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Multivalenz

M ultivalente Wechselwirkungen konnen universell zur gezielten

Angewandte

Bindungsverstirkung zwischen verschiedenen Grenzflichen oder

Molekiilen genutzt werden. Die Bindungspartner bilden dabei ko-
operativ multiple Rezeptor-Ligand-Wechselwirkungen, die auf ein-
zelnen schwachen, nichtkovalenten Bindungen basieren und daher

prinzipiell reversibel sind. Daher spielen multi- und polyvalente

Wechselwirkungen in biologischen Systemen eine entscheidende Rolle
fitr Erkennungs-, Adhdsions- und Signalprozesse. Die wissenschaft-
liche und praktische Etablierung dieses Prinzips wird anhand der
Entwicklung von natiirlichen Systemen iiber einfache artifizielle und

theoretische Modelle hin zu anwendungsorientierten funktionalen

Systemen demonstriert. Anhand eines systematischen Uberblicks iiber

Geriistarchitekturen werden die zugrunde liegenden Wirk- und
Steuerungsmoglichkeiten aufgezeigt und Designvorschliige fiir mog-
lichst effektive multivalente Bindungspartner bis hin zu polyvalenten

Therapeutika aufgezeigt.

1. Einleitung

Multivalenz ist ein Schliisselprinzip in der Natur, um
starke, zugleich aber auch reversible Wechselwirkungen zu
erreichen. Ein eingéngiges Beispiel aus dem téglichen Leben
sind die Klette und der davon abgeleitete Klettverschluss
(Abbildung 1). Durch Verschlaufung von multiplen Haken

Abbildung 1. Prinzipien wie das Anhaften der Klette (links) oder des
davon inspirierten Klettverschlusses (rechts) lassen sich auch auf die
molekulare Ebene tibertragen.

auf der einen und Osen auf der anderen Seite kommt es hier
durch die grole Zahl schwacher Wechselwirkungen zu einer
starken Verbindung beider Oberfldchen, was z.B. ein Ab-
scheren verhindert. Je groBler die Klettfldche, desto stabiler
die Wechselwirkung. Entscheidend ist hierbei aber auch die
Reversibilitat der Wechselwirkung, die durch sequenzielles
Trennen der einzelnen Haken und Osen erreicht werden
kann. Diese wichtige Eigenschaft unterscheidet multivalente
grundlegend von kovalenten Wechselwirkungen, die tech-
nisch einer permanenten Verklebung oder Verschraubung
entspriachen.

Dieses makroskopische Beispiel ist in der Natur auch auf
molekularer Ebene zu beobachten, wo man die Haken mit
sehr spezifisch bindenden molekularen Einheiten (Liganden)
und die Osen mit entsprechenden Bindungstaschen in einem

Angew. Chem. 2012, 124, 10622 —10650

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

Molekiilkomplex (Rezeptor) vergleichen kann. Im biologi-
schen Kontext sind die multivalenten Wechselwirkungen von
Zellen untereinander oder mit anderen Organismen — be-
sonders mit Bakterien und Viren — von grofler medizinischer
Bedeutung. Hierbei kommt es ebenfalls zu einer grof3flachi-
gen Wechselwirkung einer gro3en Zahl einzelner, zueinander
komplementirer Bindungspartner.

Im Unterschied zu den schwachen monovalenten Wech-
selwirkungen bieten multivalente Wechselwirkungen auf
molekularer Ebene den groen Vorteil der mehrfachen und
dadurch verstdrkten Wechselwirkung. Ein wichtiges Beispiel
ist die multivalente Wechselwirkung von Viren mit Wirtzel-
len, die zunichst zu einer stabilen Anhaftung fiihrt (Abbil-
dung 2a). AnschlieBend kann sich die zellulire Membran
einstiilpen, und das Virus wird durch Endocytose aufgenom-
men. Nach Insertion des viralen Genoms in die zelluldre
DNA folgt letztlich die Produktion neuer Viruspartikel. In
der Medizin werden im klassischen Therapieansatz derzeit
nur monovalente Wirkstoffe eingesetzt, die im Unterschied
zu multivalent an Wirtzellen anbindenden Erregern (z.B.
Viren) nur eine geringe Affinitdt zum Erreger aufweisen und
daher nur bei sehr hohen Konzentrationen kompetitiv sein
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Abbildung 2. a) Multivalente Bindung eines Virus an eine Zelloberfla-
che im Vergleich zu einer b) nichtkompetitiven Bindung monovalenter
Liganden (klassischer Wirkstoffansatz). c) Multi- und polyvalente Li-
ganden kénnen durch Bindung und Abschirmung der Virusoberfliche
eine erheblich stirkere Wirkung als monovalente Liganden entfalten.

konnen (Abbildung 2b). Dementsprechend bergen die Syn-
these und die Untersuchung von multivalenten Gertistarchi-
tekturen ein enormes Potenzial fiir ein effektives und vor
allem kompetitives Vorgehen gegen Viren und Bakterien
(Abbildung 2c¢).

Die Einstiilpung der Zellmembran nach erfolgreicher
Virusadhision weist zusétzlich zur Bindungsverstdrkung noch
auf einen zweiten wichtigen Aspekt multivalenter Wechsel-
wirkungen hin: Diese bieten auch auf gro3eren Langenskalen
die Moglichkeit zur Formkontrolle. Die Anordnung der
Bindungsstellen auf einem multivalenten Liganden kann
dazu genutzt werden, die Geometrie der Rezeptoren auf der
Membran der Wirtzelle zu beeinflussen und so besser defi-
nierte groBrdumige molekulare Architekturen (z.B. Cluste-
ring, Einstiilpung) zu erzeugen.

Multivalenz im Sinne dieses Aufsatzes wird durch multi-
pel aneinander gekuppelte, supramolekulare Bindungsmo-
dule in biologischen wie auch synthetischen Systemen defi-
niert. Die Untersuchung multivalenter Wechselwirkungen
mit synthetischen Systemen hat dabei allerdings noch nicht
die Vielfalt und Bedeutung wie in biologischen Systemen.

Von links nach rechts: J. Dernedde, S. Hecht, C. Graf, M. Weber, R. Haag,
C. Fasting, O. Seitz, C. A. Schalley (nicht auf dem Bild: B. Koksch und E.-
W. Knapp). Das Autorenteam ist Teil des seit 2008 von der DFG geforder-
ten SFB 765 ,, Multivalenz als chemisches Organisations- und Wirkprinzip:
Neue Architekturen, Funktionen und Anwendungen®, der von derzeit rund
80 Wissenschaftlern in 21 wissenschaftlichen Teilprojekten an verschiedenen
Forschungseinrichtungen am Standort Berlin realisiert wird (Sprecher:
Rainer Haag, FU Berlin) und ein integriertes Graduiertenkolleg mit rund
35 Graduierten umfasst. Weitere Informationen: www.sfb765.de
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Obwohl in der supramolekularen Chemie bislang nur recht
wenige Wirt-Gast-Systeme explizit und systematisch auf ihre
Verwendung in einem multivalenten Verbund untersucht
worden sind, konnten hier trotzdem bedeutende Erkennt-
nisse erzielt werden: Zum einen ist die Zahl der Bindungs-
stellen in synthetischen Systemen kontrollierbar und damit
bekannt. Daher kann man beispielsweise in der thermoche-
mischen Analyse quantitativ arbeiten. Zum anderen kénnen
synthetische Strukturen oft mit vertretbarem Aufwand sys-
tematisch variiert werden. Damit konnen Serien von Wirt-
Gast-Komplexen im Detail untersucht werden, sodass nicht
nur monovalente und multivalente, sondern auch interme-
didre Wechselwirkungsszenarien einer genaueren Untersu-
chung zugénglich werden. Au3erdem konnen die Spacer, die
die Bindungsstellen miteinander verbinden, variiert werden.
Spacer sind nicht einfach nur ,,unschuldige Zuschauer®, sie
konnen auch die Bindung der Liganden durch eigene Wech-
selwirkungen mit dem Rezeptor verstdrken oder schwichen.

Die gezielte Nutzung der Multivalenz ist daher nicht nur
fiir die Medizin™? (z.B. fiir die Herstellung von Anti-Infek-
tiva) und die Biochemie von groBer Bedeutung, sondern
auch fiir die strukturell definierte Konstruktion neuer Funk-
tionsmolekiile in der supramolekularen Chemiel** und den
Materialwissenschaften.! Multivalente molekulare Systeme
konnen dazu dienen, durch eine gesteuerte Selbstorganisati-
on zunehmend komplexere Strukturen aufzubauen oder eine
gezielte chemische Nanostrukturierung von Oberfldachen zu
erreichen.”’

Frither schon zusammengefasste Daten zur multivalenten
Bindung*>%1% sollen hier nicht wiederholt werden. Viel-
mehr will dieser Aufsatz dariiber hinaus ein grundlegendes
Verstdndnis fiir Multivalenz als chemisches Organisations-
und Wirkprinzip entwickeln und aufzeigen, was die ent-
scheidenden Faktoren sind, die multivalente Wechselwir-
kungen so effizient machen. Ausgewihlte Beispiele fiir multi-
und polyvalente Wechselwirkungen und ihre potenziellen
Anwendungen sollen einen Einblick in den aktuellen Stand
der Forschung geben und die theoretischen Grundlagen der
Multivalenz veranschaulichen. Dabei liegt der Schwerpunkt
dieses Aufsatzes auf dem Vergleich synthetischer multi- und
polyvalenter Geriistarchitekturen, die fiir die Présentation
der Liganden verantwortlich sind, mit den natiirlich genutz-
ten Systemen.

2. Multivalente Wechselwirkungen
2.1. Begriffe und Definitionen

Als multivalent betrachten wir Wechselwirkungen zwi-
schen einem m-valenten Rezeptor und einem n-valenten Li-
ganden (m,n >1; auch m #n). Die Wechselwirkungen meh-
rerer monovalenter Liganden (m =1) mit einem multivalen-
ten Rezeptor sind nicht multivalent. Allerdings gibt es hier
durch die Zahl m an #quivalenten Bindungstaschen des
multivalenten Rezeptors auch fiir monovalente Liganden
bereits eine begiinstigte Bindung, da z.B. ein m-valenter
Rezeptor m-mal héufiger einen ersten monomeren Liganden
bindet als ein entsprechender monovalenter Rezeptor. Dieser
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Symmetrieeffekt""™¥ wird durch die #quivalenten Bin-
dungstaschen des m-valenten Rezeptors hervorgerufen und
tritt entsprechend auch bei multivalenten Liganden auf.
Haben Rezeptor und Ligand mehrere identische Bindungs-
stellen, sind sie homomultivalent, haben sie mehrere Bin-
dungsstellen, die sich jedoch unterscheiden, bezeichnen wir
sie als heteromultivalent.

In der Literatur findet sich hiufig der Begriff Polyvalenz,
vor allem, wenn es um die Bindung von Liganden an Re-
zeptoren auf Grenzflachen wie Zellmembranen geht, die eine
hohe Zahl (n>10) von zweidimensional verteilten Bin-
dungsstellen anbieten.! Wir grenzen in diesem Aufsatz
Multivalenz und Polyvalenz konzeptionell nicht voneinander
ab, da durch eine hohe Zahl von Bindungsstellen an einer
Grenzfliche lediglich weitere Symmetriefaktoren'!! zur pri-
zisen Beschreibung eingefiihrt werden miissen. Dieses Pro-
blem tritt aber nicht nur an Grenzfldachen auf, sondern ergibt
sich genauso beispielsweise fiir einen dekavalenten Rezeptor
in Losung, der mit einem bivalenten Liganden wechselwirkt.
Daher sollte eine Beschreibung moglichst fiir beide Phéno-
mene einheitlich erfolgen. Dennoch ist fiir die Untersuchung
von isolierten multiplen Wechselwirkungen, anders als fiir die
meist sehr dynamischen und kaum eindeutig zugénglichen
Wechselwirkungen zwischen fliachigen Systemen, die sprach-
liche Unterscheidung von Multi- und Polyvalenz sinnvoll.

Der Begriff Aviditit stammt aus der Biochemie und
wurde urspriinglich zur Beschreibung des Bindungsverhaltens
von unterschiedlich valenten Immunglobulinen (Antikor-
pern; IgD-, IgE- und IgG-Monomere: bivalent, IgA-Homo-
dimer: tetravalent, IgM-Homopentamer: dekavalent) einge-
fithrt. Daher ist der Aviditdtsbegriff bei Antikorpern mit der
hier diskutierten Multivalenz vergleichbar, soll aber nicht
weiter vertieft werden (siehe Lit. [1]). Der ebenfalls lange
bekannte Chelateffekt, von Schwarzenbach™ bereits 1952
eingefiihrt, ist ebenfalls konzeptionell mit Multivalenz eng
verwandt, und beide Begriffe werden mitunter als Synonyme
verwendet.*>] Der Chelatbegriff findet traditionell in der
anorganischen Koordinationschemie, der Multivalenzbegriff
in der organischen und makromolekularen Chemie Anwen-
dung.

Beide Konzepte beschreiben dhnliche Phinomene, ndm-
lich die kooperative Wechselwirkung von mehreren mitein-
ander verbundenen Bindungsgruppen wihrend eines Bin-
dungsvorganges. Im Unterschied zur Chelatisierung eines
Zentralatoms oder -molekiils handelt es sich bei Multivalenz
im Sinne dieses Aufsatzes jedoch um die Bindung von meh-
reren, aneinander gekuppelten Bindungsmodulen in biologi-
schen und synthetischen Systemen. Entscheidend ist hier also
die Art und Weise, wie mehrere Bindungsmodule (natiirliche
oder synthetische Liganden und Rezeptoren) durch geeignete
Strukturen und Architekturen zueinander gefiihrt werden,
und weniger der Modus der isolierten supramolekularen
Wechselwirkung eines Bindungsmoduls. Die oben erwihnte
Polyvalenz als grof3fldchige, zweidimensionale Wechselwir-
kung geht iiber einen einfachen Chelateffekt noch weiter
hinaus. Bedenkt man, dass die Natur Polyvalenzeffekte auch
auf Langenskalen bis weit in den Mikrometerbereich hinein
nutzt, kommt man zu dem Schluss, dass der Chelateffekt, wie
er in einfachen, einkernigen Metallion-Ligand-Komplexen
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mit ihrer definierten Ligandensphére auftritt, einen Sonder-
fall multivalenter Wechselwirkungen beschreibt. Es konnte
gezeigt werden,'*!"l dass selbst ein ,,einfacher” Chelateffekt
wie die Bindung von Ethylendiamintetraacetat an Calcium-
ionen nur schwer in quantitativen thermodynamischen Be-
schreibungen erfasst werden kann. Umso mehr wird dies auf
komplexe multi- oder polyvalente biologische Systeme zu-
treffen.

Zur Charakterisierung des Effekts der multivalenten
Bindung wurde von Whitesides et al.'! der Verstirkungsfak-
tor B vorgeschlagen, der sich aus dem Verhiltnis der Bin-
dungskonstanten fiir multivalente Bindung [K, eines
multivalenten Liganden an einen multivalenten Rezeptor und
der Bindungskonstanten fiir monovalente Bindung [Kono]
eines monovalenten Liganden an den multivalenten Rezeptor
ergibt [GIl. (1)]. Dieser Verstarkungsfaktor hat den Vorteil,
dass er auch ohne Kenntnis der Multiplizitdt der effektiven
Bindungen verwendet werden kann. Ein Nachteil ist, dass er
gleichzeitig auch den Einfluss der Kooperativitit und des
Symmetrieeffektes enthilt.

_ Kmulli
ﬁ B Kmnno (1)

Trotz vielfacher Klarstellung in der Literatur™ bleibt es
ein weit verbreitetes Missverstindnis, dass multivalente
Wechselwirkungen grundsétzlich mit positiver Kooperativitat
verbunden sein sollen.'¥ Eine Bindungsverstirkung durch
Multivalenz kann jedoch auch dann niitzlich sein, wenn die
Bindung nicht additiv oder positiv kooperativ erfolgt. So kann
man sich vorstellen, dass multivalente Wirkstoffe am Zielre-
zeptor dank ihrer starkeren Bindung und hoheren Spezifitit
ohne Wirkverlust in weit geringerer Dosis verabreicht werden
konnen als entsprechende monovalente Analoga.

In allen multivalenten Systemen spielen die verbindenden
Strukturen zwischen den einzelnen Liganden, als Teil eines
starren Gertistes oder auch nur als bewegliche Kette, eine
entscheidende Rolle. In diesem Aufsatz schlagen wir vor,
generell den Begriff Spacer zu verwenden, ungeachtet der
chemischen Natur und Struktur dieses Bindegliedes. Wir
werden weiter unten sehen, dass seine Flexibilitit einen si-
gnifikanten Einfluss auf die thermodynamische Beschreibung
hat, da hier fiir sehr flexible und sehr starre Liganden deutlich
verschiedene Symmetriefaktoren beriicksichtigt werden
miissen.

