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Kooperativitit ist ein zentrales Konzept zum Verstdndnis
der molekularen Erkennung und supramolekularen Selbst- noorEien il malndie -
organisation.'*) Dennoch gibt es eine betrichtliche Konfu- Zwischenstufen
sion um die Definition und Quantifizierung von Kooperati-
vitdt, insbesondere im Zusammenhang mit selbstorganisier-
ten Strukturen.*” In diesem Essay beschreiben wir zwei b)

Arten von Kooperativitdt in multivalenten Systemen: allo-
sterische und chelatbedingte Kooperativitdt. Wahrend das — —_—
Konzept der allosterischen Kooperativitit jederzeit eingédngig

ist, wird die Bedeutung der chelatbedingten Kooperativitét )
weithin iibersehen ungefaltet partiell gefaltete gefaltet
. Zwischenstufen
Kooperativitdt entsteht, wenn sich zwei oder mehr
Wechselwirkungen in der Weise beeinflussen, dass sich das
System als Ganzes anders verhilt, als man aus den Eigen-

c)
schaften der isolierten Wechselwirkungen erwarten wiirde. .,h — .'% —_— .% —_— @9
\ J
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Die Kopplung von Wechselwirkungen kann zu positiver oder
negativer Kooperativitit fithren, je nachdem, ob eine Wech-
selwirkung eine andere begiinstigt oder beeintréchtigt. Ko- ungebunden partiell aggregierte aggregiert
operativitét ist das Schliisselmerkmal der Systemchemie; hier Zwischenstufen
fiihrt sie zu kollektiven Eigenschaften, die in den molekularen
Komponenten nicht vorhanden sind. Sie ist auch eines der
wichtigsten Merkmale biologischer molekularer Systeme.®!
Lehrbiicher fithren oft zwei archetypische Beispiele fiir
Kooperativitit an: die Bindung von Sauerstoff an Hamoglo-
bin,!! wobei die Bindung an jede der vier Bindungsstellen die
Sauerstoffaffinitit der anderen Stellen erhoht (Abbil-
dung 1a), und die Faltung von Biopolymeren (z. B. Proteinen,
DNA oder RNA), die durch scharfe Schmelziibergéinge ge-
kennzeichnet ist (Abbildung 1b).”! Supramolekulare Selbst-
organisationsprozesse zeigen ein dhnliches Verhalten (Ab-
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Die drei in Abbildung 1a—c gezeigten Gleichgewichte
verschieben sich, wenn bestimmte duflere Bedingungen ver-
andert werden (Abbildung 1d; horizontale Achse). Solche
Bedingungen sind z.B. 1) die Sauerstoffkonzentration im Fall
des Himoglobins, 2) die Konzentration des denaturierenden
Agens oder die Temperatur bei der Faltung von Biopolyme-
ren und 3) die Konzentration oder Temperatur bei der su-
pramolekularen Aggregation. Positive Kooperativitét ist stets
mit einer niedrigen Konzentration von Zwischenstufen ver-
bunden (partiell gebunden, gefaltet oder aggregiert; rot in
Abbildung 1). Oder anders ausgedriickt: Wenn das System in
den Bereich starker positiver Kooperativitit gelangt, sind nur
die Extremzustidnde signifikant bevolkert. Solche Systeme
konnen auf zweierlei Weise ein ,,Alles-oder-nichts“-Verhal-
ten zeigen:

1) Auf molekularer Ebene: Jedes Molekiil ist wahrscheinlich
vollstindig gebunden oder vollstindig ungebunden; es
verbringt wenig Zeit in Zwischenzustdnden.

2) Auf makroskopischer Ebene: Das Verhalten des Ensem-
bles ist dadurch gekennzeichnet, dass die gesamte Popu-
lation bei einer geringen Konzentrationsinderung von
einem hauptsédchlich ungebundenen in einen hauptséch-
lich gebundenen Zustand ,,umschaltet”. Unter den meis-
ten Bedingungen dominiert ein einziger Zustand, und
dieses Verhalten driickt sich in den sigmoidalen Bin-
dungsisothermen und scharfen Schmelziibergidngen aus,
die als die klassischen experimentellen Indikatoren fiir
Kooperativitiit gelten (siche Abbildung 2 fiir die Bindung
von Sauerstoff an Himoglobin"!” und die Denaturierung
von Lysozym).['!

Ein solches Alles-oder-nichts-Verhalten ist das entschei-
dende Kennzeichen positiver Kooperativitit. In der Biologie
ist dieses Verhalten weit verbreitet: Kleine Anderungen der
Bedingungen bewirken ein Umschalten zwischen An- und
Aus-Zustianden. Intermedidre Strukturen, die unerwiinschte
Eigenschaften haben konnten, werden nicht gebildet.

2. Thermodynamische Modelle

Als allgemeines Beispiel betrachten wir Mehrkompo-
nentenkomplexe zwischen mehrzéhnigen Liganden und Re-
zeptoren mit mehreren Bindungsstellen. Eine breite Vielfalt
von supramolekularen Architekturen ist moglich, und die
Kopplung zwischen den mannigfachen intermolekularen
Wechselwirkungen, die in diesen Komplexen vorliegen, er-
zeugt unterschiedliche Arten von kooperativem Verhalten.
Im Folgenden untersuchen wir die grundlegenden Prinzipien
anhand der in Abbildung 3 a—e gezeigten Szenarien. Wir be-
ginnen jeweils mit einfachen Gleichgewichten, an denen
Molekiile mit nur einer oder zwei Bindungsstellen beteiligt
sind, und extrapolieren dann zu Fillen mit vielen Wechsel-
wirkungen. Eine detaillierte mathematische Analyse der
thermodynamischen Modelle befindet sich in den Hinter-
grundinformationen.
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Abbildung 2. Experimentelle Isothermen fiir a) die Bindung von Sauer-
stoff durch Hamoglobin als Funktion der Sauerstoffkonzentration'
und b) die Denaturierung von Lysozym als Funktion der Guanidin-
hydrochlorid-Konzentration.!""

2.1. Das Bezugssystem

Wir beginnen unsere Betrachtung mit einem Bezugssys-
tem, in dem keine Kooperativitét auftreten kann, weil es nur
eine Wechselwirkung gibt: der Komplex zwischen einem
Rezeptor mit nur einer Bindungsstelle (A) und einem Li-
ganden mit ebenfalls nur einer Bindungsstelle (B) (Abbil-
dung 3a). Das einfache Zwei-Zustands-Gleichgewicht, dem
der Komplex unterliegt, ist durch die Assoziationskonstante
K charakterisiert [Gl. (1)]. [A‘B] und [A] sind die Konzen-
trationen des gebundenen bzw. freien Rezeptors, und [B] ist
die Konzentration des freien Liganden.

(A -B]

K =1aT®] M

2.2. Allosterische Ligandenbindung
Dieses Szenario gilt fiir die Art von Kooperativitit, wie sie
beim Hédmoglobin auftritt. Der einfachste Fall zweier Ligan-

den mit jeweils einer Bindungsstelle, die mit einem Rezeptor
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Abbildung 3. Komplexierungsgleichgewichte unter Beteiligung von Mo-
lekiilen mit einem oder zwei Bindungsstellen. a) Das Referenzsystem,
b) diskrete allosterische Systeme, c) polydisperse Oligomerisierung,

d) selbstorganisierte Systeme, e) Denaturierung.

mit zwei kovalent verbundenen Bindungsstellen wechselwir-
ken, ist in Abbildung 4a gezeigt. Der Rezeptor weist drei
mogliche Zusténde auf: freies AA, partiell gebundenes AA-B
und vollstindig gebundenes AA-B,. Die Gleichgewichte sind
durch zwei mikroskopische Assoziationskonstanten K; und
K, charakterisiert, die durch die Gleichungen (2) und (3)
definiert sind. Der statistische Faktor 2 spiegelt die Entartung
der partiell gebundenen Zwischenstufe wider.!'?

