angezeigt wird) fithren uns unmittelbar zu
einem physikalischen Ursprung der Enthalpie-Entropie-
Kompensation in biologischen Systemen. In Abbildung 20
ist dargestellt, wie die Enthalpiesenke einer lokalen Wech-
selwirkung auf diese Weise beeinflusst wird. Das Absenken
der Enthalpie eines Systems erfordert einen Entropieauf-
wand. Eine solche Anderung ist positiv kooperativ, weil
Liganden besser binden, je hoher organisiert das Templat ist.
Wird umgekehrt ein System aus der Enthalpiesenke aufwérts
befordert, so wird auf Kosten eines Enthalpieaufwands
Entropie erzeugt. Eine solche Anderung ist negativ koope-
rativ, weil Liganden in einem solchen Prozess ihren Rezeptor
storen miissen und dieser dadurch beweglicher wird. Wenn
die Energiebarriere fiir das Aufbrechen einer Wechselwir-
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Abbildung 20. Relative Schwingungsniveaus, die eingenommen
werden, wenn die Stirke der Wasserstoffbriicken im Rezeptor (rot)
und die Koordination des Liganden (blau) A) nicht kooperativ gekop-
pelt sind, B) positiv kooperativ gekoppelt sind und C) negativ koopera-
tiv gekoppelt sind. Wechselwirkungen mit giinstiger (negativer) Enthal-
pie entsprechen tiefer in der Senke gelegenen Punkten. Wegen der
Form der Senke fiihren enthalpisch giinstige Wechselwirkungen zu
kurzen Bindungen.

kung sehr klein ist, kann die verfiigbare thermische Energie
einige Bindungen spalten (d.h., die Wechselwirkung wird
durch Verlassen der Senke aufgebrochen). Wenn die Bindung
extrem schwach ist, wird die VergroBerung der Bindungslidn-
gen (einhergehend mit einem negativ kooperativen Effekt
oder dem Wegfall eines positiv kooperativen Effekts) somit
von einem ,,Ausfransen“ begleitet.*

Wenn die Bindung des Liganden die elektrostatische
Polarisierung einer Wechselwirkung innerhalb des Rezeptors
(z.B. einer Wasserstoffbriicke zwischen zwei Amid-Einhei-
ten) verstarkt, dann wird die in Abbildung 20 gezeigte Senke
zusdtzlich vertieft, was zu einer weiteren Verkiirzung von
Bindungen fiihren kann. Umgekehrt ist es moglich, dass die
Bindung eines Liganden den Rezeptor so verzerrt, dass die
Senke flacher wird; dies kann den Effekt der Verldngerung
von Bindungen verstiarken, der mit einem negativ koopera-
tiven Effekt einhergeht.

Die Gesamtidnderungen der freien Enthalpie in den
geordneten Systemen (Abbildung20) koénnten bestimmt
werden, indem man iiber alle nichtkovalenten Wechselwir-
kungen summiert, die auf die gezeigte Weise beeinflusst
werden. Dabei macht es fiir die Enthalpie eines bindenden
Zustands keinen Unterschied, ob dieser tiefer oder weniger
tief in einer bestimmten Senke liegt (Abbildung 20) oder in
einer Senke, die entsprechend tiefer bzw. flacher ist (Abbil-
dung 2).

Dass die Packung von Teilen der Rezeptorstruktur bei der
Bindung eines Liganden dichter wird, kann im Gegenzug zur
Unterstiitzung der Ligandenbindung genutzt werden. Man
kann sich dies so vorstellen, dass der Ligand eine ,,Pseudo-
kristallisation“ von Teilen des Rezeptors auslost.’ In ande-
ren Féllen scheint die Lockerung von Teilen der Rezeptor-
struktur die Ligandenbindung zu behindern. Diese Effekte
sind am einfachsten anhand der Abbildungen 18 und 21 zu
verstehen. Die in Abbildung 21 (stark iibertrieben) darge-
stellte Volumenreduktion als Folge einer positiv kooperativen
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Abbildung 21. Anderung der Packung in Teilen einer Rezeptorstruktur
bei der Koordination eines Liganden mit a) positiv kooperativem Effekt
und b) negativ kooperativem Effekt. Die Anderungen sind tibertrieben
dargestellt. Die nichtsymmetrischen Formen der Ligand-Protein-Kom-
plexe sollen illustrieren, dass sich kooperative Effekte meist auf be-
stimmte Teile einer Struktur verstirkt auswirken. Sie unterscheiden
sich damit von den Effekten einer Druckdnderung.