2.2. Theoretische Grundlagen /kinetische und thermodynamische
Aspekte

Die Thermodynamik der monovalenten Bindung eines
Liganden an einen Rezeptor ist im Wesentlichen durch die
freie Bindungsenthalpie (AG,,,) bestimmt. Wihrend es bei
monovalenten Systemen nur zwei Zustinde gibt (gebunden
und ungebunden), zwischen denen die entsprechende Freie-
Enthalpie-Differenz gebildet wird, ist diese Dualitdt bei
multivalenten Systemen nicht mehr gegeben. Es gibt bei
einem n-valenten Rezeptor n+ 1 verschiedene Bindungszu-
stinde: j Rezeptorplidtze sind besetzt. Um die freie Bin-
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dungsenthalpie (AGE'&) fiir allgemeine multivalente Systeme
zu errechnen, muss man daher zunéchst eine Zuordnung
treffen, welche Bindungszustinde (0<j<n) als gebunden
und welche als ungebunden gelten sollen. Da die Zahl der
Moglichkeiten, j Rezeptorplitze bei einem n-valenten Re-
zeptor zu besetzen, aus Symmetriegriinden (nf—/')./, betrdgt und
es daher viele teilbesetzte Zustiande gibt, ist diese Zuordnung
entscheidend fiir den zu erwartenden kooperativen Effekt der
multivalenten Bindung."” Betrachten wir zwei Extremfille:
Im ersten Fall wird ein messbarer Bindungseffekt erst er-
reicht, wenn alle Rezeptorplitze durch Liganden besetzt sind.
Aufgrund der Symmetrie ist dieser Zustand gegeniiber denen
der teilbesetzten Rezeptoren sehr selten zu beobachten, falls
die Liganden unabhéngig voneinander agieren. Eine Voror-
ganisation der Liganden durch multivalente Présentation ist
erstrebenswert. Im zweiten Fall tritt ein Effekt bereits ein,
wenn nur mindestens ein Rezeptorplatz durch einen Ligan-
den besetzt wird. Die ,,erste Bindung* wird bei einer multi-
valenten Présentation der Liganden jedoch entropisch er-
schwert. Die Gesamtentropie eines Systems aus n Rezepto-
ren und # freien monovalenten Liganden nimmt nur gering-
fiigig ab, sobald ein einzelner Ligand an einen Rezeptorplatz
bindet und dabei seine Solvatations-, Rotations- und Trans-
lationsentropie (AS o0 = ASyrans + AS;o + AS,,1) dndert, da die
freigebliebenen Liganden diesen Entropieanteil weiterhin
aufweisen. Anders sieht dies bei multivalenten Liganden aus:
Multivalente Liganden entstehen durch die Verkniipfung
mehrerer monovalenter Liganden iiber eine Spacerarchitek-
tur oder an Grenzfldchen. Bei der Bindung dieser Geriiste
iiber einzelne Liganden an einen einzelnen Rezeptorplatz
verliert das System bereits als Ganzes Translations- und Ro-
tationsentropie. Zusétzlich wird die Konformationsentropie
der Spacerarchitektur verringert (AS,,;). Daher wird im
Allgemeinen die ,erste Bindung“ eines multivalenten Li-
ganden an einen einzelnen Rezeptorplatz entropisch er-
schwert (sieche auch Lit. [19]).') Dieses zeigen Mammen
et al.l'l anhand von folgendem Modell: Sie nehmen an, dass
die Entropiednderung der n-fachen Bindung sich (bis auf die
Konformationsentropie) im Wesentlichen aus den gleichen
Beitrdgen zusammensetzt wie bei der monovalenten Bindung
eines einzelnen Liganden (AS,ui= ASians + ASie + ASe +
AS, oni)- Nimmt man ferner an, dass die Enthalpie der mono-
valenten Bindung (AH,,,,) sich bei multivalenter Bindung
unabhingig vom Spacer verstirkt (AH,,;=AH 0n,), dann
gilt fiir die Differenz der freien Bindungsenthalpien
AAG = AG") = nAG 000 = T(1 — 1) ASpone — TASony.
Diese Formel ldsst zwei Schliisse zu: 1) Bei flexiblen Spacern
ist mit einem groBen Verlust an Konformationsentropie zu
rechnen. Der kooperative Effekt wird also erwartungsgeméf
nicht so stark sein wie bei einem starren Spacer. 2) Aus en-
tropischen Griinden sind geringe Bindungsvalenzen weniger
wahrscheinlich, hohe Valenzen werden gefordert. Ein Ex-
tremfall ist gegeben, wenn die Architektur des multivalenten
Liganden z.B. nur die Bindungszustinde j=0 und j=n er-
moglicht. Dieser Idealfall ist am ehesten fiir Chelatverbin-
dungen realisiert, die als starre, maBgeschneiderte Mehrfach-
liganden an Ubergangsmetalle binden.[**?!!

Im obigen Modell von Mammen et al. wird angenommen,
dass der Spacer keinen enthalpischen Beitrag zur Bindung
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liefert. Tatsdchlich kann jedoch die Annahme, dass gilt
AH i = AH 000, S€hr unrealistisch sein. Erstens konnte der
Spacer selbst wegen seiner chemischen Natur mit dem Re-
zeptor positiv oder negativ wechselwirken und damit die
multivalente Bindungsenthalpie verdndern; zweitens konnte
eine enthalpische Abschwichung der multivalenten Bindung
durch eine nicht exakte geometrische Vororganisation der
Liganden entstehen; und drittens konnte der Spacer direkt
Einfluss auf die (z.B. elektrostatischen) Eigenschaften des
Liganden nehmen und zu einer Verdnderung der Bindungs-
starke fiihren. Diese Effekte lassen sich mit theoretischen
Methoden (z.B. Molekiildynamik) sehr gut untersuchen
(siehe unten) und sind eine groBe Hilfe, da der systematische
Austausch von Spacergruppen in der Regel priparativ auf-
windig ist. Eine Mischung aus entropischen und enthalpi-
schen Effekten ergibt sich, wenn die Vororganisation des
Spacers nicht perfekt ist, jedoch wegen der Flexibilitdt des
Spacers optimale geometrische Ausrichtungen der Liganden
moglich sind (Abbildung 3).

Abbildung 3. Bindung eines bivalenten Liganden an den tetravalenten
cGMP-Rezeptor: a) Mit zu kurzer Spacerlange kann nur eine Bin-
dungsstelle im Rezeptor besetzt werden. b) Mit passender Spacerlinge
und optimalem Aktionsradius fuir die zweite Bindung wird die grofite
Bindungsstirke erzielt. c) Ein zu langer Spacer erhsht die Zahl unpro-
duktiver Freiheitsgrade und senkt die Bindungsstérke wieder ab. Abbil-
dung aus Lit. [24] mit Genehmigung von Macmillan Publishers Ltd.

Bei dieser einfachen Modellierung wird angenommen,
dass Entropie- und Enthalpiebeitrédge, die das Losungsmittel
bei einer multivalenten Bindung betreffen, im Wesentlichen
aus dem monovalenten Fall abgeleitet werden konnen. Man
vernachléssigt dabei unter Umstidnden, dass das Vorhanden-
sein eines Spacers eine Vielzahl schwacher Wechselwirkun-
gen in das System einbringt, die wiederum wegen hoher
Wirmekapazitdtunterschiede bei der Bindung eine Entropie-
Enthalpie-Kompensation bewirken kann.?” In molekularen
Simulationen sollten daher Losungsmitteleffekte durch ex-
plizite Modellierung mit beriicksichtigt werden (siche Ab-
schnitt 2.4). In Bezug auf positive oder negative Anderungen
der Wirmekapazititen vernachléssigt man ferner, dass die
zusédtzliche Spacerstruktur Auswirkungen auf die Entropie-
und Enthalpieeigenschaften der wechselwirkenden Protein-
bausteine haben kann.®!

Aus thermodynamischer Sicht ist die multivalente Pra-
sentation der Liganden also nicht immer von Vorteil. Fiir eine
weitergehende Betrachtung der multivalenten Bindung zwi-
schen Liganden- und Rezeptorsystemen ist aufler der geo-
metrischen Anordnung ebenso wichtig, welche und wie viele

Angew. Chem. 2012, 124, 10622 —10650


http://www.angewandte.de

Multivalenz

Systemzustédnde durch die Flexibilitdt von Ligand und Re-
zeptor iiberhaupt moglich sind. Dabei muss definiert sein,
welcher Zustand als ,,gebunden® oder als ,,ungebunden zu
werten ist.

Diese Definition konnte nicht nur auf Basis der Zahl der
besetzten Rezeptorplitze, sondern auch auf Basis einer
rdumlichen Néhe des multivalenten Liganden zum Rezeptor
geschehen.!) Dabei spielt es keine Rolle, wie viele Bindun-
gen zwischen den beiden Partnern vorhanden sind. Rdumli-
che Nihe ist fundamental fiir ein moglicherweise aktives
Eingreifen von Liganden in Bindungsprozesse. Wenn ein
einzelner Ligand eines multivalenten Systems gebunden ist,
sind weitere benachbarte Liganden bereits in der Nihe des
Rezeptors und erhohen so die Wahrscheinlichkeit, ebenfalls
zu binden. In einem Experiment von Kramer und Karpen!
wurde gezeigt, dass dieser Effekt messbar ist. Konzeptionell
bereits 1925 von Kuhn geprigt® 2 und spiter auf Multiva-
lenz angewendet,””! gibt es Modelle, die eine erhohte effek-
tive lokale Konzentration von weiteren Liganden konstatie-
ren, falls der erste Ligand an den Rezeptor gebunden hat.
Eine genauere Behandlung zeigt allerdings, dass die Position
des zweiten Liganden (in einem bivalenten System) relativ
zum ersten einer dreidimensionalen GauB-Verteilung ge-
horcht!" und damit nicht homogen verteilt ist. Als Folge wird
die erhohte lokale Konzentration héufig deutlich iiberschitzt.

Dennoch hat sich die Ansichtetabliert, den ersten Bin-
dungsvorgang zwischen multivalenten Liganden und Rezep-
toren und die folgenden Bindungsvorgéinge kinetisch unter-
schiedlich zu werten, da der erste Bindungsvorgang die
raumliche Nihe schafft, die zu einer erhdhten lokalen Kon-
zentration fiithrt. Wahrend der erste Bindungsvorgang kine-
tisch gesehen ein intermolekularer Prozess ist und daher
durch Rezeptor- sowie Ligandenkonzentration bestimmt
wird, sind der zweite und alle folgenden Bindungsvorgénge
als intramolekulare Prozesse zu sehen. Sie werden nur noch
durch eine einzelne Konzentrationsgrofe determiniert. Die
Gesamtgleichgewichtskonstante einer bivalenten Bindung
enthélt daher einen Faktor, der die Einheit einer Konzen-
tration hat und sich ,effektive Molaritat“ (EM) nennt. Diese
ist fiir bivalente Systeme messbar (siche Abschnitt 2.3). Die
»erste Bindung“ eines multivalenten Systems hat wegen der
oben beschriebenen thermodynamischen Aspekte meistens
eine geringere Bindungsgeschwindigkeit als im monovalenten
System; dagegen sind die weiteren Bindungen durch die
Vororganisation der Liganden beschleunigt. Die Bindungs-
kinetik eines multivalenten Systems ist daher eine Ensem-
blegroBe und lésst sich als gewichteter Mittelwert iiber sehr
viele verschiedene elementare Bindungsvorgénge verstehen.
Die rdumliche Néhe eines Liganden zu seinem Rezeptor
entscheidet dabei maBgeblich iiber die Wahrscheinlichkeit
des entsprechenden Bindungsvorgangs.

In Arbeiten von Mack et al. iiber bivalentes Bindungs-
verhalten wird diese Nihe eines loslichen, bivalenten Re-
zeptors zur Ligandenoberfliche durch die Definition von
»,ungebundenen* und ,vororientierten“ Zustinden vorge-
nommen.” Nur in vororientierten Zustinden koénnen Re-
zeptor-Liganden-Bindungen zustande kommen, wobei keine
Aussage zur Herkunft des bivalenten Rezeptors getroffen
werden kann. Dieser kann sich sowohl aus der Losung der
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Oberfldche angenédhert haben oder gerade teilweise oder
vollstdandig von der Ligandenoberfldche dissoziiert sein. Im
zweiten Fall besteht wegen der rdumlichen Nihe eine hohe
Wahrscheinlichkeit zur erneuten Anbindung (Riickbindung).
Eine effektive Riickbindung kann durchaus auch als ,,Glei-
ten“ eines multivalenten Liganden iiber eine (multivalente)
Oberfldche, anstelle einer vollstindigen Dissoziation, in
einem Flusssystem mittels Oberfldchenplasmonenresonanz
(SPR) gemessen werden, wie von Ernst et al. an His-Tags
unterschiedlicher Linge gezeigt wurde.*”)

Jingste mathematische Arbeiten zeigen (am Beispiel der
Proteinfaltung) allerdings die Grenzen des Vorgehens,
rdaumliche und kinetische Aspekte in einem kinetischen
Modell zu vermischen. Es ist theoretisch nicht moglich, zur
Berechnung einer Gesamtkinetik die vielen elementaren
Zwischenschritte eines Systems beliebig festzulegen, da diese
moglicherweise keine eigenen kinetischen Entititen darstel-
len (besonders die raumlich definierten Zustande) und daher
entsprechende  Geschwindigkeitskonstanten auch nicht
messbar wiren.’” Die Reduktion auf einzelne Elementar-
prozesse ergibt daher eine unvollstindige und unkorrekte
Beschreibung der Realitdt. Aus mathematischer Sicht verletzt
eine beliebig gewdhlte Zerlegung des kinetischen Gesamt-
prozesses, besonders in wenige exemplarisch ausgewéhlte
Elementarprozesse, die so genannte Markov-Eigen-
schaft,F'% die prinzipiell besagt, dass ein solches System kein
Gedaichtnis besitzt. Zur korrekten Formulierung der Kinetik
sind die elementaren Bindungsvorgéinge systemabhéngig zu
wihlen, was dazu fithren kann, dass bestimmte Bindungszu-
stinde nicht mehr als eindeutig ,,gebunden‘ oder ,,ungebun-
den* Klassifiziert werden konnen.***! Daher sind in einer
mathematisch-kinetischen Betrachtung multivalenter Wech-
selwirkungen auch weitere Faktoren wie Liganden- und Re-
zeptorstruktur, Diffusion oder auch laminarer Stofftransport
(an Grenzfldchen) zu beriicksichtigen.

2.3. Multivalenz und Kooperativitdt: Bestimmung effektiver
Molaritdten

In biologischen Systemen ist die Zahl der Bindungsstellen
héufig nicht bekannt, sodass keine Aussagen iiber die Ko-
operativitit der multivalenten Bindung getroffen werden
konnen. Bei vielen synthetischen Beispielen ist dies jedoch
kein Problem, da die Zahl n der Bindungsstellen nicht nur
ermittelt, sondern oft bei der Synthese sogar gezielt einge-
stellt werden kann. Dann konnen die Einzelbeitrdge zur
multivalenten Bindung bestimmt und Aussagen iiber die
Chelatkooperativitit erhalten werden.**"! Hierbei spielt die
Bestimmung der effektiven Molaritdt EM eine entscheidende
Rolle. Abbildung 4 zeigt dies fiir einen bivalenten Fall. EM ist
dabei die kritische Konzentration, unterhalb derer der
Ringschluss zum bivalenten Komplex gegeniiber der Oligo-
merisierung bevorzugt ist.

Greift man das letzte Gleichgewicht zwischen der offenen
und geschlossenen Form des bivalenten Komplexes heraus, so
ergibt sich mit K,,,,,EM ein MaB fiir die Chelatkooperativi-
tit: Ist Koo EM > 1, erfolgt die Bindung positiv kooperativ;
ist KionoEM < 1, handelt es sich um negative Kooperativitit;
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a) G O K1 =2 Kono o é Ky = 112 Kunoro o O
= (Kmono)

b) % 4 Konono ﬁ 1/2 KimonoEM ﬂ

. = Q@ @

Abbildung 4. Bindungskonstanten der einzelnen Gleichgewichte (K,
und K,) und die Gesamtbindungskonstanten (K=K; K;) fiir die zweifa-
che Bindung a) monovalenter und b) bivalenter Géste an bivalente
Wirte.

der bivalente Komplex liegt dann grof3tenteils in der offenen
Form vor.5!

Die effektive Molaritit kann wie in Abbildung 5 an einem
bivalenten Pseudorotaxan®! gezeigt — und von Hunter
et al.®*! fiir eine Reihe schoner Beispiele durchgefiihrt —

PO
0~ O/\

R. Haag et al.

2K§10n0 EMKIZHOIIU
o —mne — 2 EM

mono” * mono

K*KP

K:KBKC:

2)

Eine interessante Beobachtung ist, dass das Pseudorota-
xan mit dem O(CH,),O-Spacer in der Achsenmitte eine
deutlich positive Chelatkooperativitit aufweist (EM =
132 mm; K,onoEM ~40), wihrend der Einschub nur einer
einzigen weiteren Methylengruppe zu einer nahezu unko-
operativen Bindung fiihrt (EM =5.8 mm; K., ,EM ~2.5).
Dieser Effekt kann auf eine attraktive Stapelwechselwirkung
zwischen dem Anthracenspacer im Kronenetherdimer und
den beiden inneren Phenylgruppen der Achse erklidrt werden.
Die Molekiilstruktur im Kristall (Abbildung 5, Mitte) zeigt,
dass der O(CH,),O-Spacer hierfiir optimal geeignet ist,
wihrend lidngere Spacer zwangsldufig diese Geometrie storen
miissen.

Die bivalenten Pseudorotaxane enthalten in den Achsen
recht flexible Spacer und sind durch nur geringe Chelatko-
operativitdt ausgezeichnet. Die EM-Werte fiir die Bindung
des Hexapyridingasts im hexavalenten Porphyrinrad in Ab-

bildung 6 liegen hingegen um mehrere Gro-
Benordnungen hoher (EM =280-
1700m).2%1 Solche fiir eine supramolekula-
re Wechselwirkung duflerst hohen effektiven
Molaritidten und stark ausgeprigten positi-

s L .
©: I HZN @ @E I Oee HzN@ N;]g ven Chelatkooperativitidten I?SSG'H sich a1.1f
\,o 03 \,d/ o./ \,o oJ die nahezu perfekte Vororganisation und die
@ hohe Rigiditdt von Wirt und Gast zuriick-

2pF® fiihren.