[AA - B]
2K = (RATB) @
1 [AA - B,)
EKZZ[AA.BHB] ®

Auf molekularer Ebene wird die Kooperativitiat des Sys-
tems durch den Wechselwirkungsparameter a beschrieben,
der in Gleichung (4) definiert ist."*l Falls keine Kooperativitt

K,
a = X (4)

auftritt, sind die mikroskopischen Assoziationskonstanten
identisch mit dem Wert des entsprechenden Referenzrezep-
tors mit nur einer Bindungsstelle, d.h. K;,=K,=Kund a=1.

www.angewandte.de
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Abbildung 4. a) Wechselwirkung eines monovalenten Liganden B mit
einem Zwei-Zentren-Rezeptor AA."? Speziationsprofile fiir b) a=1,

c) =0.01 und d) =100 (blaue Kurve: vollstindig gebundenes
AA-B,; rote Kurve: partiell gebundenes AA-B; schwarze Kurve: Gesamt-
besetzung der Bindungsstellen 6,; [B],=[B] + [AA-B] + 2[AA-B,]). Das
Speziationsprofil fiir das Ein-Zentren-Referenzsystem ist ebenfalls ge-
zeigt (graue Punkte). In (d) sind die Populationen von AA-B, und 6,
praktisch gleich. Der Einfachheit halber wurden alle Kurven fiir die Be-
dingung [B], > [AA], berechnet.l"

Bei einem gegebenen Satz von Bedingungen ist der Ge-
samtanteil an Rezeptorzentren, an die Liganden gebunden
sind, als die Bindungsstellenbesetzung des Rezeptors 6, de-
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finiert [Gl. (5); [AA], ist die Gesamtkonzentration des Re-
zeptors (,,frei plus gebunden*)]:

JAA B+ [AA - B,
o, - AAA DI IAR B )

Die Messung von 6, ist oftmals einfacher als die Kon-
zentrationsbestimmung all der im Gleichgewicht vorliegenen
Spezies, und die Beschreibung komplexer Gleichgewichte als
Funktion von 6, fiihrt zu einer drastischen Vereinfachung der
mathematischen Behandlung.

In Abbildung 4b-d sind Speziationskurven fiir a =1, 0.01
und 100 aufgetragen, die zeigen, wie [AA-B], [AA-B,] und 6,
mit [B], variieren (K'[B], ist eine normalisierte Konzentra-
tionsskala).'¥ Die Besetzungprofile (0,) der Zwei-Zentren-
Rezeptoren (schwarze Kurven) sind denen des Ein-Zentren-
Referenzrezeptors (graue Punkte) gegeniibergestellt.

Keine Kooperativitit (¢ =1, Abbildung 4a). In diesem
Bereich gilt K, =K,, und die 6,-Kurve ist identisch mit der
des Ein-Zentren-Referenzsystems.

Negative Kooperativitit (o <1, Abbildung 4c). Hier gilt
K, >K,, und die intermolekulare Wechselwirkung in der
Zwischenstufe AA-B ist stiarker als im vollstidndig gebunde-
nen Zustand AA-B,. Der vollstindig gebundene Komplex
liegt in einem breiteren Konzentrationsbereich vor als der
Komplex des Ein-Zentren-Referenzrezeptors. Die Zwi-
schenstufe AA-B ist die vorherrschende Spezies bei mittleren
Konzentrationen, und bei sehr kleinem a (<1) wird der
vollstdndig gebundene Zustand nie bevolkert.

Positive Kooperativitit (¢ > 1, Abbildung 4d). In diesem
Fall gilt K, <K,, und der vollstindig gebundene Zustand
enthilt giinstigere Wechselwirkungen als die Zwischenstufe.
Bei sehr groBen a (> 1) wird die Zwischenstufe nicht gebil-
det, und man beobachtet ein Zwei-Zustands-Verhalten (,,al-
les oder nichts*). Bildung und Dissoziation des Komplexes
finden in einem schmaleren Konzentrationsbereich statt als
beim Referenzsystem.

Auf der makroskopischen Ebene wird Kooperativitit in
allosterischen Systemen gewOhnlich durch Auftragen von
1g{0,/(1—6,)} gegen Ig[B], in Form einer Hill-Kurve cha-
rakterisiert."” Der Hill-Koeffizient ny ist die bei 50% Sétti-
gung, d.h. bei 1g{0,/(1-0,)} =0, gemessene Steigung. Ein
einfacher Referenzrezeptor mit nur einer Bindungsstelle er-
gibt ny=1; jede Abweichung von diesem Wert zeigt koope-
ratives Verhalten an (siehe die Hill-Kurven in Abbildung 5a,
konstruiert fiir die drei Bereiche aus Abbildung 4b-d). Ne-
gative Kooperativitit (rote Kurve) fiihrt zu einer geringeren
Steigung (ny<1), wihrend positive Kooperativitdt (blaue
Kurve) eine groBere Steigung bedeutet (n;; > 1). Bei hoheren
und niedrigeren Konzentrationen betragen die Steigungen
wieder 1, weil Anderungen in 6, nur durch das erste Bin-
dungsereignis (bei niedrigen Ligandenkonzentrationen) bzw.
nur durch das zweite Bindungsereignis (bei hohen Ligan-
denkonzentrationen) verursacht werden.

Das makroskopische Verhalten von Systemen dieser Art
kann auch durch das Umschaltfenster (,,switching window*)
cg charakterisiert werden [GL. (6)].
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Abbildung 5. Auftragungen zur Bestimmung a) des Hill-Koeffizienten
ny und b) des Umschaltfensters ¢ fiir den Fall zweier monovalenter
Liganden (B), die mit einem Zwei-Zentren-Rezeptor (AA) wechselwir-
ken. Drei Bereiche sind veranschaulicht: keine Kooperativitat (a=1;
schwarze Kurve), negative Kooperativitit (& =0.01; rote Kurve) und
positive Kooperativitit (¢ =100, blaue Kurve). Die Daten fiir den Ein-
Zentren-Referenzrezeptor sind zum Vergleich gezeigt (graue Punk-
te).1l

~ [B,bei 6, =10/11
® =B bei 6, =1/11 ©)

cg ist der faktorielle Anstieg der Ligandenkonzentration,
der bendtigt wird, um das Verhiltnis zwischen gebundenem
und freiem Rezeptor von 1:10 nach 10:1 ,,umzuschalten*
(Abbildung 5b).'! Anders ausgedriickt ist cy ein Maf fiir die
Schirfe des Ubergangs vom gebundenen in den freien Zu-
stand. Fiir den einfachen Ein-Zentren-Referenzrezeptor gilt
lgcg =2, und jede Abweichung von diesem Wert zeigt ko-
operatives Verhalten an (siehe die fiir die Beispiele aus Ab-
bildung 4b-d konstruierten Kurven in Abbildung 5b). Posi-
tive Kooperativitit (blaue Kurve) verringert den Wert von cg,
d.h., der Wechsel vom gebundenen in den freien Zustand
findet in einem schmaleren Konzentrationsbereich statt. Das
Gegenteil ist der Fall bei negativer Kooperativitit (rote
Kurve), und man findet nun ein getrenntes Auftreten der
beiden Bindungsereignisse auf der Konzentrationsskala.