Bindung von Liganden an Proteine wurde durch Volumen-

messungen direkt nachgewiesen. Bei der Koordination von

N-Acetyl-D-glucosamin-Oligomeren an das Lysozym betragt

diese Volumenreduktion ca. 1%.1" Es zeigte sich auch, dass

der Ligand mit der hochsten Affinitédt die stidrkste Kontrak-
tion bewirkt.

Die Koordination kleiner Molekiile wird geférdert, wenn
das Rezeptorprotein einige oder alle der folgenden Eigen-
schaften aufweist:

1) verminderter H-D-Austausch der Amid-Einheiten;

2) erhohte Schmelztemperatur T, ;™!

3) verstdrkte innere Bindungen und eingeschrinktes dyna-
misches Verhalten (negativere Werte von AH und AS fiir
die Ligandenbindung);/*>8!

4) hohere Resistenz gegen enzymatischen Verdau; mogli-
cherweise auch die Unterstiitzung oligomerer Formen des
Proteins.!']

[59,87,88]

Negativ kooperative Bindung bewirkt bei den hier disku-
tierten Beispielen die gegenteiligen Effekte.[>"!]

Die katalytische Wirksamkeit wird gefordert, wenn Sub-
strat-Ubergangszustinde das dynamische Verhalten von En-
zymen stark einschrinken. Moglicherweise beantwortet ein
solcher Mechanimus die Frage, warum Enzyme relativ grofie
Strukturen sind.

Addendum

Um zu priifen, ob die in diesem Aufsatz beschriebenen
Effekte auch grofle Bindungsenergien zur Verfiigung stellen
konnen, haben wir kiirzlich die Einschrinkung des dynami-
schen Verhaltens der Glyceraldehyd-3-phosphat-Dehydroge-
nase (GAPDH) bei der Anlagerung von vier Molekiilen ihres
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Cofaktors Nicotinamidadenindinucleotid (NADY) unter-
sucht.'’”! Die Bindung des ersten Molekiils NAD* an das
tetramere Enzym fiihrt dazu, dass 60 Amid-NH-Protonen des
Riickgrats gegen einen H-D-Austausch geschiitzt werden,
wohingegen die Bindung des vierten NAD*-Molekiils keinen
vergleichbaren Einfluss auf den H-D-Austausch ausiibt. Die
Bindungskonstante fiir das erste Molekiil NAD" ist um den
Faktor 10° groBer als diejenige fiir das vierte Molekiil NAD™.
Dieser Effekt ist auf die Einschriankung des dynamischen
Verhaltens des Enzym-Cofaktor-Systems zuriickzufiihren, die
bei der Bindung des ersten Molekiils NAD® auftritt, nicht
jedoch bei der Anlagerung des vierten Molekiils NAD*.

Wir haben auch gezeigt,'””! dass eine Abnahme der
mittleren Linge der Amid-Wasserstoffbriicken von Strept-
avidin um ca. 1% (beim Senken der Temperatur von 55 auf
5°C)[1%! die Stabilitit erhoht und die Dynamik in einer Weise
einschrénkt, dass anstelle von 99 nur noch 61 der Riickgrat-
Amidprotonen einen H-D-Austausch eingehen (unter den in
Abschnitt 11 beschriebenen Bedingungen). Dieses Experi-
ment deutet in Zusammenhang mit den Ergebnissen in
Abschnitt 11 und den oben fir GAPDH prisentierten
Daten darauf hin, dass sehr hohe Ligandenbindungsenergien
und eine Steigerung der Katalyseeffizienz (mit einem Faktor
um eine Million) resultieren konnen, wenn sich die vielen
Wasserstoffbriicken eines Proteins (bei der Koordination
eines kleinen Liganden) lediglich um ca. 1% verkiirzen.
Daher iiberrascht es nicht, dass Rontgenstrukturanalysen
bisher noch keine strukturelle Grundlage fiir die hier postu-
lierten Effekte geliefert haben.

Fiir finanzielle Unterstiitzung wird gedankt: dem Churchill
College (M.Z.), dem EPSRC (D.H.W. und D.O’B.) und dem
BBRSC (D.H.W. und E.S.).

Eingegangen am 4. Dezember 2003,
verdnderte Fassung am 5. April 2004
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