®

KA:4Km0m%K K® =

EM

KPK? =2K

mono

w-%éf

mono

mono 5 " mono

Disproportionierungsgleichgewicht: B+C —————= A+D

Abbildung 5. Bestimmung der effektiven Molaritit fur die bivalente Pseudorotaxanbildung
Mitte: Molekiilstruktur des Pseudorotaxans im Kristall

durch einen ,,double mutant cycle®.
(dunkelgrau C, hellgrau H, rot O, blau N, gelb bivalenter Ligand).

durch Doppelmutantenanalyse (,,double mutant cycles*) be-
stimmt werden. Dazu betrachtet man das Disproportionie-
rungsgleichgewicht, dessen Gleichgewichtskonstante und
damit EM leicht aus den unabhéngig messbaren Konstanten
K*—KP” erhalten werden konnen [Gl. (2)]. Je groBer EM,
desto stirker liegt das Gleichgewicht auf der Seite des biva-
lenten Komplexes und desto stiarker positiv kooperativ ist die
Bindung.
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Mithilfe der ,,double mutant cycles”
lassen sich die verschiedenen individuellen
Wechselwirkungen an den Wechselwir-
kungsflichen zwischen Wirt und Gast sehr
schon in einzelne Beitrdge zerlegen. Hunter
etal. haben dies beispielsweise fiir ein
Zinkporphyrin durchgefiihrt, an das Géste
nicht nur iiber die Koordination eines Pyri-
din-Stickstoffatoms an das zentrale Zink(IT)-
Ion binden —in diesen Wirt-Gast-Komplexen
verbinden zusitzlich Wasserstoffbriicken in
der Komplexperipherie Wirt und Gast mit-
einander, deren einzelne Beitridge genau er-
mittelt werden konnten.*! Mit diesen Sys-
temen wurden kiirzlich auch die Auswir-
kungen der Umgebung quantifiziert.*” Die
effektiven Molaritédten fiir die Bildung der
Wasserstoffbriicken stellten sich dabei als
deutlich 16sungsmittelabhéngig heraus.

K

mono

2.4. Modellierungen/Berechnungen multivalenter
Wechselwirkungen

Bei der Untersuchung multivalenter Wechselwirkungen
spielt die Konformationsentropie der Bindungseinheit zwi-
schen den einzelnen Rezeptoren oder Liganden eine grofie
Rolle. Vereinfachte theoretische Modelle sehen das Spacer-
molekiil als abstrakte Kette von Gliedern, die sich nur in
bestimmter Weise zueinander anordnen lassen.*>" Diese
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Abbildung 6. Starke Chelatkooperativitit findet man bei diesem per-
fekt vororganisierten hexavalenten Komplex von Andersons Porphyrin-
rad. Abbildungen aus Lit. [42] mit Genehmigung der American Chemi-
cal Society.

vereinfachten Modelle reichen oft nicht aus, um die Kon-
formationsentropie des Spacers hinreichend genau abschit-
zen zu konnen, denn sie vernachlissigen die physikalischen
Wechselwirkungen der Atome des Spacers untereinander
oder mit dem Losungsmittel. Das Verhalten eines Spacers
kann auch von der Art der Liganden abhéngen, die an dem
Spacer gebunden sind. Um diese Wechselwirkungen zu be-
riicksichtigen, muss man ein physikalisches Modell des Sys-
tems aus Losungsmittel, Spacer und Ligand erstellen. Ein
atomgenaues, physikalisch-klassisches Modell des Systems
liefert z. B. das Molecular Modeling.’"! So wird das Verhalten
des Spacer-Ligand-Losungsmittel-Systems am Rechner si-
muliert, und die entropischen Eigenschaften des Spacers
werden mithilfe der statistischen Thermodynamik ausgewer-
tet.

Es gibt sehr unterschiedliche Ansétze, die Konforma-
tionsentropie aus statistischen Daten abzuleiten. Einer davon
ist es, Entropie als Temperaturabhingigkeit der freien Ener-
gie zu sehen.”%! In diesem Fall miissen Simulationsdaten bei
verschiedenen  (theoretischen) Temperaturen erzeugt
werden, was mit einem groflen Rechenaufwand verbunden
ist. Alternativ kann der Zusammenhang zwischen der Varianz
der Stichproben und der Entropie (bei angenommener Nor-
malverteilung der Freiheitsgrade) genutzt werden. Die An-
nahme einer Normalverteilung fiir die untersuchten Frei-
heitsgrade kann aber ungenau sein und muss eventuell kor-
rigiert werden. Ein weiterer Ansatz besteht darin, direkt aus
den Simulationsdaten eine Entropieschidtzung vorzuneh-
men.® Bei diesem Ansatz ist es moglich, das Losungsmittel
atomgenau (explizit) zu beriicksichtigen, anders als bei (im-
pliziten) Modellen, bei denen nur ortsunabhingige physika-
lische Eigenschaften des Losungsmittels eingebracht werden
konnen.
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Mit dem expliziten Ansatz konnte gezeigt werden, dass
der Einfluss des Liganden auf die entropischen Eigenschaften
des Ligand-Spacer-Losungsmittel-Systems nicht vernachlas-
sigt werden kann, so wie es bei vereinfachten Modellen der
Fall ist.*>! Werden beispielsweise zwei Liganden mit hydro-
phoben Eigenschaften (wie der Ostrogenrezeptor-Agonist
Diethylstilbestrol, DES) mit einem flexiblen Spacer (z.B. auf
Polyethylenglycol(PEG)-Basis) verbunden, verringern hy-
drophobe Wechselwirkungen zwischen den Liganden die
Konformationsentropie des Spacers im Losungsmittel Wasser
(gegentiber dem reinen PEG-Spacer). Dies schrinkt die
Freiheiten der Liganden so sehr ein, dass der im vorange-
henden Abschnitt beschriebene, negative kooperative Effekt
iiberwiegt und ein bivalentes System hinsichtlich der freien
Energie keinen Vorteil gegeniiber zwei monovalent binden-
den Liganden aufweist. Solche vorgeschalteten Ligand-
Ligand-Wechselwirkungen konnen nur durch starre Spacer

unterdriickt werden (Abbildung7; sieche auch Ab-
schnitt 3.2.2).
a) b)

Abbildung 7. Moglichkeiten der bivalenten Bindung unter wesentlicher
Beteiligung des Spacers: a) Ein flexibler Spacer vermeidet durch entro-
pisch begiinstigte Faltung und Aggregation eine lineare Konformation.
Diese wird erst durch Bindung des zweiten Liganden erduldet. b) Ein
rigider Spacer mit kurzen flexiblen Endgruppen vermeidet sofort entro-
pische Verluste durch reduzierte Freiheitsgrade und Vororientierung
der Liganden.

Aufler der Bestimmung der Konformationsentropie des
Spacers ist auch die atomgenaue Simulation von multivalen-
ten Bindungsprozessen eine Herausforderung an computer-
basierte Verfahren. Derzeit beschéftigen sich Theoretiker vor
allem mit dem Unterschied in der freien Energie zwischen
dem monovalent gebundenen und dem nichtgebundenen Li-
ganden (Bindungsaffinitit), allerdings versagen viele der
dabei verwendeten Methoden im Falle eines multivalenten
Bindungsprozesses.”® Um den Unterschied in der freien
Energie fiir den monovalenten Fall festzustellen, werden
durch Molecular Modeling zwei Szenarien simuliert und
miteinander verglichen: Einmal wird ein Ligandmolekiil im
Losungsmittel simuliert und einmal der Ligand in seiner
»Bindungsposition“ innerhalb der Bindungstasche des Ziel-
proteins. Bei dieser Art der Modellierung stellt man sich den
Bindungsprozess als einen einstufigen Vorgang zwischen
»gebunden“ und ,,nichtgebunden“ vor. Der Unterschied
AAG in der freien Energie der beiden Endpunkte bestimmt
damit auch das Verhiltnis der Reaktionsgeschwindigkeiten
15, ¥, der beiden ,,Reaktionsrichtungen im reversiblen Fall:
AAG = —kBTln(é—f . Bei einem multivalenten Bindungs-
prozess gilt diese Mleichung nicht, es gibt immer verschiedene
Zustinde (,kein Ligand bindet“, ,einer bindet“, ,zwei
binden*...), die Einfluss auf das Gleichgewicht nehmen. Das
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Simulieren einzelner Szenarien fithrt daher nicht zu Er-
kenntnissen iiber die Geschwindigkeiten der Prozesse.[*”]
Vielmehr sind es die Freie-Energie-Barrieren, die iiber die
Geschwindigkeiten der Prozesse Auskunft geben. Kon-
formationsdynamik ist ein Verfahren, dass sich auf die Un-
tersuchung der Energiebarrieren molekularer Prozesse kon-
zentriert.””*® Es wurde auf diese Weise bereits gezeigt, dass
selbst ein monovalenter Bindungsprozess mehrstufig ablau-
fen kann.” Multivalente Bindungsprozesse wurden jedoch
bislang kaum mithilfe theoretischer Methoden untersucht.?*!

2.5. Quantifizierung multivalenter Wechselwirkungen

Zur Quantifizierung multivalenter Bindungen wurden
bereits zahlreiche Techniken eingesetzt. Assoziations- und
Dissoziationskonstanten werden unter anderem durch Fluo-
reszenzspektroskopie, ! Interne-Totalreflexions-Fluores-
zenzspektroskopie und -mikroskopie (TIRFS, TIRFM)!!6
oder Nutzung von Quarzkristall-Mikrowaagen (QCM)®!
bestimmt. Thermodynamische und kinetische Parameter zur
Quantifizierung multivalenter Bindungen sind durch Ober-
flichenplasmonenresonanz(SPR)-Spektroskopie,®!  isother-
me Titrationskalorimetrie (ITC)®! und fiir Bindungskon-
stanten < 10° durch NMR-spektroskopische Messungen zu-
ginglich. Die Rasterkraftmikroskopie (AFM) und verwandte
Methoden ermoglichen eine direkte Messung der Bindungs-
starke.® Mit Methoden der Mikroskopie und mit dynami-
scher Lichtstreuung kann kolloidale Stabilitdt von nanopar-
tikuldren Systemen in Abhdngigkeit von deren multivalenter
Stabilisierung bestimmt werden, ebenso ist eine Messung von
durch multivalente Wechselwirkungen induzierter Aggrega-
tion moglich."¢”) Verschiedene biologische Assays werden
verwendet, um multivalente Wechselwirkungen in biologi-
schen Systemen zu evaluieren; hier wird als hiufigste Me-
thode SPR als markerfreie Detektionsmethode verwendet.
SPR ermdéglicht die Bestimmung von Bindungskonstanten,
wenn ein 1:1-Bindungsmodus von Rezeptor (Analyt) und
Ligand vorliegt.

Haufig lassen sich experimentelle Daten, besonders bei
hochvalenten Ligandkonjugaten komplexer Architektur,
keinem Bindungsmodell zuordnen und sind somit nicht voll-
stindig auswertbar, dies kann aber auch bereits bei manchen
niedervalenten Ligandensystemen der Fall sein.® Einen
Ausweg zur Beschreibung multivalenter Wechselwirkungen
bietet hier die Bestimmung von ICs;-Werten (ICs, = mittlere
inhibitorische Konzentration) mit SPR. Hat man einen ro-
busten SPR-Assay fiir die Rezeptor-Ligand-Wechselwirkung,
lasst sich durch konzentrationsabhéngige Priinkubation des
Rezeptors (Analyten) mit potenziellen multivalenten Inhi-
bitoren die Konzentration des Inhibitors bestimmen, die zur
Reduktion des Bindungssignals auf 50 % des Ausgangswertes
fiihrt (IC5,-Wert). Daraus ergibt sich: je kleiner der ICs,-Wert,
desto potenter der Inhibitor. Durch Normierung auf eine
Funktionalitidt oder einen Liganden ldsst sich der Verstar-
kungsfaktor 3 ermitteln, der die durchschnittliche Affinitét
eines Liganden des multivalenten Binders beschreibt.

Vorteil dieses kompetitiven Bindungsassays ist, dass in
kurzer Zeit eine Vielzahl von Proben mit hoher Reproduzi-
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erbarkeit analysiert und verglichen werden kann und wegen
der hohen Empfindlichkeit nur wenig Probenmaterial beno-
tigt wird, was fiir viele biologische Fragestellungen von we-
sentlicher Bedeutung ist. Ein weiterer Vorteil dieses Mess-
verfahrens ist Ndhe zur In-vivo-Situation fiir Wechselwir-
kungen, die unter Flussbedingungen stattfinden, beispiels-
weise die bakterielle und leukozytire Adhdsion im Blutgefif3
(siche Abschnitt 4.2).

Tabelle 1 gibt einen Uberblick iiber einige der wichtigsten
Methoden zur Quantifizierung multivalenter Wechselwir-
kungen. Es werden aufler den Messmethoden jeweils die ex-
perimentelle Messgro3e und das daraus ableitbare Maf fiir
die Multivalenz genannt. Dazu werden Beispiele angegeben,
die zeigen, wie die jeweilige Methode praktisch genutzt
werden kann.

3. Multivalente Geriistarchitekturen

Um Multivalenz als Organisations- und Wirkprinzip zu
nutzen, ist ein intelligentes Design des multivalenten Ligan-
denkonstrukts erforderlich, das auBBer der intrinsischen Affi-
nitdt der einzelnen Liganden auch deren Abstand und rela-
tive rdumliche Orientierung (Vororganisation) beriicksich-
tigt. Diese Aspekte werden mafigeblich durch die Wahl der
Gertistarchitektur und des Spacers bestimmt. Hierbei kann
zwischen zwei Extremfillen unterschieden werden: Im ersten
Fall kann eine flexible Verkniipfung der einzelnen Ligan-
deneinheiten erfolgen, was dem resultierenden System einen
groen Konformationsraum erschliet, womit nur ein
Bruchteil in der gewiinschten, im Sinne einer multivalenten
Wechselwirkung ,,produktiven® Struktur vorliegt oder — sta-
tistisch-thermodynamisch argumentiert — die multivalente
Wechselwirkung zu einem Verlust an Konformationsentropie
im Riickgrat fithrt (siche Abschnitt2.2). Im zweiten Fall
verhindert eine starre Fixierung der Ligandeneinheiten
diesen entropischen Verlust, allerdings setzt dies eine opti-
male Positionierung der Liganden voraus, da ansonsten durch
suboptimale Passung Bindungsenthalpie in grolem Male
verloren wird. Da eine solche Prizision nur in wenigen Féllen
erreicht werden kann, scheint also — wie so héufig — ein Mit-
telweg am vielversprechendsten, bei dem gerade genug Fle-
xibilitdt zur Anpassung vorhanden ist, aber auch nicht mehr.

FEine zusétzliche und héufig entscheidende Komponente
ist die sich im Laufe des Bindungsvorgangs dndernde Solva-
tation im Bereich des Riickgrates. Die Solvatationsbeitrige
der Ligandenbindung sollten fiir monovalente und multiva-
lente Wechselwirkungen anndhernd identisch sein. So kann
der Spacer durch seine sich dndernde Konformation starker
oder weniger stark solvatisiert werden, oder es konnen sich
unspezifische Wechselwirkungen, z. B. hydrophobe Kontakte,
mit der Rezeptoroberfliache ergeben. Diese komplexen Zu-
sammenhinge erschweren eine experimentelle Untersuchung
der Phéanomene erheblich, und demzufolge tauchen in der
Literatur groftenteils Einzelbeobachtungen, d.h. Berichte
tiber erfolgreiche multivalente Ligandenkonstrukte, auf,
jedoch mangelt es nach wie vor an systematischen und ver-
gleichenden Untersuchungen zum Einfluss der Geriistarchi-
tektur auf die Stdrke multivalenter Wechselwirkungen. Im
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Tabelle 1: Messmethoden zur Quantifizierung multivalenter Bindungen

Angewandte

Methode

MessgroRe

MaR fiir Multivalenz

Beispiel

UV/Vis/NIR-Absorptionsspektroskopie

Fluoreszenzspektroskopie

Interne-Totalreflexions-Fluoreszenz-
(TIRF)-Mikroskopie/Spektroskopie

Oberflachenplasmonenresonanz(SPR)-

Spektroskopie

Circulardichroismus (CD)-
Spektroskopie

NMR-Spektroskopie

EPR-Spektroskopie

isotherme Titrationskalorimetrie
(ITc)e

Ubergangstemperatur (aus
Anderung der Absorption) als
Funktion der Wirtkonzentrati-
on

apparente Auslenkungstempe-
ratur (aus Anderung der Ab-
sorption) als Funktion der
Gastkonzentration

Absorptionsanderung als
Funktion der Ligandenkonzen-
tration

relative Anderung der Fluores-
zenzintensitit als Funktion der
Konzentration des Liganden

Grad der Komplexierung der
Wirtmolekiile a (aus Fluores-
zenzintensitit bestimmt) als
Funktion der Konzentration der
Gastmolekiile

Fluoreszenzintensitit der bin-
denden Liganden als Funktion
der Zeit

Anderung im Refraktionsindex
bei Ligand/Rezeptor Wechsel-
wirkung (massenabhingig)

CD-Intensitit als Funktion der
Wirt/Gast-Konzentration

Diffusionskoeffizient aus
DOSY-Messungen!”!

NMR-Integrale oder Signalver-
schiebungen als Funktion des
Ligand-Rezeptor-Verhiltnisses
oder NMR-Titration!

dipolare Wechselwirkung zwi-
schen Spinsonden

Wirme als Funktion des
Ligand/Rezeptor- bzw. Wirt/
Gast-Verhiltnisses

Bindungsenthalpie

Gast-Gast-Wechselwirkungsenergie

Assoziationskonstante

Assoziationskonstante

Assoziationskonstante

Assoziationskonstante

Dissoziationskonstante

Dissoziationskonstante

Assoziationskonstante, 1Cs, Kinetik

Gast-Gast-Wechselwirkungsenergie

GréReninformationen zum Nachweis
multivalent induzierter Komplexbildung

freie Bindungsenthalpie

bei temperaturabhingiger Messung:

Bindungsenthalpie und -entropie

Aktivierungsparameter AG*, AH™, AS™

(z.B. tiber Linienformanalyse)

Abstandsverteilung in Lésung
Strukturanderung

Assoziationskonstante
Bindungsenthalpie
Bindungsentropie

freie Bindungsenthalpie

Hybridisierung von Oligothy-
mintemplaten (Wirt) mit oligo-
meren Adenin- und Naphthalin-
Diaminotriazin-Gasten!*!

multivalente Wechselwirkung
Kohlenhydrat-modifizierter
Quantenpunkte mit Lectinen
und Spermien!®!

Wirt-Gast-Wechselwirkung zwi-
schen der Peripherie Adaman-
tylharnstoff-funktionalisierter
Dendrimere und Ureido-Essig-
siure-Derivate””

zweidimensionale Protein-Pro-
tein-Wechselwirkung auf Mo-
dellmembranen'®"

Bindung multivalenter Protein-
liganden an Lipiddoppelschich-
tenl®?