Die Beziehung zwischen dem molekularen Parameter a
und den makroskopischen Parametern ny und cy ist in Ab-
bildung 6 veranschaulicht. Am ,nichtkooperativen“ Refe-
renzpunkt gilt a =1, ny=1 und lgcg =2. Bei leicht koope-
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Abbildung 6. Beziehung zwischen dem molekularen Parameter a und
den makroskopischen Parametern n,, und c; fiir die Bindung eines mo-
novalenten Liganden an einen Zwei-Zentren-Rezeptor.

rativen Systemen hédngt der Wert von ny stark von a ab. Bei
starker negativer Kooperativitit (a <1) geht ny gegen 0 und
bei starker positiver Kooperativitit (a > 1) gegen 2. Demge-
geniiber sinkt lgcg mit steigendem o und geht bei starker
positiver Kooperativitit gegen 1. Bei negativer Kooperativi-
tit ist cg umgekehrt proportional zu a, da das erste und zweite
Bindungsereignis auf der Konzentrationsachse einfach weiter
auseinanderdriften.

Die Eigenschaften des Zwei-Zentren-Systems konnen auf
Rezeptoren mit groBer Zahl N an Bindungszentren verall-
gemeinert werden (Abbildung 7). Die Zahl an moglichen
Zwischenstufen steigt mit N, ebenso wie die Zahl an unab-
héngigen Assoziationskonstanten. Wir betrachten wieder drei
Fille:

Keine Kooperativitiit (¢ =1). In diesem Bereich ist das
makroskopische Verhalten des Systems praktisch unabhéngig

N(? B
+ ——

":"' N-2
N-2

Ig K'[Bly, ——

Abbildung 7. Bindung von N monovalenten Liganden (B) an einen Re-
zeptor mit N Bindungsstellen (A---A). Es gibt eine Vielzahl méglicher
Zwischenstufen, diese werden aber kaum bevélkert, wenn das System
starke positive allosterische Kooperativitit zeigt. Bindungsisothermen
fiir obiges Gleichgewicht bei starker positiver allosterischer Kooperati-
vitit (a>1). N=1 graue Punkte, N=2 blau, N=4 rot, N=8
schwarz.l"
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von N. Obwohl die Speziationsprofile durch die vielen Zwi-
schenstufen kompliziert werden, ist die Konzentrationsab-
héngigkeit der Besetzung 6, identisch mit der des Ein-Zen-
tren-Referenzsystems; ny =1 und 1gcg =2.

Negative Kooperativitit (a < 1). Auch hier ist das einzige,
was sich mit steigendem N dndert, die Zunahme der Zahl an
Zwischenzustinden. Das Konzentrationsfenster, in dem diese
Zustiande bevolkert werden, wird breiter.

Positive Kooperativitit (« > 1). In diesem Bereich sind die
FEigenschaften des Systems stark abhingig von N. Abbil-
dung 7 veranschaulicht den Einfluss von N auf die Bin-
dungsisotherme fir N=2, 4 und 8. Mit zunehmendem N
findet der Ubergang zwischen freien und gebundenen Zu-
stinden in einem immer schmaler werdenden Konzentra-
tionsfenster statt. Bei hohem a konvergiert lgci zu 2/N und
ny zu NI Infolgedessen werden all die moglichen Zwi-
schenstufen, deren Zahl mit steigendem N stark ansteigt,
niemals bevolkert, und auf molekularer Ebene beobachtet
man ein Zwei-Zustands-Verhalten. Im Grenzfall grofler N-
und groBer a-Werte geniigt schon eine kleine Konzentrati-
onsdnderung des Liganden, um zwischen den freien und ge-
bundenen Zustdnden des Rezeptors umzuschalten, sodass das
System auf makroskopischer Ebene ein Alles-oder-nichts-
Verhalten zeigt.

In biologischen Systeme ist allosterische Kooperativitit
ausfiihrlich untersucht worden; Beispiele sind die Bindung
von Sauerstoff an Hamoglobin und die Bindung von Pep-
tiden an das Vancomycin-Dimer.!"8! Es gibt eine Vielzahl von
Mechanismen, die zu positiver oder negativer allosterischer
Kooperativitdt fithren konnen, z.B. Konformationswech-
sel,>! elektronische Polarisation des Rezeptors® oder
langreichweitige elektrostatische Wechselwirkungen zwi-
schen den Liganden.' Die trivialste Ursache fiir negative
Kooperativitét ist eine sterische Abstofung zwischen zwei
gebundenen Liganden. Die FEinzelheiten iibersteigen den
Rahmen dieses Essays; ganz allgemein gilt aber, dass positive
Kooperativitiit erreicht werden kann, indem man entweder das
erste Bindungsereignis ungiinstiger oder aber nachfolgende
Bindungsereignisse giinstiger macht.

2.3. Nukleation und Wachstum polydisperser offenkettiger
Oligomere

Die kooperative Oligomerisierung ist ein wichtiger Vor-
gang bei der Aggregation von Amyloiden,” Actinstringen®
und supramolekularen Polymeren.”™ Wir betrachten die
einfachen Modelle in Abbildung 3¢ und 8a, um diese Pro-
zesse zu verstehen. Das Monomer AB bildet durch Selbst-
organisation eine Verteilung von Oligomeren (AB), miti =
1-00. Wenn alle Assoziationskonstanten identisch sind (K;=
K), resultiert eine isodesmische Verteilung, d.h. ein konzen-
trationsunabhéngiges statistisches Gemisch von Oligomeren.
Die Bindungsisotherme, die man bei dieser Art von nicht-
kooperativem Prozess beobachtet, ist identisch zu der Iso-
thermen, die bei der Verdiinnung einer 1:1-Mischung von A
und B erhalten wird (Abbildung 8, schwarze Kurve und graue
Punkte).
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a) Ky Kz K;

b)

lg K'[AB]g ——=

Abbildung 8. a) Allgemeines Schema fiir die Oligomerisierung eines
selbstkomplementiren Molekiils AB mit Bindungsisothermen fiir a =1
(schwarz), @=0.01 (rot) und a =100 (blau) mit den entsprechenden
Umschaltfenstern ¢ (K;=K, fiir alle i>1 und a =K,/K;). Die Bin-
dungsisotherme fiir die Verdiinnung einer 1:1-Mischung von A und B
ist zum Vergleich gezeigt (graue Punkte).'!

Im Prinzip ist jede beliebige Verteilung von Assozia-
tionskonstanten moglich. Wir werden ein einfaches Szenario
betrachten, das zu makroskopischer Kooperativitit bei der
Bildung von polydispersen offenkettigen Aggregaten
fithrt:>* Alle Assoziationskonstanten fiir die Addition ei-
ner Momomereinheit an oligomere Ketten sind identisch
(K,), mit Ausnahme der Bildungskonstanten fiir das Dimer
(AB), (K;). Auch hier ist der allosterische Wechselwir-
kungsparameter als a=K,/K,; definiert. Wir unterscheiden
erneut drei Fille (Abbildung 8b):

Keine Kooperativitit (a=1). Isodesmisches Ketten-
wachstum mit einer statistischen Verteilung von Oligomeren.

Negative Kooperativitit(a<1). Das Dimer ist die stabilste
Spezies, sodass die Oligomerisierung erst stattfindet, wenn
sehr hohe Konzentrationen von AB erreicht werden.

Positive Kooperativitit (¢ >1). Das Dimer ist die am
wenigsten stabile Spezies und wird praktisch nicht gebildet.
Die Bildung des Dimers ist ein Keimbildungsschritt; die
nachfolgende Oligomerisierung findet in einem schmalen
Konzentrationsfenster statt, und das System zeigt makro-
skopische Kooperativitit. Die hauptsichlich gebildeten Spe-
zies sind das Monomer und langkettige Oligomere.

Die Bindungsisothermen in Abbildung 8b dhneln zwar
denen der allosterischen Rezeptor-Ligand-Systeme (Abbil-
dung 5b), sie sind aber nicht symmetrisch zum Ursprung der
Konzentrationsskala. Der Grund ist, dass Selbstorganisa-
tionsprozesse durch Verdiinnungsexperimente, nicht durch
Titrationen untersucht werden: Wenn der Ligand im Uber-
schuss eingesetzt wird, wie es in einem Titrationsexperiment
der Fall ist, liegen praktisch alle Ligandenmolekiile in unge-
bundener Form vor ([B]~[B];), wogegen bei hohen Kon-
zentrationen von AB, wie sie in Verdiinnungsexperimenten
auftreten, der groBte Teil gebunden ist ([AB] <[AB],). Hill-
Kurven sind bei Verdiinnungsexperimenten problematisch:
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Die Steigung fiir das nichtkooperative isodesmische System
ist nicht konstant und erreicht kein Maximum bei 50 % Sét-
tigung (sieche Hintergrundinformationen). Allerdings kann
das Umschaltfenster ¢y als ein makroskopisches Maf} fiir
Kooperativitdt benutzt werden. Der einzige Unterschied zu
einem Titrationsexperiment ist, dass lgcg =3 gilt (fiir das
nichtkooperative isodesmische System). Jede Abweichung
von diesem Wert zeigt kooperatives Verhalten an. Bei starker
positiver Kooperativitit (a>1) geht lgcgy gegen 1: Ein
scharfer Nukleationspunkt wird beobachtet, dem sich das
Oligomerwachstum anschliet, und ein 10-facher Anstieg der
Konzentration ist erforderlich, um 90 % Sittigung zu errei-
chen.

Es gibt viele molekulare Mechanismen, die zu dieser Art
von kooperativer Oligomerisierung fithren. Zum Beispiel
kann bei helicalen Aggregaten die i-te Monomereinheit eine
giinstige Kontaktwechselwirkung mit der (i—2)-ten Mono-
mereinheit eingehen.”” In wasserstoffverbriickten Harn-
stoffaggregaten geht die i-te Monomereinheit eine giinstige
polarisationsvermittelte, kontaktfreie Wechselwirkung mit
der (i—2)-ten Monomereinheit ein.” Das Nukleations- und
Wachstumsverhalten in Abbildung 8 wurde von Meijer und
Mitarbeitern im Zusammenhang mit sehr groflen wasser-
stoffverbriickten Aggregaten untersucht.” Ahnlich wie bei
diskreten allosterischen Systemen lasst sich eine positive al-
losterische Kooperativitiit erreichen, indem man erste Bin-
dungsereignisse ungiinstiger und spdtere Bindungsereignisse
giinstiger macht.

2.4. Selbstorganisation zu geschlossenen Systemen

Wenden wir uns nun der Art von Kooperativitét zu, wie
sie bei der Proteinfaltung oder der Bildung von DNA-Dop-
pelstrdngen beobachtet wird, wobei wir nun auch intramole-
kulare Wechselwirkungen zulassen wollen. Der einfachste
Fall von zwei Molekiilen, die jeweils zwei Bindungsstellen
aufweisen, ist in Abbildung 9 dargestellt. Das System ist
komplexer als die allosterischen Systeme in Abbildung 4, da
sehr viel mehr gebundene Zustinde moglich sind. Liegt al-
lerdings der Ligand im grofen Uberschuss gegeniiber dem
Rezeptor vor, konnen wir Komplexe, die mehr als ein Re-
zeptormolekiil enthalten, ignorieren. Unter diesen Bedin-
gungen gibt es nur vier Zustinde des Rezeptors (in Abbil-
dung 9 im Kasten hervorgehoben): freies AA, zwei 1:1-
Komplexe (die partiell gebundene offene Zwischenstufe
0-AA-BB und der vollstandig gebundene cyclische Komplex
¢c-AA-BB) und der 2:1-Komplex AA-(BB),. Wir beschrianken
uns hier auf das Szenario a =1, also den Bereich ohne allo-
sterische Kooperativitét.

Das entscheidende Merkmal, das die Eigenschaften die-
ses Systems bestimmt, ist die intramolekulare bindende
Wechselwirkung, die zu dem cyclischen 1:1-Komplex
c-AA-BB fiihrt. Diese Wechselwirkung kann mithilfe der ef-
fektiven Molaritit (EM) beschrieben werden [Gl. (7)].2

1y gy [c-AA BB

2 [0-AA - BB] ()
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Abbildung 9. Ein Zwei-Zentren-Rezeptor (AA), der mit einem divalen-
ten Liganden (BB) wechselwirkt (=1 in diesem Beispiel).'? Fiir den
Fall [BB],>[AA], werden von der Vielzahl moglicher Strukturen nur die
im Kasten gezeigten Zustinde bevélkert.

Die Gleichung besagt, dass das Verhiltnis zwischen dem
offenen und geschlossenen 1:1-Komplex unabhingig von der
Ligandenkonzentration ist. Das Produkt K EM bestimmt das
Ausmal, zu dem der cyclische Komplex gebildet wird. Es ist
der Schliisselparameter fiir die Kooperativitét selbstorgani-
sierter Systeme. Wir betrachten zwei Bereiche, dargestellt in
Abbildung 10:

KEM <1 (Abbildung 10a). Unter diesen Bedingungen
ist die partiell gebundene Zwischenstufe stabiler als der cyc-
lische Komplex. Das System wird von der Gegenwart des
cyclischen Komplexes nicht beeinflusst und verhalt sich wie
ein System mit monovalentem Liganden (vgl. die Abbildun-
gen 4 und 10).

KEM>1 (Abbildung 10b). In diesem Fall ist der cycli-
sche Komplex stabiler als die partiell gebundene Zwischen-
stufe, und c-AA-BB ist in einem breiten Konzentrations-
bereich die Hauptspezies. Die offene partiell gebundene
Zwischenstufe o-AA-BB wird kaum gebildet. Auch die Bil-
dung des 2:1-Komplexes AA-(BB), ist deutlich unterdriickt,
verglichen mit einem entsprechenden Komplex monovalenter
Liganden. Der cyclische 1:1-Komplex c-AA-BB o6ffnet sich
nur dann zur Bildung des 2:1-Komplexes AA-(BB),, wenn die
Bedingung 2[BB], > EM ertiillt ist. Anders ausgedriickt: Die
effektive Molaritit EM markiert die Konzentration, bei der
einfache monovalente intermolekulare Wechselwirkungen
mit kooperativen intramolekularen Wechselwirkungen kon-
kurrieren. Ein Vergleich des Speziationsprofils mit dem des
Ein-Zentren-Referenzsystems (graue Punkte in Abbil-
dung 10) macht deutlich, dass die intramolekulare Wechsel-
wirkung die Gesamtstabilitdt des Komplexes bei niedrigen
Konzentrationen merklich erhoht. Das Konzentrationsfens-
ter, in dem der cyclische Komplex die vorherrschende Spezies
(>50%) ist, l4sst sich angeben [GL. (8)]:

(K> EM)™' <2[BB], < EM 8)
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a) KEM=0.01

o-AA-BB)AA]
[AA(BB)2)[AA]y
[c-AA-BB]AA],

O
[A-BJ[Al

-4 -2 0 2 4
Ig K'[BB], —>
- 1
b) KEM= 100 e <2£3B]0<EM

[AA+(BB)2JAA]y
[c-AA-BBI[AA],
On

[A-BJAl,

Ig K'[BB], —>

Abbildung 10. Speziationsprofile der in Abbildung 9 gezeigten Gleich-
gewichte (griin: cyclischer Komplex ¢-AA-BB, rot: offene Zwischenstufe
0-AA-BB, blau: 2:1-Komplex AA-(BB),, schwarz: Gesamtbesetzung der
Bindungsstellen 6,). a) KEM =0.01 und b) KEM=100. In beiden Fal-
len ist a=1. Das Speziationsprofil des Referenzsystems mit nur einer
intermolekularen Wechselwirkung ist zum Vergleich gezeigt (graue
Punkte).**"

In diesem Beispiel haben wir a =1 gesetzt, bei anderen
Werten verdndert sich das Verhalten des selbstorganisierten
Systems. Anderungen in a betreffen nicht das Ligandenkon-
zentrationsfenster, in dem der cyclische Komplex c-AA-BB
gebildet wird, sie beeinflussen aber das Gleichgewicht zwi-
schen den offenen und cyclischen 1:1-Komplexen.