Bindung von Choleratoxinen an
Phospholipidmembranent®!

Affinitats-Screening von Anti-
kérpern!

multivalente Wechselwirkungen
von Polyglycerolsulfaten und
Selectinen!

Hybridisierung von Oligothy-
min-Templaten mit oligomeren
Adenin- und Naphthalin-Di-
aminotriazin-Gasten!®!

Hexamere Resorcinaren- und
Pyrogallarenkapseln!”!

Abstandsmessung von bivalen-
ten Spinsonden in Lésung®

Maltose und Lactose auf der
Oberfliche von B-Cyclodex-
trinvesikeln”’!

Einfidelung von Pseudorotaxa-
nen)’
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Tabelle 1: (Fortsetzung)

R. Haag et al.

Methode Messgrofe

Maf fiir Multivalenz

Beispiel

Laser-Reflexionsinterferometrie (LRI,

Rif)

Reflektivitat oder daraus abge-
leitet Bedeckungsgrad mit ge-
bundenem Liganden als Funk-
tion der Zeit
Quarzkristall-Mikrowaage (QCM) Frequenzinderung als Funkti-
on des Konzentration des
multivalenten Liganden

Rasterkraftmikroskopie (AFM) Zugkraft als Funktion des in-

termolekularen Abstands

Transmissionselektronenmikroskopie
(TEM)

Zahl (multivalenter) Nanopar-
tikel pro Aggregat

Visualisierung einzelner Bin-
dungen in einem multivalenten
Komplex

Fluoreszenzintensitit als
Funktion der Zeit

Fluoreszenzmikroskopie

dynamische Lichtstreuung (DLS) hydrodynamischer Durchmes-
ser (aus zeitlicher Anderung
der Streuintensitit) als Funkti-

on der Zeit

unterschiedliche Retention als
Funktion der Polaritit und
MolekiilgroRe

hochauflésende Fliissigkeitschromato-
graphie (HPLC)

Dissoziations- und Assoziationskon-
stanten

Assoziationskonstante

Bindungskrifte

Grad der durch multivalente Funktiona-
lisierung bedingten Aggregation

Stabilitit gegen Aggregation als Funktion
multivalenter Stabilisierung

Geschwindigkeitskonstante

Aggregationsgeschwindigkeitskonstante
(Maf fiir Stabilitit gegen Aggregation
infolge multivalenter Stabilisierung

kompetitive Messungen erméglichen Er-
mittlung von Gleichgewichtskonstanten

zweidimensionale Protein-Pro-
tein-Wechselwirkung auf Mo-
dellmembranent”

multivalente Wechselwirkung
von Lectinen mit einem ver-
netzten, auf eine Oberfliche
aufgepfropften Glycopolymer®®!

molekulare Wechselwirkung
zwischen Bakteriophagen und
Lipopolysaccharid-Doppel-
schichtenl®

intermolekulare Wechselwir-
kung zwischen Cg, und Por-
phyrinderivaten””?!

multivalente Wechselwirkung
Kohlenhydrat-modifizierter
Quantenpunkte mit Lectinen
und Spermien!®”

Bindung von Viruspartikeln an
Nanopartikeln®®2"

Bindung von CdS-Quanten-
punkten mit variabler Ligan-
denmultivalenz an GABA(C)-
Rezeptoren auf einer Zellmem-
bran®2

Aggregation von mit mono-
und multivalenten Thiolen sta-
bilisierten Goldnanopartikeln in
Lésung!®!

trivalente Wechselwirkung zwi-
schen Vancomycintrimer und
p-Ala-p-Ala-Trimer.

folgenden Abschnitt wollen wir daher exemplarisch auf ver-
schiedene Geriisttypen eingehen sowie ihre Vor- und Nach-
teile diskutieren.

3.1. Statistische Polyvalenz
3.1.1. Synthetische Polymere

Multifunktionale organische Polymere bieten dank ihrer
hohen Kettenflexibilitidt und einstellbaren Loslichkeit eine
geeignete Plattform fiir die Verankerung von Liganden fiir
polyvalente Wechselwirkungen (Abbildung 8). Bei der sta-
tistischen Multivalenz wurde zunéichst auf lineare Strukturen
gesetzt, die beispielsweise fiir die Inaktivierung von Viren
(siche Abschnitt 4.2) durch spezifische Wechselwirkung zwi-
schen Sialinsdure(SA)-funktionalisierten Polyacrylamiden
und Hiamagglutinin (HA), dem ubiquitiren viralen Oberfla-
chenprotein, verwendet wurden.®! Durch eine flichige

© 2012 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim

a) linear

b) dendritisch

Abbildung 8. Beispiele fiir synthetische Polymere, die als Geriistarchi-
tekturen fur polyvalente Wechselwirkungen eingesetzt werden (hell-

blau: Ligand, orange: Spacer).

Wechselwirkung und sterische Abschirmung der Viren durch
polymere Systeme gelang es, deren Wechselwirkung mit den
Zielzellen kompetitiv zu unterdriicken.

Aufler diesen polyvalenten viralen Inhibitoren wurden
auch Liganden fiir zellulire Targets (z.B. als membran-
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stindige Rezeptoren) auf Basis linearer Polymere entwickelt.
Aktuelle Beispiele hierfiir sind die von Kiessling et al. ent-
wickelten multivalenten ROMP-basierten (ROMP =ring-
offnende Metathesepolymerisation) linearen Polymere!® und
die von Kopecek etal. verwendeten wasserloslichen
Polyacrylamide (N-(2-Hydroxypropyl)methacrylamid,
HPMA).[®l Weitere wichtige Beispiele fiir statistische multi-
valente Geriistarchitekturen sind Glycopolymere.® Sie rei-
chen von semisynthetischen Hybriden mit variabler Zucker-
funktionalisierung bis hin zu natiirlichen Strukturen mit po-
lydisperser Kettenlénge, z. B. Chitosane, Dextrane, Heparine
und Hyaluronsduren. Lineare Polymere (random coil) haben
keine gerichtete Ligandenprésentation, da sie im Unterschied
zu definierten Oberfldchen oder globulédren Strukturen viele
verschiedene Konformationen einnehmen kénnen. Dendriti-
sche Polymere dagegen weisen bereits eine definierte Archi-
tektur auf und verfiigen iiber die denkbar hochste Oberfli-
chenfunktionalisierung. Allerdings wurden bislang tiberwie-
gend kleine definierte multivalente Dendrone und Dendri-
mere eingesetzt.”**!l Landers et al. konnten zeigen, dass ein
SA-konjugiertes Polyamidoamin-Dendrimer (G4-SA) geeig-
net ist, in vitro die Himagglutination (Erythrocyten-Virus-
Wechselwirkung) zu inhibieren, wenn die Sialinsdure iiber
einen kurzen Spacer angebunden wird.”” Interessanterweise
fithrte der Einbau eines langeren PEG-Spacers fiir eine Ex-
position der SA am Dendrimer zu einer Ausloschung der
Inhibition. Dieser Befund lésst auf die Bedeutung des Spacers
innerhalb des Molekiils schlieen und ist mit der zu grof3en
Flexibilitdt (hohem Entropieverlust) des Systems erklarbar.
Das aktive SA-Konjugat ist auch in der Lage, in vivo pul-
monare Influenza-A-Infektionen zu inhibieren. Allerdings
zeigte sich ebenfalls, dass die Blockade der Adhésion Virus-
typ-spezifisch ist, was auf unterschiedliche Zugénglichkeit der
individuellen HA-Bindungsstellen zuriickzufiihren ist. Auch
wenn viele Ansitze auf kleinen Dendrimeren basieren, sind
diese niedervalenten Strukturen (in der Regel mit n=4-16)
nicht kompetitiv mit flachigen Wechselwirkungen oder
Wechselwirkungsstellen, da diese weit auseinander liegen
(sieche Abschnitt 4.3).

Vor Kurzem wurden von Cloninger®™ und Hammond
et al.’ globulire Architekturen mit multivalenten Antennen
entworfen. Hierzu wurden verzweigte Endgruppen einge-
setzt, um entsprechend ,,geclusterte” Liganden zu erzeugen,
die bessere Bindungseigenschaften als statistisch beladene
Oberflachen aufweisen.

3.1.2. Hybridmaterialien

Organische Materialien konnen mit anorganischen Ma-
terialien in vielféltiger Weise tiber multivalente Wechselwir-
kungen zu neuen Strukturen verkniipft werden. Als anorga-
nische Substrate dienen dabei vor allem metallische oder
oxidische Oberflachen, die als ausgedehnte Fliche oder Na-
nopartikel vorliegen; als weitere Materialien werden unter
anderem Graphit oder Silicium eingesetzt. Ein Spezialfall
sind dreidimensionale Netzwerke (metal-organic frame-
works, MOFs), die allerdings mangels inneren Raums und
Funktionalisierungsmoglichkeiten fiir weitere Liganden eher
in den Materialwissenschaften Eingang finden.[”™ Organische
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Reaktionspartner kénnen kleine organische Molekiile sowie
groBere Systeme wie Dendrimere, Polymere oder Biomole-
kiile, z.B. DNA oder Proteine, sein. Es sind verschiedene
statistische multivalente Bindungsmodi zwischen organischen
und anorganischen Materialien moglich (Abbildung 9).

Unfunktionalisierte Metalloberflache und organische Molekule mit definierter
Anzahl bindender Gruppen (a) oder statistisch bindendes Dendrimer (b)

c) d)

X

%
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Unfunktionalisierte Metalloberflache und Nanopartikel mit organischer Liganden-
hlle
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Mit Liganden funktionalisierte Metalloberflache
und statistisch bindendes, multivalentes Dendrimer

Abbildung 9. Ubersicht iiber die verschiedenen statistischen multiva-
lenten Bindungsmodi zwischen organischen und anorganischen Bin-
dungspartnern zur Bildung von Hybridmaterialien. Details siehe Text.

Bei einer nicht weiter funktionalisierten Metall-, Metall-
oxid- oder Graphitoberfliche, bei der nur ein kleiner Teil der
Atome auf der Oberflidche als Bindungspartner fungiert, er-
folgt die Verkniipfung zum organischen Bindungspartner
statistisch. Dabei kann der organische Partner selbst mit einer
definierten Zahl von funktionellen Gruppen binden, z.B. bei
der Bindung eines di- oder trivalenten Thiols auf einer
Goldoberfliche (Abbildung 92)*”! sowie substituierter Pyri-
dine auf Graphitoberflichen.” Es kann aber auch die Ver-
kniipfung des organischen Partners statistisch erfolgen, wie
beispielsweise bei der Bindung eines Dendrimers auf eine
Metall- oder Glasoberfliche®”! (Abbildung 9b). Zhou et al.
nutzten auf an eine Glasoberflache multivalent gebundene
Poly(amidoamin)-Dendrimere, die mit terminalen Aminoxy-
und Hydrazidgruppen funktionalisiert waren, zur kontrol-
lierten Kupplung verschiedener Mono-, Oligo- und Polysac-
charide.”! Anstelle eines organischen Molekiils kénnen auch
anorganische Nanopartikel mit einer organischen Liganden-
hiille an die Oberfliche binden, sodass in einem solchen
Hybridmaterial nur noch die wechselwirkende Komponente
selbst organischer Natur ist. Dabei konnen abhéngig von der
Dichte, dem Kriimmungsradius und der Steifigkeit der Li-
ganden praktisch alle dem Substrat zugewandten Liganden
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des Nanopartikels an die Oberfldche binden (Abbildung 9c¢),
oder es kann nur eine statistische Bindung einiger Liganden
erfolgen (Abbildung 9d). Ein Beispiel hierfiir ist die Bindung
mit Dithiocarbamaten funktionalisierter Siliciumoxidpartikel
an Goldoberflichen.” Alternativ kann die Oberfliche des
anorganischen Substrats selbst mit organischen Liganden
(z.B. Thiolen, DNA, Proteineinheiten) funktionalisiert sein,
an die der organische oder nanopartikuldre Bindungspartner
bindet (Abbildung 9¢). Auch diese Verkniipfung ist in der
Regel statistisch, wenn die Dichte der Oberfldchen-gebun-
denen Liganden ausreichend hoch ist. Die Oberfldchen-ge-
bundenen Liganden konnen dabei selbst multi- oder mono-
valent an die anorganische Oberfliche gebunden werden.

Dorokhin et al. funktionalisierten Glasoberflaichen mit
einer Schicht aus pB-Cyclodextrinen sowie einer daran ge-
bundenen, weiteren Schicht aus Adamantyl-terminierten
Poly(propylenimin)-Dendrimeren, um mit (B-Cyclodextrin-
heptamin funktionalisierte CdSe/ZnS-Halbleiternanopartikel
zu binden.” Solche durch multivalente Stabilisierung erhal-
tenen Schichtstrukturen sind fiir Anwendungen in der Op-
toelektronik'"1 sowie in der Sensorik"">' von Interesse.
Johnson und Levicky gelang es, mit Thiolgruppen terminier-
tes Poly(mercaptopropyl)methylsiloxan (PMPMS) irreversi-
bel auf einem Goldsubstrat zu deponieren,® und zwar durch
die multivalente Wechselwirkung der Thiolgruppen in Kom-
bination mit der hohen Hydrophobie des Polymers. Danach
war es moglich, Thiol-terminierte DNA-Oligonucleotide ko-
valent an das Substrat zu binden. Das erhaltene System ist bis
Temperaturen nahe 100°C stabil und eroffnet somit neue
Anwendungsgebiete in der Diagnostik. Es ist dariiber hinaus
auch moglich, durch multivalente Verkniipfung von Nano-
partikeln auf einer planaren Oberfldche groere dreidimen-
sionale Strukturen aufzubauen (siche Abschnitt 4.1). Aufler
der Herstellung von auf Substraten deponierten Systemen ist
auch die Synthese in Losung vorliegender anorganisch-orga-
nischer Hybridsysteme moglich. Dabei induzieren multiva-
lente Wechselwirkungen eine kontrollierte Aggregation der
Reaktionspartner. Wagner et al. gelang es durch Nutzung
multivalenter elektrostatischer Wechselwirkungen zwischen
Goldnanopartikeln und Coiled-Coil-Peptiden, schaltbar und
reversibel Kolloidanordnungen herzustellen.'*!

3.2. Programmierte Multivalenz durch definierte Biopolymere

Im Unterschied zu den oben aufgefiihrten, synthetischen
Polymersystemen, die auf Grundlage rationaler Uberlegun-
gen beziiglich der Multiplizitédt entstanden sind, ist die Natur
in der Lage, deutlich komplexere Architekturen durch Ver-
wendung von maBgeschneiderten Biopolymeren (Peptide,
Proteine, DNA) zu realisieren.

3.2.71. Peptid-basierte Getriiststrukturen

Eine definierte rdumliche Ausrichtung von Kohlenhy-
drateinheiten in synthetischen Glycopolymeren ist oft schwer
zu verwirklichen. Mithilfe sowohl kurzer flexibler als auch
konformativ fixierter Modellpeptide konnte die Rolle der
Protein-Substrat-Konformation (insbesondere von N-gly-
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cosylierten Peptiden) mittels exakt positionierter Liganden
fiir den Glycosylierungsprozess bereits ausfiihrlich studiert
werden.”? Der Vorteil der Anwendung von Modellpeptiden
liegt darin, dass eine Vielzahl von analytischen Verfahren zur
Strukturcharakterisierung angewendet werden kann und
dariiber hinaus der Vergleich zwischen glycosylierter und
nichtglycosylierter Form wertvolle Informationen iiber die
konformativen Konsequenzen der Modifizierung liefert.

Im Folgenden wird anhand einiger ausgewéhlter Beispiele
ein Uberblick iiber die verschiedenen Peptidriickgrat-basier-
ten multivalenten Strukturen présentiert. Ziel ist dabei nicht
die allumfassende Auflistung aller bisher synthetisierten
Peptid-basierten multivalenten Geriiststrukturen, sondern
vielmehr ein Uberblick iiber die geometrischen Moglichkei-
ten und eine Herausarbeitung der Unterschiede.

Ungeordnete Gertiststrukturen: Unter den Begriff mul-
tivalente ungeordnete Peptid-basierte Geriiststrukturen fallt
eine Reihe sehr unterschiedlicher Verbindungen. Diese be-
stehen im Extremfall aus nur einer Aminosdure und sind bi-
valent oder aus mehreren hundert Aminosiduren mit ebenso
vielen Liganden. Lee und Mitarbeiter entwickelten basierend
auf den seitenkettenmodifizierten Aminosduren Glutamin-
und Asparaginsdure mit y-L-Glutamyl-L-Glutaminsdure (y-
EE) bzw. B-L-Aspartyl-L-Asparaginsdure ($-DD) trivalente
Inhibitoren fiir den Asialoglycoproteinrezeptor (ASGP-
R).1%17 Hierbei wurden die GalNAc-Liganden iiber hy-
drophobe Aminohexylspacer mit den drei Carboxygruppen
der Glutamin- bzw. Asparaginsduren verkniipft (Abbil-
dung 10a, oben). Tam entwickelte basierend auf der Ver-
zweigung von Lysinresten so genannte MAPs (MAPs = mul-
tiple-antigen peptides).'®*® Diesem Konzept folgend
wurden seitdem diverse multivalente Peptid- und Glycopep-
tid-Dendrimere synthetisiert und untersucht.!111]

Multivalente homopolymere lineare Peptidketten sind in
ihrer Anwendung viel verbreiteter als die oben beschriebenen
kleinen Geriiste. Hierbei werden mehrere Liganden iiber die
funktionellen Aminosdureseitenketten statistisch verteilt in

b) helikal C) cyclisch

a) ungeordnet

Abbildung 10. Schema diverser multivalenter peptidischer Geriiststruk-
turen. a) Ungeordnete Strukturen: kleines trivalentes Geriist -DD mit
Glycosylliganden (oben); lineare Peptidkette mit Seitenketten-verkniipf-
ten Liganden (unten). b) Helikale Strukturen: a-Helix mit Glycosylligan-
den (oben); trivalentes Collagen-basiertes Geriist mit drei ,single
chain variable fragments“(scFv)-Liganden (unten). c) Cyclische Struk-
turen: radiale Anordnung der Liganden (oben); axiale Anordnung von
Liganden, z.B. B-Faltblittern (unten).
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die Peptidkette eingefiihrt. Am bekanntesten ist die Poly-L-
glutaminsdure (PGA), an deren Carboxyseitenketten die Li-
ganden iiber chemische oder chemisch-enzymatische Tech-
niken eingefiihrt werden kénnen. Durch die Linge des li-
nearen polymeren Grundgeriists konnen auch grofle Rezep-
torabstiande iiberbriickt werden; zudem ermoglicht die flexi-
ble Struktur eine relativ spannungsfreie Wechselwirkung der
Liganden mit Rezeptoren. Weitere Vorteile des PGA-Ge-
riists sind eine niedrige Toxizitdt und Immunogenitét sowie
die gute Bioabbaubarkeit und Wasserloslichkeit (10 % (w/v)).
Hochpolymere Lysogangliosid/PGA-Konjugate haben sich
als pikomolare Inhibitoren des trimeren Héamagglutinins des
Influenzavirus erwiesen.''” Dabei sind sowohl das Moleku-
largewicht der PGA als auch die Ligandenkonzentration
Parameter, die die Effizienz der Bindung von Influenzaviren
durch PGA-basierte Polymere beeinflussen.®! Eine zu hohe
Ligandendichte schwécht vermutlich wegen sterischer Gege-
benheiten die Bindung.''¥! Die Einfiithrung von Amino-
hexylspacern zwischen dem PGA-Riickgrat und den Ligan-
den kann die sterischen Einschrankungen wieder aufheben.