Das hier besprochene System zeigt eine andere Art von
Kooperativitit als die oben diskutierten allosterischen Sys-
teme. Die Triebkraft der kooperativen Aggregation ist die
Differenz zwischen der Stirke der intermolekularen und in-
tramolekularen Wechselwirkungen, und die Kooperativitat
resultiert aus der Molekiilarchitektur. Dieses Phdnomen liegt
auch dem Chelateffekt zugrunde,” und wir sprechen deshalb
von einer chelatbedingten Kooperativitit. Es ist die Art von
Kooperativitit, wie sie uns bei der Faltung von Proteinen und
der supramolekularen Selbstorganisation begegnet (Abbil-
dung 1b,c¢).

Kooperativitét driickt sich bei diesen Systemen auf der
molekularen Ebene aus: Im Bereich starker chelatbedingter
Kooperativitit folgt die Bildung des cyclischen Komplexes
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dem Alles-oder-nichts-Prinzip. Allerdings bieten die makro-
skopischen Parameter ny und cg, die zur Charakterisierung
von allosterischer Kooperativitit verwendet werden, keinen
Einblick in die Kooperativitit des c-AA-BB-Komplexes: Fiir
alle in Abbildung 10 gezeigten Beispiele gilt ny=1 und
lgcg =2. Es kann daher schwierig sein, das kooperative Ver-
halten selbstorganisierter Komplexe einzuordnen.

Das Verhalten des in Abbildung 9 gezeigten Zwei-Zen-
tren-Systems kann auf verschiedene Weise auf eine grof3e
Zahl N von Wechselwirkungszentren extrapoliert werden.
Wir betrachten hier zwei Architekturen: Im ersten Fall blei-
ben wir bei einer Zusammensetzung des Komplexes von 1:1
und erhohen die Zahl der Bindungsstellen in beiden Kom-
ponenten (Abbildung 11); im zweiten Fall erhohen wir die

L2 g e §TETd

+ _
_—

I
N2 A-A c-A-AsB-B

Abbildung 11. Selbstorganisation eines 1:1-Komplexes zwischen einem
polytopen Rezeptor (A---A) und einem komplementiren polyvalenten
Liganden (B--B). Es gibt noch viele andere Zustinde, jedoch werden
diese im Bereich starker chelatbedingter Kooperativitat (KEM> 1)
nicht nennenswert bevélkert.

Zahl der Molekiile im Komplex und bleiben bei zwei Bin-

dungsstellen pro Molekiil (Abbildung 12). Die erste Archi-

tektur entspricht der Art von Kooperativitit, wie sie bei der

Bildung eines DNA-Doppelstrangs auftritt. Der zweite Fall

begegnet uns bei der Selbstorganisation eines Mehrkompo-

nentenkomplexes, z.B. einer Viruskapsel.

1) Wechselwirkung eines oligomeren Liganden mit einem
oligomeren Rezeptor. Die Zahl der moglichen partiell
gebundenen Zwischenstufen steigt mit der Zahl der Bin-
dungsstellen. Die Konzentration einer bestimmten Zwi-
schenstufe héngt vom Produkt K EM fiir die betreffende
intramolekulare Wechselwirkung ab. Bei sehr hohen
Werten von KEM (>1) werden keine Zwischenstufen
gebildet, und man findet Alles-oder-nichts-Verhalten
(Abbildung 11). Die Gesamtstabilitit des Komplexes
steigt mit zunehmendem N; die Form der Bindungsiso-
therme ist unabhingig von N, da es sich um eine einfache
1:1-Komplexierung handelt (ny=1 und lgcg =2). Das
Alles-oder-nichts-Verhalten findet hier auf der moleku-
laren Ebene statt, ist also kein makroskopisches Phéno-
men, und das Konzentrationsfenster fiir den Ubergang
zwischen freiem und gebundenem Zustand ist nicht
schmaler als bei einer isolierten Ein-Zentren-Wechsel-
wirkung. Bei thermischer oder chemischer Denaturierung
des c-A--A-B---B-Doppelstrangs kann allerdings auch hier
eine makroskopische Kooperativitdt beobachtet werden
(siche unten).

2) Geschlossene oligomere Aggregate aus einem selbst-
komplementiiren Molekiil. Diese Systeme sind ein Spe-
zialfall der in Abbildung 8a gezeigten Oligomerisierung
von AB. In Abschnitt 2.3 wurden polydisperse offenket-
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a) K K K
AB == 0-(AB); == - 0-(AB)y === 0-(AB)ps1 -
u (1/N) K EM
c-(AB)y
b)
c)

Ig K'[AB], —»=

Abbildung 12. a) Selbstorganisation von AB-Oligomeren, wobei eines
der offenen Oligomere cyclisieren kann (& =1).'2 b) Bei Vorliegen star-
ker chelatbedingter Kooperativitat ist ¢c-(AB), der vorherrschende ge-
bundene Zustand. c) Bindungsisothermen fiir N=2 (blau), N=4
(rot), N=8 (schwarz) und N=30 (griin) (KEM>1).0"l

tige Aggregate von AB beschrieben; wenn aber ein
Oligomer bestimmter GroBe in signifikantem Mafle zur
Cyclisierung neigt, kann dieses cyclische Isomer eine
thermodynamische Senke bilden (Abbildung 12a). Bei
sehr hohen Werten von KEM (wobei EM die effektive
Molaritdt der Cyclisierung eines spezifischen linearen
Oligomers o-(AB)y ist) reduziert sich das System auf ein
Zwei-Zustands-Gleichgewicht (Abbildung 12b).

Abbildung 12 ¢ zeigt fiir den Fall a=1 - d.h. ohne allo-
sterische Kooperativititit —, wie die Bindungsisotherme in
diesem K EM-Bereich von N abhéngt. Bei hohen Werten von
N und K EM zeigt das System sowohl molekulares als auch
makroskopisches Alles-oder-nichts-Verhalten. Bei sehr star-
ker chelatbedingter Kooperativitit (K EM > 1) geht lgcg ge-
gen 1+2/(N—1). Bei sehr hohen Werten von N wird ein
scharfer Nukleationspunkt beobachtet und Igcg nimmt den
Wert 1 an (Abbildung 12¢, griine Kurve). Obwohl sich die
Verteilung der K-Werte fiir die Bildung von diskreten ge-
schlossenen Oligomeren von der Situation bei polydispersen
offenen Aggregaten unterscheidet, sind die makroskopischen
Kooperativititen, die man bei offenen und geschlossenen
Systemen beobachtet, praktisch identisch. Zum Beispiel sind
die Bindungsisothermen fiir N=8 in Abbildung12c
(schwarze Kurve) und fiir « =100 in Abbildung 8b (blaue
Kurve) nahezu gleich. Das bedeutet, dass fiir N> 2 die che-
latbedingte Kooperativitit, die bei der Selbstorganisation ei-
nes geschlossenen cyclischen Komplexes auftritt, auf makro-
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skopischer Ebene ununterscheidbar ist von der positiven al-
losterischen Kooperativitdt bei der Bildung polydisperser
offener Oligomere.

Das Verhalten dieser Systeme ist unabhingig von der
Zahl der Wechselwirkungsstellen pro Molekiil, und dieses
Modell beschreibt eine breite Vielfalt von selbstorganisierten
Architekturen. Chelatbedingte Kooperativitdt ist in supra-
molekularen Systemen wie Helicaten?” und Leitern® un-
tersucht worden. Die von Fujita et al. beschriebenen Kifige
veranschaulichen diese Art von Prozess, wie er in Abbil-
dung 12b beschrieben ist.”"

2.5. Denaturierung

Als letztes betrachen wir Prozesse, in denen ein mono-
valenter Ligand ein supramolekulares Aggregat spaltet (wie
bei der Entfaltung eines Proteins durch Zugabe von Guani-
dinhydrochlorid; Abbildung 2). Auch diesmal beginnen wir
mit dem einfachsten Szenario: Der Konkurrenz zwischen ei-
nem monovalenten Liganden (B) und einem divalenten Li-
ganden (BB) um die Bindung an einen Zwei-Zentren-Re-
zeptor (AA) (Abbildung 13). Diese Konkurrenz erméglicht
es uns, einen direkten Vergleich zwischen den beiden Arten
von Kooperativitdt, wie sie in den Abschnitten 2.2-2.4 dis-
kutiert wurden, anzustellen. Im Denaturierungsexperiment
wird B dem AA-BB-Komplex zugefiigt, um BB vom Rezep-
tor zu verdriangen. Eine grof3e Zahl von Strukturen ist mog-
lich, wir wollen aber nur den Fall betrachten, dass die Li-
ganden im groBen Uberschuss zum Rezeptor vorhanden sind,
d.h. [BB],>[AA],. Unter diesen Bedingungen werden nur
vier Strukturen in signifikantem AusmaB gebildet (grauer
Kasten in Abbildung 13).

Das Verhalten des Systems héngt von den molekularen
Parametern a und K EM ab; wir beschrianken uns auf den Fall
a =1, d.h. der nichtkooperativen Bindung von B an AA in
Abwesenheit von BB. Zwei Grenzfille sind in Abbildung 14
gezeigt.

S S ’r\r‘ » H

\AAQ'BZJ = \1) AdH T ]"
2KZEM " 5 .

YY—TAA

| c-AA-BB w0

vo e, 3
e

y oA

0-AABB AA+(BB)

5]

Abbildung 13. Konkurrenz zwischen Liganden mit einer und zwei Bin-
dungsstellen (B bzw. BB) um einen Zwei-Zentren-Rezeptor (AA).['? Vie-
le Spezies sind méglich, unter der Bedingung [BB],> [AA], und
KEM>1 werden aber nur die Rezeptorstrukturen AA, ¢c-AA-BB, AA-B
und AA:B, signifikant gebildet.
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a) KEM=0.01

A-B ',‘.."x‘;

[AA' sz’tAAlo
6

b) KEM=100 1.0

AA-BITAA

[AA-BLJAA],

g K'[Blg —»

Abbildung 14. Speziationsprofile fiir die Denaturierung von B (Gleich-
gewichte in Abbildung 13; rot: AA-B, blau AA-B,, schwarz: Gesamtbe-
setzung 6, fiir die von B in AA besetzten Bindungsstellen). Das Spe-
ziationsprofil des Systems mit nur einer intermolekularen Wechselwir-
kung ist zum Vergleich gezeigt (graue Punkte). a) KEM=0.01; b)
KEM =100 (in diesem Fall sind die schwarzen und blauen Kurven
praktisch identisch). a=1; K=1m"", [BB],=1M und [AA];=0.1m."

KEM <1 (Abbildung 14a). Unter diesen Bedingungen
ist BB nur schwach an A A gebunden, sodass die Bildung von
AA-B, durch die Gegenwart von BB nicht beeinflusst wird.
Das Speziationsprofil ist identisch mit dem des nichtkoope-
rativen Systems (vgl. die Abbildungen 4b und 14 a). Fiir die
Wechselwirkung von B mit dem AA-BB-Komplex kann eine
Hill-Kurve konstruiert werden. Die Komplexbildung ist nicht
kooperativ (ny =1 und lgcg =2).

KEM>1 (Abbildung 14b). In diesem Fall gibt es nur
zwei Rezeptorstrukturen, die in signifikanten Mengen gebil-
det werden: den cyclischen Komplex c-AA-BB und den 1:2-
Komplex AA-B,. Die Bindung des ersten Molekiils von B
konkurriert mit der kooperativen intramolekularen Wech-
selwirkung zwischen AA und BB im zweifach koordinierten
c-AA-BB-Komplex, wihrend die Bindung des zweiten Mo-
lekiils von B mit der nichtkooperativen intermolekularen
Wechselwirkung zwischen AA und BB im einfach koordi-
nierten B-AA-BB konkurriert. Das Speziationsprofil fiir
dieses System ist identisch mit dem Profil, das fiir ein allo-
sterisches System mit positiver Kooperativitit erhalten wird
(vgl. die Abbildungen 4d und 14b). Unter diesen Bedingun-
gen zeigt das Denaturierungssystem die typischen Kennzei-
chen einer positiven Kooperativitit (ny>1 und logcy <2).
Der Hinweis ist wichtig, dass in diesem Beispiel a =1 gesetzt
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wurde und deshalb die makroskopische Kooperativitit, die
fiir die Bindung von B beobachtet wird, allein aus der che-
latbedingten Kooperativitat resultiert, die mit der Selbstor-
ganisation des c-AA-BB-Komplexes einhergeht.

Die Beziehungen zwischen den makroskopischen Para-
metern ny und cg (fiir die Bindung von B an den ¢-AA-BB-
Komplex) und K EM (dem molekularen Parameter, der die
chelatbedingte Kooperativitit fiir die Bindung von BB an AA
quantifiziert) sind in Abbildung 15 dargestellt. Im Bereich
K EM <1 wird die einfache nichtkooperative Bindung von B

1 T Ig cg oder ny

IgKEM ——

Abbildung 15. Beziehung zwischen dem molekularen Parameter KEM
und den makroskopischen Parametern n, und c fiir die Denaturierung
des selbstorganisierten Komplexes c-AA-BB durch einen monovalenten
Liganden B.

beobachtet; ny=1 und lgcg =2. Der Hill-Koeffizient ny
steigt mit zunehmendem K EM und geht gegen den Grenz-
wert 2; 1g cg sinkt mit zunehmendem K EM auf einen unteren
Grenzwert von 1. Im Bereich starker chelatbedingter Ko-
operativitdt dhneln die Abhdngigkeiten von ny und cg von
KEM in Abbildung 15 den Abhingigkeiten von ny und ci
von a in Abbildung 6. K EM und o sind analoge MaSe fiir
zwei unterschiedliche Arten von Kooperativitdt, und das
Denaturierungsexperiment deckt auf, wie beide zusammen-
héangen. Ein Vergleich der Abbildungen 6 und 15 zeigt, dass
allosterische Kooperativitit positiv oder negativ sein kann (je
nachdem, ob a gréBer 1 ist), wihrend die chelatbedingte
Kooperativitit bei allen Werten von K EM positiv ist.

Das Verhalten dieses Systems kann auf beliebige N ver-
allgemeinert werden. Betrachten wir als Beispiel die Dena-
turierung des 1:1-Komplexes eines polytopen Rezeptors
(A-A) mit einem polyvalenten Liganden B--B (Abbil-
dung 16a). Im Bereich KEM <1 findet keine kooperative
Selbstorganisation statt, und die Bindung des denaturieren-
den Agens ist nicht kooperativ (ny=1 und lgcy =2). Bei
KEM>1 konkurriert dagegen die Bindung des denaturie-
renden Agens mit der kooperativen Selbstorganisation, und
die Denaturierungsisotherme zeigt den charakteristischen
Verlauf fiir positive allosterische Kooperativitdt. Bindungs-
isothermen fiir unterschiedliche Werte von N sind in Abbil-
dung 16b gezeigt. Im Bereich starker chelatbedingter Ko-
operativitit geht ny gegen N und Igcg gegen 2/N. Die Bindung
des N-ten denaturierenden Molekiils konkurriert mit einer
intermolekularen Wechselwirkung, wihrend die Bindung des
ersten (N—1) denaturierenden Molekiils mit intramolekula-
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Abbildung 16. a) Denaturierung eines 1:1-Komplexes eines polytopen
Rezeptors A---A mit einem komplementéren polyvalenten Liganden
B---B (beide mit N Bindungsstellen) bei starker chelatbedingter Koope-
rativitdt. b) Besetzung 6, des Rezeptors durch das denaturierende
Agens fiir N=1 (graue Punkte), N=2 (blau), N=4 (rot) und N=8
(schwarz).l"

ren Wechselwirkungen konkurriert. Die positive makrosko-
pische Kooperativitit resultiert somit aus der starken bin-
denden Wechselwirkung mit dem letzten Liganden.