PGA-basierte Glycopeptide binden selektiv an zahlreiche
pflanzliche Lectine.>!"l Das glycosylierte PGA-Riickgrat
eignet sich daher als Modellsystem fiir Glycane vom Mucin-
typ."'®! Die Glycopeptide wechselwirken spezifisch mit dem
zugehorigen Lectin, und zwar unabhingig davon, um wie
viele Zuckerreste das Glycan gegeniiber dem natiirlichen
Glycoprotein gekiirzt wurde.

Kleine Aminosduren mit Seitengruppen, die moglichst
wenig Einfluss auf z. B. die Loslichkeit des Gesamtkonstrukts
ausiiben, wie Glycin oder Alanin, kénnen als Spacer zwischen
den funktionalisierten Aminoséduren fungieren. So kann nicht
nur der Abstand zwischen den Liganden, sondern auch die
Sekundirstruktur des Peptids beeinflusst werden. Diese Sys-
teme sind hervorragend geeignet, den Einfluss von Ligan-
denabstidnden auf die Ligand-Rezeptor-Wechselwirkungen zu
untersuchen. Unverzagt et al. synthetisierten eine Reihe von
bivalenten Modellpeptiden als Inhibitoren fiir das Influen-
zavirus.'"® Dabei wurden die mit der Aminosiure Asparagin
verkniipften Sialyl-N-acetyllactosamin-Liganden durch flexi-
ble Glycinfragmente unterschiedlicher Kettenlinge mitein-
ander verbunden.

Helikale Geriiststrukturen: Polypeptide, die iiberwiegend
aus Aminosduren mit starker Neigung zur Helixbildung, wie
Alanin oder Prolin, aufgebaut sind, konnen als helikale
multivalente Peptidriickgratstrukturen fungieren. Diese sind
wesentlich steifer als ungeordnete Strukturen, d.h., dass die
Ligandenabstidnde entlang der Helixachse besser an die Re-
zeptorabstdnde angepasst werden miissen. Gleichzeitig wird
aber auch der Entropieverlust bei der Ligand-Rezeptor-Bin-
dung verringert.'”!

Unverzagt et al. studierten anhand eines bivalenten Sys-
tems fiir Influenzainhibitoren den Zusammenhang zwischen
der Lénge einer helikalen Prolinkette zwischen den Liganden
und der Effizienz der Inhibition.'"*! Diese war im Fall einer
ungiinstigen Platzierung der Liganden entlang der steifen
Prolinhelix schlechter als die des monovalenten Systems.
Kiick und Liu nutzten fiir ihre systematische Studie eine
Alanin-reiche Sequenz als a-helikale Geriiststruktur fiir
Cholera-Toxin-Inhibitoren.'"”! Die Glycosylliganden wurden
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iiber Aminohexylspacer mit Glutamatseitenketten des Pep-
tidriickgrats in der Weise verkniipft, dass sie sich in ver-
schiedenen Abstéinden zueinander befanden. Der a-helikale
Inhibitor Cap 35-H-6 inhibierte doppelt so gut wie der un-
geordnete multivalente Inhibitor Cap 35-RC-6 (162-fach
Cap 35-RC-6; 340-fach Cap 35-H-6 im Vergleich zum mono-
valenten Liganden), was vermutlich auf den geringeren Ver-
lust der Konformationsentropie zuriickzufiihren ist.

Kiirzlich konnten Falenski et al. zeigen, dass sich das o-
helikale Coiled-Coil-Faltungsmotiv als multivalente Geriist-
struktur dafiir eignet, mehrere Glycosylliganden entlang der
Helixachsen zu prisentieren.™ Das helikale Coiled-Coil-
System bietet wegen der typischen Primérstruktur des
Heptad-Wiederholungsmusters einzigartige Moglichkeiten
fiir eine justierbare Prasentation von Kohlenhydratfunktio-
nalitdten. Innerhalb des Coiled-Coil-Faltungsmotivs winden
sich zwei bis sieben a-Helices linksgédngig umeinander (Ab-
bildung 11). Die thermodynamische Triebkraft fiir die Ag-
gregation mehrerer Peptidhelices wird zum iiberwiegenden
Teil durch Anordnen hydrophober Aminosduren in Positio-
nen a und d zu einem hydrophoben Kern erzielt. Die Posi-
tionen e und g sind oft mit geladenen Aminoséuren wie Lysin
oder Glutamat besetzt und beeinflussen durch elektrostati-
sche Wechselwirkungen die Spezifitit der Faltung (parallel
gegeniiber antiparallel). Die Positionen a, d, e und g lassen
sich demnach zu einer interhelikalen Erkennungsdoméne
zusammenfassen (siche Rahmen in Abbildung 11). Die Po-
sitionen b, ¢ und f des Heptad-Wiederholungsmusters liegen
zum Losungsmittel exponiert auf der Oberfldche des helika-
len Zylinders (Abbildung 11). Sie stehen einzeln und in

elektrostatische
Wechselwirkungen

Wechsel-
wirkungen

OH

HO.

Abbildung 11. Oben: Helical-Wheel-Darstellung eines parallelen Coiled-
Coil-Dimers. Unten: Schematische Darstellung eines in den Positionen
b, c und f hyperglycosylierten a-helikalen Coiled-Coil-Dimers.
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Struktur zu beobachten.
Selbst die FEinfithrung
von zwolf B-p-Galacto-
seresten (sechs P-pD-Ga-
lactosereste pro 26 Ami-
nosiure langes Peptid) iiber die Serinseitenketten in den 16-
sungsmittelexponierten Positionen eines Coiled-Coil-Dimers
resultierte in einer stabilen Coiled-Coil-Struktur (7,,=72°C
gegeniiber 85°C des unglycosylierten Peptids). In weiterfiih-
renden Studien wird zurzeit die Bindung der Coiled-Coil-
Glycopeptide an natiirliche Glycoproteinrezeptoren wie
Lectine oder den Asialoglycoproteinrezeptor von HepG2-
Zellen getestet.

Die Vorteile der Anwendung Peptidriickgrat-basierter
Geriiststrukturen bestehen vor allem darin, dass der préipa-
rative Zugang mit der chemischen Festphasenpeptidsynthese
und etablierten orthogonalen Schutzgruppenstrategien ge-
wihrleistet ist. Grofere Peptidriickgratstrukturen sind durch
Ligation, Polymerisierung oder Expression zugéinglich. Die
diversen Seitenkettenfunktionen der Aminosduren ermogli-
chen die einfache Einfiihrung unterschiedlicher Liganden.
Nach gezieltem Einbau der Liganden erhilt man monodi-
sperse Systeme. Bei Templaten auf Basis von helikalen Sys-
temen oder Cyclopeptiden kann der Abstand der Liganden
zueinander gesteuert werden. Weiterhin sind Peptidgeriiste
von der Natur adaptiert und daher biokompatibel, d.h., sie
sind gut wasserloslich und bioabbaubar. Die Beantwortung
der Frage, ob die gute Bioabbaubarkeit durch Proteolyse
nicht eher nachteilig ist, hdngt im Wesentlichen davon ab, in
welchem Kontext die multivalenten Peptidsysteme eingesetzt
werden sollen und ob es sich um ungeordnete, definiert ge-
faltete oder hoher organisierte Systeme handelt. Die Syn-
these langer Peptidsequenzen ist teilweise schwierig und zu-
weilen relativ kostspielig. Dieser Nachteil kann in verschie-
denen Fillen umgangen werden, indem man Selbstorganisa-
tionsprozesse nutzt. Lediglich bei Uberbriickung groBerer
Rezeptorabstidnde, was lange und damit flexible Peptidse-
quenzen erfordert, kann es schwierig werden, den Abstand
zwischen den einzelnen Liganden zu steuern und den Verlust
der Konformationsentropie bei der Rezeptorbindung zu mi-
nimieren. Des Weiteren bieten die Seitenketten der Amino-
sduren zusitzliche funktionelle Gruppen, die mit den Re-
zeptormolekiilen in Wechselwirkung treten konnen. Bei ent-
sprechendem Design ist hierdurch eine Bindungsverstdarkung
moglich.

In jiingster Zeit ist es auch gelungen, durch ortsspezifische
Mutagenese und Gencode-Engineering mehrere bioortho-
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Abbildung 12. Nutzung des Barstar-Proteins als multivalentes Geriistmolekiil."”"! Die Alkinfunktionen werden
durch Ersatz einer kanonischen Aminosiure (Methionin) mit Homopropargylglycin ortsspezifisch eingefiihrt.
CuAAC: Cu-katalysierte Alkin-Azid-Cycloaddition.

gonale Funktionalisierungen zielgerichtet an ganzen Protei-
nen einzufiihren.!'?!! Durch etablierte Konjugationsmethoden
konnten so mafgeschneiderte, multivalente Biomolekiile fiir
eine effiziente Lectininhibition generiert werden (Abbil-
dung 12).

3.2.2. PNA/DNA

Nucleinsduremolekiile werden nicht mehr nur als geneti-
sches Speichermaterial betrachtet, sondern zunehmend als
ein Strukturtemplat. Hierbei werden die Watson-Crick-Ba-
senpaarungsregeln genutzt, um DNA- und RNA-Molekiile
sowie Analoga zu instruieren, in Struktur und Grofle defi-
nierte Architekturen zu bilden.'”>1% Meist stehen Duplex-
und Triplexstrukturen und in jiingerer Zeit auch Quadru-
plexstrukturen im Vordergrund, mit deren Hilfe Chromo-
phore,'? Metalle['™ %! und sogar Proteine!"®”! in exakt ein-
gestellten Abstdnden angeordnet werden konnen. Bislang
verfolgte die Mehrzahl der Arbeiten materialwissenschaftli-
che Fragestellungen.

Vor Kurzem wurde erkannt, dass Nucleinsdure-basierte
Architekturen auch den molekularen Lebenswissenschaften
faszinierende Moglichkeiten erdffnen.'?121 So ist vor allem
die multivalente Ligandenprésentation auf Nucleinsdurege-
riisten interessant, weil
a) monodisperse Materialien durch chemische oder biologi-

sche Synthese in nahezu beliebigen Lingenskalen her-

stellbar sind,

b) die Valenz einer Ligandenprisentation durch sequenzin-
struierte Selbstorganisation gesteuert wird und

c) die funktionellen Gruppen auf der Nucleinsdurehelix mit
Angstrgm-Genauigkeit positioniert werden konnen.

Ein weiterer Vorteil ist, dass die Rigiditat/Flexibilitit von
Nucleinsdurearchitekturen wihlbar eingestellt werden kann.
So weist ein DNA-Doppelstrang eine Persistenzldnge von
500 A auf, d.h., innerhalb eines solchen Abstands verhélt sich
ein DNA-Duplex als starrer Stab.'**'*! Den meisten Stab-
strukturen wohnt eine Tendenz zur Aggregation inne. Im
Unterschied dazu zeichnen sich DNA-Duplexarchitekturen
durch ihre hohe Wasserloslichkeit aus, eine fiir biologische
Untersuchungen sehr wichtige Eigenschaft. Unter Einbezie-
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hung von Einzelstrangbriichen oder einzelstréangigen Teilbe-
reichen kann die Flexibilitdt des Nucleinsduregeriists stufen-
weise erhoht werden.

Kobayashi et al. setzten Oligonucleotid-Monosaccharid-
Konjugate mit halbseitig komplementiren Sequenzen in der
Oligomerisierung durch Hybridisierung ein.**'%! Die resul-
tierenden DNA-Galactose- oder DNA-Mannose-Cluster
zeichnen sich durch eine strenge Periodizitédt der Saccharid-
Présentation aus. Anhand dieser Strukturen wurde demon-
striert, dass die helikale Torsion der Ligandenprisentation an
einem DNA-Duplex die kooperative Erkennung von Lecti-
nen beeinflusst. Fiir die multivalente Wechselwirkung mit
Lectinen wie Ricinus-communis-Agglutinin oder Concana-
valin A waren drei Monosaccharidliganden notig.

Winssinger et al. beschrieben eine Methode, bei der die
Topologie eines triantenniren Oligomannosids, das vom HIV
neutralisierenden 2G12-Antikorper erkannt wird, durch be-
nachbarte Priasentation zweier einfacher Mannoside nachge-
ahmt werden kann.® Hierzu wurden Di- und Trimannose-
einheiten an die N- (5') oder C-terminalen Enden (3') von
Peptidnucleinsduren (PNAs) gebunden. PNA ist ein nichtio-
nisches DNA-Analogon, das mit komplementiren DNA-
oder RNA-Stringen sehr stabile doppelhelikale Strukturen
bildet. Einen @hnlichen Ansatz nutzten Winssinger et al. fiir
die bivalente Prisentation von Cyclopeptiden.*” Uber PNA-
PNA-Hybridisierung dimerisierte PNA-Cyclopeptid-Konju-
gate zeigten eine zehnfach hohere Affinitdt fiir den Cy-
tokinzezeptor DRS als monovalente Konjugate.

Scheibe et al. zeigten, dass PNA-Zucker-Konjugate fiir
Abstandsmessungen von Bindungsstellen im Erythrina-cri-
stagalli-Lectin (ECL) genutzt werden kénnen.” Nur fiinf
verschiedene PNA-Konjugate geniigten, um durch Permuta-
tion von komplementidren Sequenzadressen auf dem DNA-
Templat eine Vielzahl multivalenter Architekturen zu er-
schlieBen. Kiirzlich verwendeten Apella et al. diese Methode,
um hochaffine Binder fiir Integrine aufzubauen. Integrine
vermitteln die Zell-Zell-Adhision. Die Uberexpression
dieser multivalenten Rezeptoren steht im Zusammenhang
mit der Metastasierung von Krebs. Die besten Konstrukte
trugen 20 Cyclopeptidliganden und zeigten sowohl in vitro als
auch in vivo eine um zwei Gro3enordnungen bessere Inhibi-
tion der Bindung von Melanomzellen an die extrazellulédre
Matrix als das monovalente Cyclopeptid.'*®!

Eberhard et al. statteten DNA-Architekturen mit Phos-
phopeptid-Liganden aus und nutzten die bivalenten Konju-
gate fiir das rdumliche Screening von Tandem-Phosphopep-
tidbindungsdoménen der Syk-Kinase."™ In dieser Arbeit
wurden einzelstridngige Segmente in die Architekturen ein-
bezogen, um Aussagen iiber die Flexibilitédt einer Proteindo-
mine treffen zu konnen. Ahnlich gingen Abendroth et al. bei
Untersuchungen des Ostrogenrezeptors vor (siche Abbil-
dung 14 in Abschnitt 3.2.3). Die DNA-programmierte
rdumliche Rasterung lieferte auBer dem Abstand der Kon-
sensusbindungstaschen fiir Ostrogen auch Hinweise auf eine
zusitzliche hydrophobe Bindungsstelle auf der Oberfldche
der Ligandenbindungsdoméne.

Die Gruppen um Neri und Hamilton beschrieben DNA-
kodierte selbstorganisierte Bibliotheken, in denen kleine
Molekiile an Oligonucleotide gebunden werden, um diese
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nach Hybridisierung an den Enden von Duplexen und Tri-
plexen di- bzw. trivalent zu prisentieren.** Die Methode
soll die Identifizierung von Wirkstoffen fiir medizinische
Anwendungen erleichtern. Terminal modifizierte Template
auf Basis einer DNA-Quadruplexstruktur ermdoglichen es, die
Affinitdt der présentierten Liganden fiir Zielproteine wie
Cytochrom ¢ oder Trypsin zu steuern,[l#+14

Winssinger et al. machten von einer benachbarten Hy-
bridisierung von PNA-Konjugaten mit DNA-Templaten Ge-
brauch. In einem Beispiel wurde gezeigt, dass 62500 Kom-
binationen kleiner Molekiilliganden nach Affinitétsselektion
gegen Carboanhydrase die partielle Konvergenz der Car-
boanhydrasehemmerbibliothek ermdglichten.'”! Die hete-
robivalente Prasentation von Peptiden an DNA-Duplexen
nutzten Chaput et al., um hochaffine Binder fiir ein regula-
torisches Protein Gall80 der Hefe zu konstruieren.!"*!

3.2.3. Rdumliche Rasterung zur Abstandsmessung in Protein-
komplexen

DNA-Architekturen bieten den Vorteil, dass die Ab-
stinde zwischen den présentierten Liganden iiber die Se-
quenz der beteiligten Strénge in weiten Bereichen program-
mierbar sind. Im Folgenden werden Beispiele diskutiert, in
denen Liganden in Abstinden zwischen 3 und 150 A pri-
sentiert werden, um den Abstand zwischen den Bindungs-
stellen in Rezeptoren zu messen. Exemplarisch werden hier-
bei multivalente Wechselwirkungen zwischen Proteinen und
Kohlenhydraten, niedermolekularen Verbindungen und
Proteinen behandelt. Die Voriiberlegungen zu flexiblen und
starren Spacern finden sich in Abschnitt 2.

Fiir die rdumliche Rasterung des Erythrina-cristagalli-
Lectins (ECL) synthetisierten Scheibe et al. PNA-LacNAc-
Konjugate.®¥ Insgesamt wurden fiinf verschiedene PNA-
Oligomere hergestellt, die drei unabhingige Anticodonse-
quenzen aufspannten. Ein DNA-Templat, das drei verschie-
dene Codonsegmente auf vier Positionen enthilt, ermoglicht
im Prinzip die Bildung von 324 Supramolekiilen (Abbil-
dung 13). Ein tetravalenter PNA-DNA-Komplex wurde von
ECL mit einer mehr als 700-fach (180-fach pro Ligand) ho-
heren Affinitdt gebunden als ein monovalenter PNA-DNA-
Komplex. Bei der Untersuchung bivalenter Komplexe
wurden die hochsten Affinitdten gemessen, wenn die
LacNAc-Liganden in einem Abstand von 104 A angeordnet
waren. Die Einbeziehung einzelstrdngiger Segmente zwi-
schen den beiden doppelhelikalen Regionen in III fiihrte zu
noch hoheren Affinitdten. In ECL finden sich die Bindungs-
stellen in einem 65-A-Abstand auf gegeniiberliegenden Po-
sitionen eines Homodimers. Die Autoren folgerten, dass sich
bivalente Liganden der Kriimmung der Proteinoberfldche
anpassen miissten und dies am besten geldnge, wenn die Li-
ganden von einem flexiblen Templat in einem linearen Ab-
stand von 100 A angeboten werden.

Viele Proteine, die an der Bildung von Protein-Protein-
Wechselwirkungsnetzwerken beteiligt sind, verfiigen iber
mehrere Proteinbindungsdoménen. Ohne Kenntnisse der
Proteinstruktur ist es schwierig, die Voraussetzungen fiir die
hochaffine Bindung eines spezifischen Substrats zu bemessen.
Eberhard et al. nutzten DNA-Peptid-Konjugate, um die Ab-
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Abbildung 13. Sequenzprogrammierte Bildung von PNA-DNA-Komple-
xen zur Steuerung der Valenz (nicht gezeigt) und rdumlichen Anord-
nung von Glycoliganden (gelb).

stande zwischen den Tandem-SH2-Doménen der Syk-Kinase
abzuschétzen, eines wichtigen Signalenzyms bei der Aktivie-
rung von B-Lymphocyten.'*! SH2-Dominen binden Phos-
photyrosin-haltige Peptidmotive, die tiber eine Maleinimi-
dyleinheit mit cysteinmodifizierten Oligonucleotiden konju-
giert wurden. In dieser Studie wurden mehrere DNA-Archi-
tekturen untersucht (Abbildung 14): Bivalente Einzelstringe
1 banden an die Syk-tSH2-Doméne mit sehr hoher Affinitit,
jedoch spielte der Abstand zwischen Phosphopeptid-Anker-

i Zielprotein
2: Duplex (rigide)

Templat %
o3 LY / ol |
> 3: ternarer Komplex (semi-rigide)

Abbildung 14. Prinzip der raumliche Rasterung von Proteinen mit biva-
lenten Peptid-DNA-Komplexen als flexiblem Einzelstrang (1), rigidem
Doppelstrang (2) und unter Einbeziehung semi-rigider Einzelstrang-
segmente in terndren Komplexen (3). Tandem-SH2-Doménen der Syk-
Kinase wurden in allen drei Modi mit Phosphotyrosin-haltigen
KpYETLG-Motiven systematisch untersucht."” Eine rdaumliche Raste-
rung des Ostrogenrezeptors mit Ostrogenanaloga in terniren Komple-
xen zeigte den Abstand zwischen den Konsensusbindungstaschen auf
und gab sogar Hinweise auf eine zweite hydrophobe Bindungsstel-
le."* nt=Nucleotid.
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stellen keine Rolle, was die Autoren der hohen Flexibilitéit
der DNA-Einzelstrange zuschrieben. Nach Hybridisierung
mit einem komplementdren DNA-Strang bilden sich rigide
Duplexe 2. Niedrige Affinitéat fiir Syk-tSH2 zeigten Duplexe,
in denen die Phosphopeptide bei einem Abstand von 5 oder
16 Nucleotiden auf entgegengesetzten Seiten der Doppelhelix
angeordnet waren. Die hochsten Affinititen wurden beob-
achtet, wenn die Phosphopeptide auf der gleichen Helixseite
in einem Abstand von 2 (ca. 7 A) oder 11 Nucleotiden (ca.
37 A), nicht aber 21 Nucleotiden (ca. 70 A) positioniert
wurden. Die Autoren folgerten, dass die Interdoméne, die die
beiden SH2-Doménen in der Syk-Kinase verbindet, nicht in
der Lage ist, Distanzen von 70 A aufzuspannen. Die helikale
Torsion erschwert Abstandsmessungen in den Bereichen
zwischen 10 und 25 A sowie allen ganzzahligen Vielfachen
davon. Aus diesem Grund fiigten die Autoren einzelstrangige
Regionen zwischen den Duplexsegmenten der ternédren
Komplexe 3 ein. Diese Regionen weisen zwar Rotationsfrei-
heitsgrade auf, sind jedoch FRET-Messungen (FRET =re-
sonanter Fluoreszenzenergietransfer) zufolge dennoch deut-
lich weniger flexibel als vollstéindig ungepaarte Einzelstrange.
Experimente mit terndren Komplexen 3, in denen die unge-
paarten Bereiche schrittweise verldngert wurden, lassen
darauf schlieen, dass die Syk-Interdoméne flexibel genug ist,
die SH2-Domiinen in Abstinden zwischen 7 und 50 A anzu-
ordnen.

Ein weiteres aktuelles Beispiel ist die Untersuchung bi-
valenter Wechselwirkungen im homodimeren Ostrogenre-
zeptor mit einem Rezeptorabstand von 3.9 nm (Abbil-
dung 14). Abgesehen von der Kristallstruktur in Gegenwart
verschiedener Liganden sind auch erste bivalente Liganden
mit flexiblen Spacern bekannt.'*! Die Aufgabe bestand nun
darin, einen molekularen MaBstab zur Aufkldrung unbe-
kannter Quartérstrukturen in Proteinkomplexen auf Basis
starrer DNA-Spacermolekiile zu entwickeln. Tatsédchlich
ergab der mafgeschneiderte starre DNA-Spacer die hochste
Bindungsaffinitit bei einem Vergleich mit zu kurzen und zu
langen DNA-Spacern.®™ Auch flexible synthetische PEG-
Spacer zeigten nur eine vergleichsweise schwache bivalente
Bindung.*!

Wittmann et al. konnten durch Roéntgenstrukturanalyse
eines Lectin-Ligand-Komplexes (WGA-GIcNAc) zeigen,
dass Weizenkeim-Agglutinin (WGA) vier Bindungsdominen
mit insgesamt acht Bindungsstellen aufweist, wovon in der
Kristallstruktur jeweils zwei benachbarte Bindungsstellen
durch einen iiberbriickenden, bivalenten Liganden besetzt
werden konnen.™ Durch EPR-spektroskopische Verfahren
konnte diese Struktur auch in Losung bestétigt werden. Dazu
wurden die N-Acetylglucosamin-Liganden iiber PEG-Spacer
unterschiedlicher Linge verbunden und terminal mit Spin-
sonden markiert. Mit diesen bivalenten Konstrukten konnte
so die Abstandsverteilung der bivalenten Liganden bei un-
terschiedlichen Ligand/Rezeptor-Verhiltnissen gemessen
werden. Mit dieser Methode konnten der optimale Bin-
dungsabstand zwischen zwei Liganden in Losung wie auch
unterschiedliche Bindungsmodi ermittelt werden.”
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4. Funktion von multivalenten und polyvalenten
Systemen

Nach den Grundlagen der Multivalenz und verschiedenen
Geriistarchitekturen werden in diesem Abschnitt funktionale
multivalente und polyvalente Systemen vorgestellt. Hier
tiberwiegen die biologisch inspirierten Beispiele mit An-
wendungen in der Medizin, aber gerade in den letzten Jahren
sind interessante supramolekulare Systeme dazugekommen.

4.1. Artifizielle supramolekulare Systeme

Definierte supramolekulare Systeme — aus der anorgani-
schen, organischen oder biologischen Chemie — sind zum
Verstdndnis der an multivalenten Wechselwirkungen betei-
ligten Kréfte und Prozesse in Losung besonders wertvoll.
Konnen solche Systeme in gezielt modellierte und préparativ
aufgebaute flachige oder sphirische Nanostrukturen mit de-
finierter Oberfldche integriert werden, sind quantitative Un-
tersuchungen zu weit reichenden multivalenten Effekten
moglich, wie sie besonders bei flichigen Systemen auftreten
(Polyvalenz).

Synthetische multivalente Wirte und Géste gibt es in der
supramolekularen Chemie viele; demgegeniiber ist die Zahl
der Studien, in denen der Versuch einer genaueren thermo-
dynamischen und kinetischen Beschreibung unternommen
wird, jedoch tiberraschend gering. Darunter finden sich all-
gemeine Modelle fiir Selbstorganisationsprozesse!"™* !> und
konkrete Modelle fiir beispielsweise die Selbstorganisation
von meso-Pyridyl-Zn-Porphyrinen in Tetramere.'™ Mela-
min-Cyanurat-Rosetten,>* bei denen eine groBere Zahl
von Bausteinen iiber Wasserstoffbriicken zu einem Komplex
zusammengebracht wird, wurden hinsichtlich der entropi-
schen Beitriage zur Bindung untersucht.

AuBler iiber die als Beispiele fiir detaillierte thermoche-
mische Analysen in Abschnitt 2.3 gezeigten Systeme wurde
auch {iiber eine Reihe anderer kooperativer, multivalenter
Bindungsprozesse berichtet; darunter finden sich abgesehen
von frithen Arbeiten von Lehn et al. zu Ubergangsmetallhe-
licaten 1! sowie Andersons und Taylors Porphyrinlei-
tern"® auch die molekularen OligoamidreiBverschliisse von
Hunter et al."**1%! (Beispiel siche Abbildung 15).

HN »f« TR
HN *\g.;“(@ﬁ

Abbildung 15. Positiv kooperativ bindender Oligoamidreiflverschluss.

Variiert man die Linge der zueinander komplementéiren
Bausteine systematisch zwischen zwei und sechs Wasser-
stoffbriicken und trdgt man die Bindungsenergien tiber die
Zahl der Wasserstoffbriicken auf, erhélt man eine exponen-
tiell ansteigende Kurve. Jede zusitzliche Wasserstoffbriicke
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liefert also einen hoheren Energiebeitrag als die vorherge-
hende.

Mit der Rolle des Spacers und seiner Flexibilitdt be-
schiftigt sich eine Reihe von Publikationen. Schon Page und
Jencks schitzten Anfang der 1970er Jahre die entropischen
Kosten einer bei der Bindung festgelegten, aber zuvor frei
drehbaren C-C-Bindung auf —TAS =3.8 kImol~! (CH,-CH,)
und —TAS =7.5kImol' (CH,-C=0) bei Raumtemperatur
ab.'l Searle und Williams berichteten iiber geringfiigig
kleinere Werte von —TAS = 1.6-3.6 kI mol ' bei 300 K fiir die
Festlegung von Rotoren in Kohlenwasserstoffketten bei der
Kristallisation eines Alkans."®! Schneider etal. fanden
schlieBlich fiir eine Serie von bivalenten Bisamid/Biscarb-
oxylat-Komplexe mit Spacern unterschiedlicher Linge einen
Wert von —TAS =1.3 kITmol 1.1 I diesen Studien zeigt
sich der Vorteil synthetischer Modellsysteme, die gezielt va-
riiert werden konnen, um prézise Aussagen iiber die Ther-
mochemie machen zu konnen.

Bindungsverstdrkung wurde auch in Komplexen modifi-
zierter Peptide mit Cucurbit[8Juril gefunden (Abbil-
dung 16).'1 Cucurbit[8]uril kann in seinem Hohlraum zwei
Gaste gleichzeitig binden, von denen einer vorzugsweise ein

H e}
PUNES
HNg
,= o Q8:MV-Trp

Rezeptorenaufbau

-/

Peptid

N

divalenter Komplex

Abbildung 16. Cucurbit[8]uril (Q8) bildet ternidre Komplexe mit Methyl-
viologen (MV) und elektronenreichen Arenen, beispielsweise aus der
Seitenkette des Tryptophans (Trp). Programmiert man Peptide mit
diesen beiden Gisten, lassen sich leicht multivalente Wirt-Gast-Kom-
plexe erzeugen (unten). Wiedergabe aus Lit. [168] mit Genehmigung
der American Chemical Society.

Dikation ist, das in der Lidnge in etwa dem Abstand der
beiden Sdume von nach innen weisenden Carbonylgruppen
entspricht. Methylviologen ist ein solcher elektronenarmer
Gast, der fiir die zusitzliche Aufnahme eines elektronenrei-
chen Arens als komplementirer Gast im Cucurbiturilhohl-
raum sorgt. Funktionalisiert man ein Peptid mit Viologen-
seitenketten und ein zweites Peptid mit Tryptophanen in
gleichen Absténden, bilden beide Peptide bei Zugabe von
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Cucurbit[8]uril durch die Paarung der komplementéiren
Giste einen Doppelstrang. Je nach der Zahl der moglichen
Wechselwirkungen ergeben sich dabei auch multivalente
Komplexe, von denen beispielsweise ein trivalenter eine etwa
210-mal hohere Bindungskonstante aufweist als die entspre-
chenden monovalenten Aggregate.

Noch stdrker ldsst sich die Komplexitit verringern, wenn
man supramolekulare Komplexe in der hochverdiinnten
Gasphase eines Massenspektrometers untersucht. Hier ent-
fallen Losungsmitteleffekte komplett, und die intrinsischen
Eigenschaften der Komplexe konnen untersucht werden.
Diese thermochemische Analyse in der Gasphase ist sehr
aufwéndig und wurde bisher noch nicht fiir multivalente
Systeme durchgefiihrt. Allerdings konnte Armentrout bereits
die Bindungsenergien der Kronenether [12]Krone-4 bis
[18]Krone-6 und anderer Ether zu Alkalimetallen ermit-
teln."” Einer der zentralen Befunde dieser Studien war, dass
die Bindungsenergie der Kronenether entgegen der aus dem
Chelateffekt resultierenden Erwartung geringere Werte als
die Summe der Bindungsenergien zu einer vergleichbaren
Zahl kurzer linearer Ether mit insgesamt gleicher Zahl an
Donoratomen aufwies. Dies bedeutet, dass hier die Bindung
der Kronenether systematisch negativ kooperativ erfolgt. Die
allgemein giiltige Vorstellung, dass Alkalimetallionen an jene
Kronenether, in deren Hohlraum sie moglichst genau hin-
einpassen, am stdrksten binden, driickt sich in den Gaspha-
sen-Bindungsenergien nicht anndhernd so deutlich aus wie in
den in Losung gemessenen Bindungsenergien (siche
Lit. [170], zit. Lit.). Dieser Unterschied ist auf einen erheb-
lichen Solvatationseffekt zuriickzufithren und zeigt ein-
drucksvoll, dass der Vergleich isolierter Systeme in der Gas-
phase mit experimentellen Daten aus kondensierter Phase
tiefgreifende Einblicke in Solvatationseffekte liefern und
damit zu einem genaueren Verstdndnis der Bindungsprozesse
beitragen kann. Dies trifft besonders auf die Untersuchung
multivalenter Bindungsprozesse zu, bei denen entropische
Effekte besondere Relevanz vermuten lassen, sodass hier
zukiinftig interessante Forschungsergebnisse zu erwarten sein
diirften.

Zum Schluss dieses Abschnitts zu supramolekularen
multivalenten Systemen soll noch ein Beispiel diskutiert
werden, in dem die multivalente Bindung eine besondere
Funktion ermoglicht. Nach der Synthese mehrerer trivalen-
ter, so genannter ,,Superbiindel“l'""'7?! bauten Stoddart et al.
molekulare Aufziige (Abbildung 17), indem sie an jeden der
drei Ammoniumarme der Gastkomponente eine Viologen-
station (4,4 -Bipyridinium) anhiingten."”*'7¥ Damit wird das
nach Anbringen von Stoppern entstandene [3]Rotaxan
schaltbar. Sind die sekundidren Amine protoniert, komple-
xieren die Kronenether bevorzugt an diesen Stationen, und
die Plattform befindet sich in direkter Nachbarschaft zum
Spacer des Gasts. Deprotoniert man, wandert sie zu den
Viologenstationen und entfernt sich damit vom Gastspacer.