Ein solches Verhalten wird bei der Denaturierung jegli-
cher Art von selbstorganisierter Struktur beobachtet, die
durch kooperative intramolekulare Wechselwirkungen zu-
sammengehalten wird — ganz gleich welcher Architektur.

Denaturierungsexperimente werden hiufig eingesetzt,
um die Stabilitit von Biopolymeren wie Proteinen™ und
Oligonucleotiden®! zu messen. Oft handelt es sich um Zwei-
Zustands-Gleichgewichte, und man kann die Hill-Koeffizi-
enten zur Quantifizierung ihrer Kooperativitdt nutzen. Zum
Beispiel ergeben die in Abbildung 2b aufgetragenen Daten
fiir die Denaturierung von Lysozym durch Guanidinhydro-
chlorid eine lineare Hill-Kurve im Bereich 0.1 < 6, < 0.9 mit
ny=17. Dieses Ergebnis besagt, dass jedes Lysozymmolekiil
bei seiner Denaturierung mindestens 17 Molekiile Guani-
dinhydrochlorid bindet. Allerdings ist die Interpretation der
Proteindenaturierung mithilfe von Bindungsmodellen nicht
unproblematisch, weil das Protein keine diskreten Bin-
dungsstellen fiir das denaturierende Agens aufweist und die
Aktivitdit des Agens moglicherweise nicht proportional zu
seiner Konzentration ist.**! In der Praxis wird die Koopera-
tivitdit der Proteindenaturierung mithilfe der empirischen
Beziehung (9) analysiert:2%!

—RTIn{6,/(1-6,)} = AG—m[B], 9

—RTIn{6,/(1-6,)} ist die freie Energie der Proteinfal-
tung bei einer Konzentration des denaturierenden Agens von
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[Blo, AG ist die freie Energie der Faltung in Abwesenheit des
denaturierenden Agens, und m ist ein Parameter fiir die
makroskopische Kooperativitit, der proportional zur Ande-
rung der solvenszuginglichen Oberfldche bei der Entfaltung
ist. [

Uber Denaturierungsexperimente an supramolekularen
Systemen wurde tiberraschend wenig berichtet. Whitesides
und Mitarbeiter untersuchten die Kooperativitit in selbst-
organisierten wasserstoffverbriickten Komplexen mit DMSO
als denaturierendem Agens.* Die kooperative Bildung von
supramolekularen Leiterstrukturen wurde in Denaturie-
rungsexperimenten gemessen,”” und Bindungskurven fiir die
Verdriangung von multivalenten Liganden aus cyclischen
Porphyrinoligomeren durch Pyridin sind mit den simulierten
Kurven in Abbildung 16 im Einklang.®”

3. Uberlegungen zum Standardzustand

Die Beziehung zwischen allosterischer und chelat-
bedingter Kooperativitit ldsst sich anhand der freien Energie
veranschaulichen; wir vergleichen hierzu die freie Bildungs-
energie der Komplexe AA‘B, und ¢-AA-BB (Abbildun-
gen 4a und 9). Die freie Energie fiir die Bildung von AA‘B,
ist durch die Gleichungen (10) und (11) gegeben:

AGppp, = —RTIn(a K?) (10)
=2AG,3—RT1In(a) (11)

Positive Kooperativitit (a >1) entsteht, wenn die freie
Energie fiir die Bildung des Aggregats grofler ist als die
Summe der freien Energien der isolierten Wechselwirkungen.
Die Gleichungen (12)-(14) beschreiben den entsprechenden
Fall fiir die Bildung von ¢c-AA-BB fiir a =1:

AG,_anps = —RTIn(2EM K?) (12)
=2AGA53—RTIn(2EM) (13)
= AGA5—RTIn(2K EM) (14)

Das #hnliche Aussehen der Gleichungen (11) und (13)
tduscht. Wihrend a das dimensionslose Verhiltnis zweier
bimolekularer Assoziationskonstanten ist, hat EM die Ein-
heit der Konzentration, sodass das Vorzeichen von In (2 EM)
von der Wahl des Standardzustands abhidngt. Der Punkt
2EM=1M hat keine besondere Bedeutung. Der dimen-
sionslose Parameter, der die Kooperativitét in selbstorgani-
sierten Systemen kennzeichnet, ist das Produkt K EM, und
Gleichung (13) sollte deshalb in Gleichung (14) umgeschrie-
ben werden. Der Punkt (2K EM) =1 ist insofern bedeutsam,
als er die Schwelle angibt, unterhalb der die Selbstorganisa-
tion die Eigenschaften des Systems nicht beeinflusst. Die
thermodynamische Analyse von Komplexen mit unter-
schiedlich vielen Komponenten und Wechselwirkungen gibt
nicht selten Anlass zur Verwirrung: Kooperativitit in selbst-
organisierten Systemen sollte eher durch das dimensionslose
Produkt K EM anstatt durch EM quantifiziert werden.
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4. Schlussbemerkungen

In diesem Essay haben wir zwei unterschiedliche Arten
von Kooperativitat untersucht, die die Ausprdgung supra-
molekularer und biologischer Systeme bestimmen: allosteri-
sche und chelatbedingte Kooperativitit. Chelatbedingte Ko-
operativitét ist ein Merkmal geschlossener selbstorganisierter
Strukturen und kommt selbst dann zum Tragen, wenn die
mikroskopischen Affinititen der Bindungsstellen fiir mono-
valente Liganden alle identisch sind. Wir haben gezeigt, dass
chelatbedingte Kooperativitdt zu einem makroskopischen
Verhalten fithren kann, das von einer positiven allosterischen
Kooperativitit nicht zu unterscheiden ist. Ersichtlich ist dies
aus der Konzentrationsabhingigkeit der Selbstorganisation
geschlossener Oligomere c-(AB)y (Abbildung 12) und der
Denaturierung selbstorganisierter Komplexe c-AA-BB durch
ein denaturierendes Agens (Abbildungen 14 und 16). Wiirde
man lediglich den Anteil an gebundenen Rezeptorstellen 6,
als Funktion der Ligandenkonzentration beobachten konnen,
wire man nicht in der Lage, chelatbedingte und allosterische
Kooperativitit zu unterscheiden (vgl. die Abbildungen 8b mit
12¢, 4d mit 14b und 7 mit 16b). Im Bereich starker positiver
Kooperativitét gibt es drei Fille, in denen ein charakteristi-
sches Zwei-Zustands-Profil mit stochiometrieabhidngiger
Form beobachtet wird: allosterische Ligandenbindung an ei-
nen polytopen Rezeptor, Selbstorganisation eines oligomeren
Komplexes und Denaturierung einer durch multiple inter-
molekulare Wechselwirkungen aufgebauten Struktur.

Experimentell konnen beide Arten von Kooperativitit
anhand des Hill-Koeffizienten ny und des Umschaltfensters
cg erkannt werden. Auf molekularer Ebene sind die alloste-
rische Kooperativitdt durch den Wechselwirkungsparameter
o und die chelatbedingte Kooperativitdt durch das Produkt
K EM charakterisiert. In allosterischen Systemen kann Ko-
operativitdt entweder positiv oder negativ sein, abhéngig vom
Wert von a, wihrend chelatbedingte Kooperativitit aus-
schlieBlich positiv ist. Ein Vergleich der allosterischen Bin-
dung mit der Denaturierung selbstorganisierter Komplexe
offenbart, dass die makroskopischen Parameter ny; und ci von
a auf sehr dhnliche Weise abhingen wie von K EM. Im Be-
reich starker positiver Kooperativitit (a>1 oder K EM > 1)
kann die Zusammensetzung des Komplexes durch Titrations-
oder Verdiinnungsexperimente bestimmt werden; bei der
Titration geht ny gegen (N—1) und lgcy gegen 2/(N—1), bei
einer Verdiinnung geht lgcy gegen 1 +2/(N—1).

Es gibt zwei Fille, in denen die makroskopischen Para-
meter ny und cy keinen Einblick in die Kooperativitdt auf
molekularer Ebene bieten: unimolekulare Faltung und bi-
molekulare Selbstorganisation. Die unimolekulare Faltung ist
unabhingig von der Konzentration, und weil die Stochiome-
trie der bimolekularen Selbstorganisation 2 betrédgt, haben
die Bindungsisothermen die gleiche Form wie bei einer
nichtkooperativen Bindung, an der nur eine intermolekulare
Wechselwirkung beteiligt ist. Allerdings kann das Vorliegen
von chelatbedingter Kooperativitit in beiden Fillen durch
Denaturierung aufgedeckt werden.

Der Zusammenhang zwischen allosterischer und chelat-
bedingter Kooperativitidt kann am Beispiel von Hamoglobin
erklirt werden."! Die chelatbedingte Kooperativitit im Ha-
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moglobin fithrt zur Bildung eines selbstorganisierten tetra-
meren Proteins (Abbildung 1¢). Im Séugetier-Hamoglobin
bindet jeder Teil des Tetramers auf allosterische Weise Sau-
erstoff (siche Abbildungen 1a und 2a). Im Hiamoglobin des
Neunauges verursacht die Bindung von Sauerstoff die Dis-
soziation der vier Untereinheiten, sodass das Auftreten von
Kooperativitét bei der Ligandenbindung mit der Denaturie-
rung des Tetramers einhergeht (Abbildung 17). In diesem Fall

(o)
SOROE
b

Abbildung 17. Das Himoglobin des Neunauges bildet ein selbstorga-
nisiertes Tetramer (oben), und die Bindung von Sauerstoff (rechts)
konkurriert mit den Wechelwirkungen der Untereinheiten. Das Mono-
mer hat eine héhere Affinitét fir Sauerstoff als das Tetramer, sodass
freies Tetramer und gebundenes Monomer die vorherrschenden Spezi-
es sind. Die chelatbedingte Kooperativitit, die das Tetramer stabili-
siert, fihrt zu einer positiven allosterischen Kooperativitit bei der Bin-
dung des Sauerstoffs.

+0,
—

——

hidngt es vom Bezugssystem ab, ob die Kooperativitét als
positiv oder negativ zu beschreiben ist: Was den Liganden
betrifft, erhoht die Bindung eines einzelnen Sauerstoffmole-
kiils die Affinitdt des Rezeptors fiir andere Sauerstoffmole-
kiile (positive homotope Kooperativitit); was den Rezeptor
betrifft, verringert die Bindung eines einzelnen Sauerstoff-
molekiils die Affinitdt eines Himoglobinmonomers fiir ein
anderes Hamoglobinmonomer (negative heterotope Koope-
rativitit).® In einer interessanten Studie machten sich Ta-
bushi und Mitarbeiter den Zusammenhang von allosterischer
und chelatbedingter Kooperativitdt zu Nutze, um eine Héi-
moglobin-artige Kooperativitit zu erzielen. Hierbei wurde
Sauerstoff als monovalenter Ligand verwendet, um einen
chelatisierenden divalenten Liganden aus einem Metallo-
porphyrin-Dimer zu verdringen (Abbildung 13).°*
Allosterische Kooperativitit ist ein weithin anerkanntes
Phinomen, und ihre Definition ist eindeutig.”! Jedoch gab es
héufig die Tendenz, Kooperativitdt auf eine Weise zu defi-
nieren, die jegliche Chelateffekte ausschlieBt. Auf moleku-
larer Ebene sind chelatbedingte und allosterische Effekte
vollkommen verschieden, kénnen aber zu einem identischen
makroskopischen kooperativen Verhalten fiithren. Dartiber
hinaus handelt es sich bei den meisten natiirlichen und syn-
thetischen Beispielen fiir starke positive Kooperativitdt um
Fille von chelatbedingter Kooperativitit. Typische mikro-
skopische Assoziationskonstanten in supramolekularen Sys-
temen bewegen sich im Bereich von 10? bis 10*M ™! mit typi-
schen effektiven Molarititen zwischen 107> und 10'm,?”! die
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zu K EM-Werten von 107! bis 10° fiihren; der Wert von «
betrigt typischerweise 107> bis 10%.11%2! Bei vielen scheinba-
ren Fillen starker positiver allosterischer Kooperativitit
spielt in Wirklichkeit eine Chelatbildung mit hinein. Zum
Beispiel gehen die hoch kooperative Nukleation und das
Wachstum von offenen linearen Aggregaten gewohnlich mit
der Bildung von helicalen oder mehrstréangigen Oligomeren
mit geschlossenen Schleifen einher, die intramolekulare
Chelatwechselwirkungen enthalten.*>240!

In der Realitdt treten chelatbedingte und allosterische
Effekte oft gemeinsam im selben System auf. Wenn die ko-
operierenden Wechselwirkungszentren weit auseinander lie-
gen, ist Kooperativitit leicht zu quantifizieren, wie oben dis-
kutiert. Befinden sich die Zentren dagegen in unmittelbarer
Nihe zueinander, wird die Analyse schwierig, weil womoglich
kein geeignetes Ein-Zentren-Referenzsystem verfiigbar ist.
Betrachten wir als Beispiel ein Guanin-Cytosin-Basenpaar:
Es gibt zum einen allosterische Kooperativitit, die aus den
sekunddren elektrostatischen Wechselwirkungen zwischen
benachbarten Wasserstoffbriickenzentren entsteht;*!! dane-
ben gibt es auch chelatbedingte Kooperativitit, die den
dreifach H-verbriickten Zustand gegeniiber partiell gebun-
denen Zwischenstufen stabilisiert. Die Zergliederung der
Beitrdge von K EM und «a ist jedoch problematisch, denn die
Wahl von Referenzsystemen zur Bestimmung der K-Werte
der einzelnen Wasserstoffbriickenzentren erweist sich als
schwierig.[*!

Die Moglichkeit, chelatbedingte und allosterische Ko-
operativitdt unterscheiden zu konnen, hat in der Praxis
wichtige Auswirkungen. So wire man etwa in der Lage,
multivalente Aggregate in der Weise zu entwerfen, dass ein
scharfer Ubergang zwischen gebundenen und freien Zustin-
den auftritt, was bei der Entwicklung von responsiven Ma-
terialien, Sensoren oder Wirkstofftransportsystemen niitzlich
sein diirfte. Kooperativitit ist auch fundamental fiir das Ver-
standnis der Wirkungsweise biologischer Systeme, deren
Komplexitédt durch das koordinierte Umschalten molekularer
Spezies zwischen diskreten Zustédnden reguliert wird.

Abkiirzungen

a allosterischer Wechselwirkungsparameter

[A] Konzentration der Spezies A (frei)

[A]y Gesamtkonzentration an A, einschlieBlich
freiem und an andere Spezies gebundenem
A

Cr Konzentrationsfenster, in dem das System
zwischen zwei Zustdnden umschaltet
(Umschaltfenster)

EM effektive Molaritét

K Assoziationskonstante

K normalisierte Assoziationskonstante!*

lg dekadischer Logarithmus

In natiirlicher Logarithmus

ny Hill-Koeffizient

N Zahl an Bindungsstellen

R Gaskonstante

T Temperatur
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