Fine damit verwandte kinetische Untersuchung belegt,
wie wichtig ein Verstiandnis der Eigenschaften des Spacers fiir
ein tiefer gehendes Verstindnis der Multivalenz ist.'” Mit-
hilfe eines Viologen/Dibenzo-[24]Krone-8-Templats gelingt
die dreifache Einfidelung des dreiarmigen Viologengasts in
den trivalenten Kronenetherwirt (Abbildung 18). Dabei sind
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Abbildung 17. Synthese des molekularen Aufzugs durch Stoddart et al.
Wiedergabe aus Lit. [173] mit Genehmigung der AAAS.

doppelt
durchgefadelt

dreifach
durchgefadelt

Abbildung 18. Ein dreifach durchgefideltes Pseudorotaxan auf der
Basis eines Viologen/Dibenzo-[24]Krone-8-Templats zeigt, dass Multi-
valenz sich auch in kinetischen Parametern widerspiegeln kann. Wah-
rend die ersten beiden Einfidelungsschritte sehr schnell erfolgen, be-
nétigt die dritte Achse ca. sieben Tage, um einzufideln. Wiedergabe
aus Lit. [175] mit Genehmigung der American Chemical Society.

die ersten beiden Einfiddelungsschritte schnell, der abschlie-
Bende dritte Schritt jedoch erheblich langsamer — mehrere
Tage sind notig, um die Einfddelung abzuschlieBen. Der
Grund ist recht klar in den chemischen Strukturen der beiden
Komponenten erkennbar. Beide haben rigide aromatische
Spacergeriiste, an denen die Bindungsstellen befestigt sind.
Die beiden Gertiste sind zusétzlich auch noch in der Lage,
miteinander m-m-Wechselwirkungen einzugehen. Nach der
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zweiten Einfadelung ist der Komplex daher so rigide, dass die
dritte Einfddelung nur noch iiber eine hohe Aktivierungs-
barriere erfolgen kann. Wie dieses Beispiel zeigt, ist der
Einfluss des Spacers mannigfaltig, und ein detailliertes Ver-
stindnis von Multivalenz setzt auch eine genaue Untersu-
chung des Spacereinflusses voraus. Insbesondere aber greift
eine rein auf die Thermodynamik der multivalenten Bindung
zielende Beschreibung zu kurz, da Multivalenz sich auch sehr
klar in der Kinetik der Bindung ausdriicken kann.

Weiterhin lassen sich multivalente supramolekulare
Wechselwirkungen zur Nanostrukturierung von Oberflidchen
und zum Aufbau neuer Materialien nutzen (sieche Ab-
schnitt 3.1.2). Multivalente Wechselwirkungen an Grenzfla-
chen werden in der Biologie vor allem zur initialen und re-
versiblen Immobilisierung von gréeren Objekten wie
ganzen Zellen oder von Pathogenen genutzt. Im Unterschied
zu den meisten biochemischen Beispielen sind supramole-
kulare Systeme dank ihrer besser definierten Struktur jedoch
geeigneter, um ein grundlegendes und quantitatives Ver-
stindnis von multi-/polyvalenten Wechselwirkungen an
Grenzflichen zu erzielen.>*71""1 Zunehmend werden Me-
thoden entwickelt, die durch Nanostrukturierung von Ober-
flachen oder selbstorganisierte Monoschichten (SAMs) auf
potenzielle Anwendungen im relevanten GréBenbereich von
1-100 nm abzielen.'’®1™ Hier sind insbesondere biologisch
oder katalytisch aktive, raumlich definierte und somit adres-
sierbare Oberflichen interessant.'® Traditionelle lithogra-
phische Prozesse mit ihrer technisch bedingten Beschrankung
auf eine Léngenskala von > 100 nm wurden hinsichtlich ihrer
bisher erzielbaren Strukturgrofen erweitert (Nanolithogra-
phie).[181

Aber auch durch Multivalenz-gesteuerten Selbstzusam-
menbau von supramolekularen Molekiilen oder funktionali-
sierten Nanopartikeln lassen sich planare oder dreidimen-
sionale funktionale Strukturen (alternativ gezielt auf einem
Oberfliachensubstrat) realisieren, die sich selbst sortieren und
korrigieren, wie von der Gruppe um Reinhoudt und Huskens
demonstriert wurde.'® Ein interessantes Beispiel hierzu von
Crespo-Biel et al. ist ein regelmafBiger Multischichtenaufbau
iiber multivalente Gast-Wirt-Wechselwirkungen durch alter-
nierende Adsorption von Adamantyl pridsentierenden Po-
ly(propylenimin)-Dendrimeren und von Cyclodextrin-be-
schichteten Goldnanopartikeln auf einer initialen Cyclodex-
trin-SAM auf Goldoberflichen (Abbildung 19).1534 Mit
diesem Ansatz ist grundsétzlich der Aufbau von definiert
strukturierten und stabilen Oberflichen oder Materialien
moglich.

4.2. Multivalente Wechselwirkungen an biologischen
Grenzflichen

Von grundlegender Bedeutung bei der Wechselwirkung
biologischer Oberfldchen sind multi- und polyvalente Wech-
selwirkungen zwischen Lectinen und Glycanen. Lectine sind
Proteine mit definierter Glycanerkennungsdoméne auf der
Oberfldche von Viren und Bakterien sowie pflanzlichen und
tierischen Zellen. Affine Inhibitoren der Lectine sind deshalb
geeignet, die Funktion von definierten Kohlenhydratstruk-
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Abbildung 19. Aufbau von dreidimensionalen Strukturen durch
schichtweise Absorption (layer-by-layer, LbL) komplementir funktiona-
lisierter, multivalenter Nanopartikel (Dendrimere und Au-Nanopartikel)
auf SAMs. Wiedergabe aus Lit. [183] mit Genehmigung der American
Chemical Society.

turen aufzukldren, wenn sie als kompetitiver Bindungspart-
ner eingesetzt werden, und bieten dariiber hinaus die Mog-
lichkeit zur pharmakologischen Intervention. Das Phinomen
der multivalenten Glycan-Lectin-Wechselwirkung wird in
den Glycowissenschaften seit seiner Beschreibung gemeinhin
auch als Glucosidclustereffekt bezeichnet und hebt die be-
sondere biologische Relevanz dieses Systems hervor.l®]
Multivalente Glycankonjugate werden in diesem Zusam-
menhang auch als Glycancluster bezeichnet (siche dendriti-
sche Glycocluster in Abschnitt 3.3.1 und DNA-Cluster in
Abschnitt 3.2.2).

Die Bindung eines individuellen Lectins an ein Glycan
(monovalente Bindung) ist relativ schwach, die Dissoziati-
onskonstanten K, liegen typischerweise im millimolaren
Bereich. Stiarkere Wechselwirkungen werden durch Cluster-
bildung beider Bindungspartner realisiert. Hierzu werden
entweder mehrere komplementére, monovalente funktionel-
le Gruppen auf wechselwirkenden zelluliren Oberflichen
présentiert (multivalente Oberflachen), oder die multivalente
Bindung zweier Molekiile wird durch die jeweils mehrfache
Préasentation einer funktionellen Gruppe innerhalb eines
Molekiils realisiert (multivalente Molekiile)."®**” Ein inter-
essantes Beispiel fiir den zweiten Fall — die Wechselwirkung
eines monomolekularen, multivalenten Rezeptors mit multi-
valenten Liganden - ist das losliche bakterielle Adhésin
Choleratoxin (CT), das zur Familie der ABs-Toxine gehort
(Abbildung 20). Es besteht aus einer Toxinuntereinheit, die
allein fiir das Krankheitsbild (Diarrhoe) verantwortlich ist,
und fiinf Lectinuntereinheiten, die die zelluldre Aufnahme in
Enterocyten des Darms ermoglichen. Organisiert in einer
pentavalenten Struktur bindet das CT an seinen zelluldren
Liganden — das Gangliosid GM1 - und wird anschlieend
endocytotisch aufgenommen. Da bis zu fiinf Liganden
gleichzeitig an das Choleratoxin binden konnen, ist dies ein
geeignetes Modell, das Design multivalenter Inhibitoren zu
untersuchen. In diesem Beispiel sind die adressierbaren
Bindungsstellen klar durch ihren Abstand zueinander defi-
niert.

Die Saccharidstruktur des Gangliosids GM1 besteht aus
einem Pentasaccharid, wobei die terminalen Galactose- und
Sialinsdureeinheiten nahezu vollstindig zur Bindungsenergie
beitragen.'”! Ein interessantes Beispiel zum Design der CT-
Inhibitoren, das der Bedeutung von Spacerldnge und -flexi-
bilitdt Rechnung trigt, zeigt eindrucksvoll, wie Inhibitions-
steigerungen erreicht werden konnen.'”!! Multivalenz wird
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Abbildung 20. a) Kristallstruktur einer pentavalenten Choleratoxin-B-
Untereinheit, gebunden an fiinf GM1-Pentasaccharide."® b) Bs-Unter-
einheit eines Shiga-verwandten bakteriellen Toxins, gebunden an einen
pentavalenten, sternférmigen, praparativ hergestellten Polysaccharid-
inhibitor."®! Wiedergabe aus Lit. [189] mit Genehmigung von Macmil-
lan Publishers Ltd.

hier genutzt, um die Adressierung der einzelnen Lectinbin-
dungsstellen zu ermoglichen. Ein bivalentes GM1-Konjugat
erzeugt bereits eine 9500-mal stirkere Inhibitionswirkung
(ICsp) als monovalentes GM1 (bezogen auf die Zahl der Li-
ganden pro Konjugat immerhin noch 4750-mal stirker). Ein
oktavalentes GM1-Konjugat ist sogar 380000-mal stdrker
inhibitorisch wirksam, pro Ligand also 47500-mal aktiver.
AulBler dem additiven Effekt tragt auch die Aggregation der
Choleratoxine durch die multivalenten Liganden zur Inhibi-
tion bei.l'””!

Wie in diesem Beispiel werden zur Evaluierung von in-
hibitorisch wirksamen Verbindungen oftmals kompetitive
Bindungsassays durchgefiihrt, die letztlich einen ICs-Wert
generieren, also die Konzentration eines Wirkstoffes, der zur
halbmaximalen Inhibition eines Proteins/Enzyms fiihrt. Dies
zeigt ein generelles Problem vieler biochemischer Messungen
auf: Diese Messungen werden an einem definierten Protein-
Liganden-Paar durchgefiihrt, und man erhilt somit keine
Daten zu Affinitdten oder Bindungskonstanten, sondern zu
einer entsprechend definierten Wirkung (in diesem Falle
einer Inhibition). Man darf daher ICs,-Werte nur innerhalb
eines Messsystems untereinander vergleichen und nicht mit
Bindungskonstanten (des Inhibitors zum Protein) in Bezie-
hung setzen. Die multivalente Ligandprésentation fiihrt
daher zwar zu niedrigeren ICs;-Werten, ein kooperativer
Effekt ist aber in der Regel nicht definierbar.

Eine starke Inhibition der CT-GM1-Wechselwirkung ge-
lingt auch, wenn der Inhibitor, anstelle der komplexen Pen-
tasaccharideinheit, schlicht aus Galactoseliganden besteht.
Die terminale Galactose des Pentasaccharids ist tief in der
Bindungstasche des CT gebunden und kann daher als ein
einfacher Minimalligand wirken. Fiir das Design eines wirk-
samen Galactose-basierten Inhibitors ist es daher umso
wichtiger, dass der Abstand der hydrophilen Bindungstasche
zur Proteinoberfliche mit einem hydrophilen PEG-Spacer
genau iiberbriickt wird. So zeigt ein Galactosedendrimer!!*?!
gegeniiber dem GM1-Dendrimer gleichen Aufbaus zwar eine
deutlich geringere inhibitorische Potenz, die nicht einmal den
Wert des monomeren Gangliosids GM1 erreicht, unter-
streicht aber dennoch in seiner Wirkungsweise das generelle
Konzept einer Bindungsverstarkung durch multivalente Li-
gandenprésentation.
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Ein weiteres gut untersuchtes Beispiel starker Lectin-
Glycan-Wechselwirkungen zwischen polyvalenten Oberfla-
chen ist das der Selectine und ihrer Glycanliganden. Bei
dieser Zell-Zell-Wechselwirkung leiten die auf beiden Ober-
flichen présentierten Selectine und Liganden die Adhésion
von Leukozyten aus dem Blut an das Gefdendothel ein, was
zur Auswanderung der Leukozyten in entziindetes Gewebe
fithrt (Abbildung 21). In pathophysiologischen Situationen ist
diese Auswanderung dereguliert, und die massive Infiltration
von Leukozyten verstirkt die Entziindungsreaktion durch
vermehrten Gewebeschaden.
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Abbildung 21. Die Selectin-Ligand-Wechselwirkung rekrutiert Leukozy-
ten an das Gefifendothel und erméglicht damit ihre Adhésion. Den
Entziindungsmediatoren folgend, wandern die Leukozyten aus den
Blutgefiflen aus, hin zum Entziindungsherd.

Die Selectine sind C-Typ-Lectine, die Calcium-abhéingig
ihre physiologischen Liganden binden. Das leukozytidre L-
Selectin und die auf dem Endothel prisentierten E- und P-
Selectine erkennen alle den Tetrasaccharidliganden Sialyl-
Lewis* (sLe"; Abbildung22), der von membranstindigen
Proteinen oder Lipiden auf beiden wechselwirkenden zellu-
liren Oberflichen prisentiert wird (Abbildung 21). Zusitz-
liche Sulfatierung der Liganden ist eine Modifikation, die die
Bindung an L- und P-Selectin verstiarkt. Die monovalente
Selectin-sLe*-Wechselwirkung ist schwach und weist einen
Kp-Wert im mM-Bereich auf. In einem reduktionistischen
Ansatz konnte die Leitstruktur sLe* sukzessive vereinfacht
werden, und es wurden iiber Partialstrukturen sogar sLe'-
Mimetika mit nur noch einer Glycanstruktur (Fucose, Ga-
lactose, Sialinsdure und andere) generiert. Auch wenn diese
monovalenten Bausteine schlechtere Affinitdten zu den Se-
lectinen zeigten, konnte ihre Aktivitdt doch durch ihre n-va-
lente Prisentation drastisch gesteigert werden. Bisher wurden
hier relativ niedervalente Systeme (n < 10) untersucht ;%1%
von grofler Bedeutung sind dementsprechend Untersuchun-
gen an polyvalenten Systemen, die durch einen flichigen
Charakter (dhnlich dem Klettverschluss) helfen konnen,
diese Wechselwirkung zu verstdrken. Solche polyvalenten
Selectininhibitoren koénnten die Bildung konformer Zell-
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Abbildung 22. Struktur des Sialyl-Lewis*-Liganden (sLe*) und seine
Selectin-spezifischen Erkennungsfunktionen.

kontakte weit effizienter verhindern und sollten deshalb ge-
eignet sein, die Entziindung zu dimpfen.['77-1%

Thoma et al. konnten zeigen, dass lineare Polylysin-Po-
lymere konjugiert mit einem sLe*™-Analogon die E-Selectin-
vermittelte Zell-Zell-Wechselwirkung unter physiologischen
FluBbedingungen drastisch verringern konnen.* Wihrend
der monovalente Ligand einen ICs-Wert von 30-40 um auf-
weist, erreicht ein funktionalisiertes Polymer mit 420 Ligan-
den einen ICs-Wert von 50 nm bezogen auf die Ligandkon-
zentration am Polymer. Somit steigert sich allein durch die
multivalente Priasentation des E-Selectin-Liganden die inhi-
bitorische Wirkung eines einzelnen Liganden um den
Faktor 700. Die Autoren konnten weiter zeigen, dass die
GroBe und der Grad der Funktionalisierung des Polymers
entscheidend fiir die Inhibitionswirkung sind und zu hohe
Beladungsdichten zur sterischen Hinderung der Bindung
fithren.

In Arbeiten zur Selectininhibition mit funktionalisierten
dendritischen Glycopolymeren (Abbildung 23) konnten Papp
etal. mit einem kompetitiven SPR-basierten Messsystem
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Abbildung 23. Struktur eines dendritischen Galactosekonjugats mit
starker L-Selectin-Bindung; 1Cs,=2.45 um (R=H) und 35 nm
(R=S0;Na).
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nachweisen, dass Galactose als minimaler Selectinligand
wirkt, sofern er in ausreichender Konzentration verfiigbar
ist.?™ Gegeniiber einer tetravalenten Architektur (ICs,=
240 uMm) bewirkt ein dendritisches Polyglycerol-Glycan-Kon-
jugat mit 35 Galactoseeinheiten eine rund 100-fache Ver-
starkung der L-Selectin-Ligand-Inhibition bezogen auf eine
einzelne Galactoseeinheit (ICs,=2.45 um). Das zusétzliche
Einbringen von Sulfatgruppen in das Galactosekonjugat
verstiarkt die Inhibition weiterhin um den Faktor 70, und es
wurde ein ICs-Wert von 35 nM erreicht. Dieser klare Nach-
weis eines Multivalenzeffekts kann durch starre Geriistar-
chitekturen noch deutlich verbessert werden (siehe unten).

In Analogie zu den sulfatierten multivalenten Glycokon-
jugaten konnte mit dendritischem Polyglycerinsulfat (dPGS)
eine hochaktive anti-inflammatorische Verbindung identifi-
ziert werden, die im nanomolaren Bereich an L- und P-Se-
lectine sowie andere Entziindungsmediatoren bindet (siche
Abschnitt 4.3).[72:201.202]

Auch wenn auf einem sphérischen oder fliachigen Polymer
die Prasentation der Liganden nicht mehr rational auf die
komplementidre Rezeptorpositionierung abgestimmt, son-
dern eher statistisch verteilt ist (siche Abschnitt 3.1), resul-
tiert eine signifikante Inhibitionsverstarkung, die nun mithilfe
theoretischer Methoden in Einklang mit der Bindungskinetik
(z.B. der Moglichkeit zur vermehrten Riickbindung der Li-
ganden) und Thermodynamik gebracht werden kann.

AuBler den flachigen polyvalenten Wechselwirkungen von
Nanopartikeln mit planaren Materialien, wie sie in Ab-
schnitt 4.1 beschrieben wurden, sind auch Nanopartikel-
Wechselwirkungen mit biologischen Oberfldchen von grofier
Bedeutung, vor allem fiir die Bildgebung und Diagnostik. Bei
Herstellung, Stabilisierung und Anwendungen von anorga-
nischen Nanopartikeln spielen multivalente Nanopartikel in
doppelter Hinsicht eine wichtige Rolle: Zum einen konnen
durch die multivalente Bindung von organischen Liganden an
Nanopartikeln die Festigkeit der Nanopartikel-Ligand-Bin-
dung und somit die Stabilitit erheblich gegeniiber den ent-
sprechenden Werten fiir andere Reagentien gesteigert
werden. Gleichzeitig kann die durch mangelnde sterische
oder elektrostatische Stabilisierung bedingte Aggregation in
Dispersion deutlich vermindert werden. Andererseits sind
mit organischen Liganden funktionalisierte Nanopartikel
selbst ein multivalentes System, wenn die endstdndigen Reste
der Liganden funktionelle Gruppen tragen. Die Vorteile na-
nopartikuldrer Systeme bestehen darin, dass auf einem sol-
chen Tréger viele funktionelle Gruppen auf engem Raum
lokalisiert sind und damit multivalente Verstarkungseffekte
moglich werden. Zugleich sind aber, im Unterschied zu aus-
gedehnten, multivalent funktionalisierten Oberflichen auf
Substraten, nanopartikuldre Trdger in Dispersion mobil.
Dariiber hinaus konnen Form, Groe und physikalische Ei-
genschaften dieser Partikel gezielt eingestellt werden, und
durch Wahl eines geeigneten Kerns ldsst sich die multivalente
Priasentation funktioneller Gruppen mit Eigenschaften wie
Fluoreszenz oder Magnetismus koppeln.?™ Diese einzigar-
tigen Kombinationsmoglichkeiten machen multivalent funk-
tionalisierte Nanopartikel zu vielversprechenden Systemen
fiir zahlreiche Anwendungen in den Lebenswissenschaften.
Ein Beispiel hierfiir sind die 2001 von Penades und Mitar-

www.angewandte.de

Chemie

10643


http://www.angewandte.de

10644 www.angewandte.de

Angewandte

Aufsdtze

beitern entwickelten Glyconanopartikel, mit Kohlenhydraten
funktionalisierte Gold-, Silber- und Halbleiternanoparti-
kel.?*2%] Glyconanopartikel sind ein vielfiltig einstellbares
biomimetisches Modell fiir die Priasentation von Kohlenhy-
draten auf Zelloberflaichen und wurden zur Untersuchung
von Kohlenhydrat-Kohlenhydrat- und Kohlenhydrat-Protein-
Wechselwirkungen genutzt.?>2"l Dariiber hinaus fanden sie
bereits Anwendung als Biomarker und Biosensoren, z.B. zur
Detektion von Concavalin A und Escherichia coli’™® sowie in
der Biomedizin und den Materialwissenschaften.?® Derned-
de etal. konnten zeigen, dass durch die multivalente Pri-
sentation von Selectinen auf Goldnanopartikeln der ICsy-
Wert der Selectine gegeniiber dem der freien Selectine vom
mikromolaren in den picomolaren Bereich optimiert werden
kann.?” Ebenso lassen sich mit der Immobilisierung von
sulfatierten Kohlenhydratmimetika auf Goldnanopartikeln
(Abbildung 24) eine weitere Steigerung der Bindungsaffinitit
und vor allem eine weit hohere Selektivitit fiir P- gegeniiber
L-Selectinen erreichen. 211

$03
OH -
¢ $0; °
HO, :
o 0©
@S%NN 0 @SMJLN‘“\ 0
*H & 9H
OH ~0-s0;

Abbildung 24. Auf Goldnanopartikeln immobilisierte Kohlenhydratmi-
metika mit Bindungsaffinititen im nano- (links) bzw. picomolaren
(rechts) Bereich sowie guter P- Selectinselektivitit.

Wihrend die monovalenten Liganden keine Bindungsaf-
finitdten zeigen, ergibt sich mit dem multivalenten, an
Goldkolloide gebundenen Liganden ein ICs,-Wert von 10 nm
fiir P-Selectin. Das entsprechende sulfatierte System ist nicht
nur wesentlich stabiler, sondern es bindet auch sehr viel
starker an P-Selectin (IC5,=0.04 nm), etwas schwicher an L-
Selectin (ICs,=0.35 nM). Zahlreiche Anwendungen in den
Lebenswissenschaften erfordern Nanopartikel, die auch unter
physiologischen Bedingungen, d.h. mit relativ hohem Salz-
gehalt und bei Temperaturen um 37 °C, dauerhaft stabil sind.
Um diesen Anforderungen zu geniigen, miissen die zur ki-
netischen Stabilisierung der Partikel erforderlichen organi-
schen Liganden fest an die Partikel gebunden sein. Dazu sind
monovalente Bindungen oft nicht ausreichend, da zwischen
Partikel-gebundenen und freien Liganden ein chemisches
Gleichgewicht besteht. Durch die Wahl eines stabiler bin-
denden multivalenten Liganden kann dieses Gleichgewicht
stark in Richtung der Partikel-gebundenen Molekiile ver-
schoben werden. Somit werden Partikel erhalten, die den
erhohten Anforderungen entsprechen konnen. Gubala et al.
zeigten, dass durch Verwendung mutivalenter Dendronligan-
den anstelle monovalenter Molekiile die kolloidale Stabilitét
von Nanopartikeln drastisch gesteigert werden kann. Durch
eine stabilere, multivalente Bindung der zur Detektion im
Immunassay notwendigen Antikérper auf der Nanopartikel-
oberfliche kann dabei dariiber hinaus die Detektionsgrenze
des Assays erheblich gesenkt werden.”'
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Da Nanopartikel hinsichtlich ihrer Grof3e und Form sowie
der chemischen Beschaffenheit ihrer Oberfliche definiert
eingestellt und mit vielen experimentellen Methoden einfach
experimentell detektiert werden konnen (sieche Ab-
schnitt 2.5), sind sie ein vielversprechendes Modellsystem fiir
die systematische Untersuchung multivalenter Bindungsef-
fekte. Boal und Rotello zeigten, dass die multivalente Er-
kennung von Gastmolekiilen mit dem radialen Abstand von
der Partikeloberfliche abnimmt, und konnten so belegen,
dass es durch flexiblere multivalente Bindungsstellen zu einer
Abnahme multivalenter Erkennung kommt.”**! Zhang et al.
demonstrierten in systematischen Studien am Beispiel von
mit Thiolliganden stabilisierten Goldpartikeln, dass durch
multivalente Bindung die kolloidale Stabilitit erhoht wird.”

Ein weiteres aktuelles Beispiel sind Sialinsdure-funktio-
nalisierte Goldnanopartikel (Abbildung 25a), die eine starke
Bindung an Influenzaviren zeigten. Bei kleinen (ca. 2 nm
Durchmesser) Goldnanopartikeln gelang mithilfe von
Transmissionselektronenmikroskopie (TEM) die Visualisie-
rung des einfachen Anhaftens.® Hierbei konnten die Parti-
kel als kleine schwarze Punkte auf der Virushiille beobachtet
werden. Bei der Verwendung groBer Goldkolloide konnten

a) HO

o~ -~ ~ ~ O
HS ™o \g
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\-0.
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0-_HO 60H
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Abbildung 25. a) Synthese der Sialinsaure-funktionalisierten Goldnano-
partikel (AuNPs); b) elektronenmikroskopische Visualisierung von

14 nm groflen AuNPs; c) Kryo-TEM-Aufnahmen von AuNP-Virion-Kom-
plexen erméglichen erstmals die Visualisierung einzelner multivalenter
Bindungen.
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erstmals einzelne multivalente Bindungen visualisiert werden
(Abbildung 25¢). Uberraschenderweise zeigte das zweidi-
mensionale Bild lediglich drei effektive Bindungen (rdumlich
sind drei bis fiinf Bindungen moglich). Dieser Befund macht
weiterhin deutlich, dass sphérische multivalente Nanoparti-
kel, die nicht deformierbar sind, fiir flichige polyvalente
Wechselwirkungen ungeeignet sind, da wegen der konvexen
Oberfliache nur wenige effektive Bindungspunkte zustande
kommen.

AuBler der Partikelkriimmung von anorganischen Nano-
partikeln limitiert auch die begrenzte Grofle der bislang
verwendeten Polymerpartikel die multivalente Bindungsver-
starkung. Die Hamagglutininrezeptor-Verteilung auf der Vi-
rusoberfldche lésst fiir niedervalente Systeme keine effiziente
Wechselwirkung mit mehreren trivalenten Rezeptoren zu
(sieche Abschnitt 4.3).

Statistische Polymere (Abschnitt3.1), wie das lineare
Polyacrylamid-Sialinsdure-Konjugat mit hohem Molekular-
gewicht (10° Da), zeigten eine bis zu 10%-fache Steigerung der
Bindungsaffinitit und Blockade der Zelladhédsion durch fl4-
chige Wechselwirkungen. Wegen des hohen Molekularge-
wichts des Polymers und der damit verbundenen langen
Verweildauer im Korper ist die In-vivo-Applikation aber
unrealistisch. Nichtsdestoweniger wurde die hohe Effektivitét
dieser linearen Polymere in vitro nachgewiesen.’*2'¥) Zu-
sétzlich zu seiner duferst affinen Bindung kann es die Vi-
ruspartikel sterisch abschirmen, wenn es in Kombination mit
anderen monovalenten Liganden verwendet wird.*"”!

Ein neuartiger Ansatz sind dendritisch aufgebaute Na-
nogele mit gleicher Dimension, wie Influenzaviren, um
kompetitive flichige Wechselwirkungen eingehen zu konnen
(Abbildung 26). In grundlegenden Arbeiten konnten neuar-
tige biokompatible und bioabbaubare Nanogele auf Poly-
glycerinbasis (20-100 nm) entwickelt werden, die durch ein
einfaches modulares Funktionalisierungsverfahren auf ihrer
Oberfliche mit geeigneten Sialinsdureliganden ausgestattet
werden konnen.”'®*'”! Hierbei konnten erstmals starke
Wechselwirkungen zwischen den Sialinsdure-funktionalisier-
ten Nanogelen und den Hidmagglutininrezeptoren auf Influ-
enzaviren erreicht und die zelluldre Infektion bis zu 80%
inhibiert werden.”'® Interessanterweise waren dabei nied-
rigfunktionalisierte Nanogele besser als hochfunktionalisier-
te, was an der moglichen sterischen Uberfrachtung der letzt-
genannten liegen konnte. Diese polyvalenten Nanogele
konnen mittlerweile auch bioabbaubar hergestellt werden®!”
und lassen auf zukiinftige, noch wirksamere Therapieanséitze
hoffen.

4.3. Perspektiven fiir multivalente Wirkstoffe

Trotz langjéhriger, grundlegender Forschungsarbeiten zu
multivalenten Wirkstoffen hat sich bislang noch kein grof3es
Pharmaunternehmen ernsthaft mit dem grofen Potenzial
multivalenter Wechselwirkungen befasst. Der Grund dafiir
diirfte in der starken Fokussierung auf zunichst niedermole-
kulare Verbindungen (,,small molecules®) und mittlerweile
,biologicals“ liegen. Das junge Gebiet der polymeren The-
rapeutika wird daher eher von innovativen kleinen und
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Abbildung 26. Polyvalente Wechselwirkung von Sialinsdure-funktionali-
sierten Polyglycerolnanogelen mit Hamagglutininrezeptoren der Virus-
oberfliche. Durch die effiziente Konkurrenz zwischen dem Nanogel
und den auf der Zelloberfliche prisentierten Glycanstrukturen wie sLe*
werden die virale Bindung und damit die zellulire Infektion durch In-
fluenzaviren um bis zu 80% reduziert.

mittleren Unternehmen aufgegriffen. Fiir multivalente
Wirkstoffe soll dies an zwei Beispielen erldautert werden.

In Analogie zu sulfatierten multivalenten Glycokonjuga-
ten (siche Abschnitt 4.2, Abbildung 23) gelang es, eine ver-
zweigte Heparin-analoge Struktur zu synthetisieren.”’!
Dabei konnte mit dem dendritischen Polyglycerinsulfat
(dPGS; Abbildung 27) eine hochaktive anti-inflammatori-
sche Verbindung aufgefunden werden, die im nanomolaren
Bereich an L- und P-Selectine sowie andere Entziindung-
smediatoren bindet und auch invivo im Mausmodell der
Kontaktdermatitis dhnlich effektiv wie das kommerzielle
Glucocorticoid Prednisolon wirkt.”” Die Vorteile von dPGS
sind seine einfache Zuginglichkeit im Grofmafstab und die
Moglichkeit der Konjugation von Effektormolekiilen, z.B.
von Farb- und Wirkstoffen."”)

Auch im antiviralen Bereich gibt es seit einigen Jahren
eine erste klinische Entwicklung von multivalenten Wirk-
stoffen, so beispielsweise ein multivalentes Mikrobiozid. Vi-
vaGel wurde als topisches Vaginalgel entwickelt, das die
Ubertragung von HIV verhindern oder reduzieren kann. Das
sulfonierte dendritische Gerlist wird gegenwdrtig in einer
klinischen Phase-II-Studie getestet.”? Allerdings ist die bis-
lang limitierte Grof3e der eingesetzten Dendrimere niederer
Generation (<10 nm) verglichen mit der Verteilung der
Hiamagglutininrezeptor-Stellen auf der Virusoberfldche noch
eine Haupteinschrinkung fiir effiziente multivalente Wech-
selwirkungen (Abbildung 28). Hierbei muss natiirlich grund-
sdtzlich auch die Ausscheidung solcher polymeren Wirkstoffe
iiber die Niere mit einer Grenze von ca. 40 kDa berticksich-
tigt werden, was die GroBe nichtabbaubarer Systeme deutlich
einschrankt.
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Abbildung 27. a) Struktur von dPGS; b) therapeutische Studie im Mausmodell der Kontaktdermatitis: Ohrschwellung nach Reizung durch Trimel-
linsdureanhydrid (TMA), dPGS (blaue Balken) im Vergleich zum kommerziellen Prednisolon (Dosis: 30 mgkg™', gelber Balken); c) entziindungs-

selektive Fluoreszenzdiagnostik mit dPGS-Farbstoffkonjugat.

4-5nm

Virusdurchmesser: ca.100 nm

Abbildung 28. a) GréRenverhiltnis zwischen einem HI-Viruspartikel
mit seinen trivalenten Oberflichenrezeptoren und dem dendritischen
Wirkstoffkonjugat (VivaGel, mit freundlicher Genehmigung von Star-
pharma) und b) die schematischen Lingenverhiltnisse fir Himagglu-
tininrezeptoren auf der Virusoberfliche.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Seit der wegweisenden Ubersicht von Whitesides et al.l!
vor 14 Jahren an dieser Stelle iiber biologisch relevante
multivalente Systeme wurde das Phdnomen Multivalenz an
vielféltigen neuen Systemen intensiv untersucht. Auler wei-
teren biologischen Targets erobert die Multivalenz auch zu-
nehmend den Bereich artifizieller Systeme, z.B. die supra-
molekulare Chemie und die Materialwissenschaften.

Theoretische Arbeiten greifen die experimentellen Be-
funde auf und ermoglichen ein tieferes Verstdndnis der
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Multivalenz. Allerdings gibt es noch wenige priadiktive Ar-
beiten, die zuverldssige Vorausplanungen — im chemischen
Sinne — erlauben. Fiir ein besseres Verstdndnis der Multiva-
lenz sind daher vor allem systematische Studien an Modellen
und komplexeren Systemen notwendig. Nur so konnen die
theoretischen Grundlagen weiter ausgebaut werden. Hierbei
ist besonders eine gemeinsame Betrachtung von Kinetik und
Thermodynamik sowie von statistischen Effekten wichtig.

Multivalente Liganden bieten durch die enorme Bin-
dungsverstirkung mit rigiden, definierten Spacern klare
Vorteile gegeniiber monovalenten Liganden, und dies wird
konzeptionell in Zukunft zunehmend auf pharmazeutisch
relevante Targets angewendet werden. Weiterhin ermoglicht
die ,,Programmierbarkeit” rigider Spacer, also das fixe Ein-
stellen des Abstandes zwischen zwei Liganden, die passge-
naue Abschitzung der Abstinde zwischen multivalenten
Bindungsstellen, z.B. in Proteinkomplexen. Besonders in
heteromultivalenten Systemen konnen orthogonale Bin-
dungsstellen eingebaut werden, sodass durch Selbstsortierung
definierte, programmierte Uberstrukturen erhalten werden.

Die exakte Positionierung multivalenter Liganden auf
definierten biologischen Gertisten, wie Proteinen und DNA,
wird zukiinftig eine noch grofere Rolle spielen. Auch im
Bereich polyvalenter Systeme mit flichigen Wechselwirkun-
gen hat es in den letzten Jahren zahlreiche Durchbriiche ge-
geben. Beispielsweise ist es durch die Synthese gezielt her-
gestellter, multifunktionaler Nano- und Mikrogele gelungen,
malBgeschneiderte Wechselwirkungen mit viralen Systemen
zu erreichen. Besonders vielversprechend sind hierbei Ar-
chitekturen mit dhnlicher Gré83e, wie sie auch im biologischen
System vorhanden sind. Allerdings ist die Wechselwirkung
wegen der nur schmalen Kontaktfliche zwischen kugelfor-
migen Partikeln (siche Abbildung25c¢) noch limitiert. Zur
Optimierung der flichigen Wechselwirkung sind in der Zu-
kunft vor allem multivalente Geriistarchitekturen mit nicht-
sphérischer Geometrie von grof3er Bedeutung.

Fiir den In-vivo-Einsatz polyvalenter Systeme an biolo-
gischen Grenzflichen (z.B. Viren und Bakterien) sind vor
allem bioabbaubare multivalente Nanopartikel von grofier
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Bedeutung. Die Ausscheidungsorgane (Niere, Milz, Leber)
setzen hier jedoch enge Grenzen hinsichtlich der Partikel-
groBe.

Im Bereich der multivalenten Wirkstoffe zeichnen sich
erste Erfolge in klinischen Studien ab; allerdings sind solche
neuen Wirkstoffkonzepte nur mit einem Umdenken der
Pharmaindustrie moglich. Nach einem starken Fokus auf
»small molecules“ und mittlerweile auch ,,biologicals* bieten
polymere Therapeutika und insbesondere multi- und poly-
valente Wirkstoffe ein grof3es Potenzial fiir die Zukunft.

Wir danken der Deutschen Forschungsgemeinschaft fiir die
finanzielle Unterstiitzung im Rahmen des Sonderforschungs-
bereiches 765 sowie allen beteiligten Mitarbeiterinnen und
Mitarbeitern fiir ihre wissenschaftlichen Beitriige.
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