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Die Anlagerung eines Influenzavirus an ei-

ne Zielzelle erfolgt Uber mehrfache simulta-

ne Wechselwirkungen zwischen Ham- Virus
agglutinin (HA) und Sialinsédure (SA)

— ein Beispiel fir eine polyvalente

Wechselwirkung. Die Anheftung kann HA
durch einen ebenfalls polyvalenten

Inhibitor effektiv gehemmt werden.
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Polyvalente Wechselwirkungen in biologischen Systemen: Auswirkungen auf
das Design und die Verwendung multivalenter Liganden und Inhibitoren**

Mathai Mammen, Seok-Ki Choi und George M. Whitesides*

Polyvalente Wechselwirkungen zeich-
nen sich durch die gleichzeitige Bin-
dung mehrerer Liganden einer bio-
logischen Einheit (eines Molekiils, ei-
ner Oberfldche) an mehrere Rezepto-
ren einer anderen biologischen Einheit
aus. Derartige Wechselwirkungen
kommen {iberall in der Biologie vor
und haben eine Reihe von Charakteri-
stika, die monovalenten Wechselwir-
kungen fehlen. Besonders im Verbund
konnen polyvalente Wechselwirkun-
gen viel stiarker sein als entsprechende
monovalente Wechselwirkungen, und
sie konnen die Basis fiir das Verstdnd-

die sich grundsitzlich von denen in
monovalenten Systemen unterschei-
den. Zunichst wird der theoretische
Hintergrund fiir das Verstdndnis der
Polyvalenz umrissen, eine Nomenkla-
tur fiir polyvalente Wechselwirkungen
vorgestellt und die zentrale Rolle der
Entropie fiir die Polyvalenz diskutiert.
Die folgenden Abschnitte geben einen
Uberblick iiber eine Reihe biologi-
scher Prozesse, bei denen polyvalente
Wechselwirkungen eine Rolle spielen.
Mit dieser systematischen Ubersicht
werden auf der Grundlage von Poly-
valenz neue Ziele und neue Strategien

pien des Designs und der Synthese
sowie die Untersuchung von syntheti-
schen polyvalenten Liganden disku-
tiert, wobei die Anlagerung des In-
fluenzavirus an Erythrocyten ausfiihr-
lich geschildert wird. In diesem
reprasentativen und gut untersuchten
polyvalenten System gibt es es mehre-
re Arten der Wechselwirkung; die
wichtigsten sind die entropisch ver-
starkte Bindung und die sterische Sta-
bilisierung.

Stichworter: Kooperative Effekte
Molekulare Erkennung - Nichtkova-

nis fordernder und hemmender bio-
\10gischer Wechselwirkungen liefern,

fir das Design von Pharmazeutika
nahegelegt. SchlieB3lich werden Prinzi-

lente Wechselwirkungen - Polyvalenz
- Rezeptoren
/)

1. Polyvalente Wechselwirkungen kommen iiberall
in der Biologie vor

Die Bindigkeit (Valenz) eines Teilchens ist durch die Zahl
der gleichartigen Verkniipfungen gegeben, die es mit anderen
Teilchen im Sinne der Liganden-Rezeptor-Wechselwirkung
bilden kann [GIL. (1, 2)]. Unter Teilchen verstehen wir hier:
kleine Molekiile, Oligosaccharide, Proteine, Nucleinsduren,
Lipide oder Aggregate dieser Molekiile; Membranen oder
Organellen; Viren, Bakterien oder Zellen. In diesem Aufsatz
werden Systeme behandelt, in denen zwei biologische Ein-
heiten oligovalent oder polyvalent wechselwirken, d.h. die
simultane und spezifische Assoziation von zwei oder mehre-
ren Liganden und Rezeptoren.

Die Vorstellung, dafl viele biologische Systeme iiber
mehrere molekulare Kontaktstellen gleichzeitig wechselwir-
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Harvard University
12 Oxford Street, Cambridge, MA 02138 (USA)
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ken, ist bekannt. Gleichwohl ist sie in der molekularen
Biochemie zu einem neuen Schwerpunkt der Forschung
geworden, nachdem sich die Bedeutung von Wechselwirkun-
gen abgezeichnet hat, bei denen mehrere Proteine und
Liganden beteiligt sind. Die Moglichkeit, daB3 gleichzei-
tig auftretende Mehrfach-Wechselwirkungen (polyvalente
Wechselwirkungen) einzigartige kollektive FEigenschaften
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haben, die sich von den Eigenschaften ihrer monovalent
wechselwirkenden Komponenten qualitativ unterscheiden,
legt neue Strategien fiir das Design von Arzneimitteln und
Reagentien fiir die Forschung in der Biochemie und der
Biologie nahe. Die Verstiarkung oder Blockierung kollektiver
oder polyvalenter Wechselwirkungen konnte von vollkom-
men anderen Strategien profitieren (oder diese erfordern), als
man sie bei monovalenten molekularen Wechselwirkungen
anwendet.

Wenige biologische Wechselwirkungen sind bisher als
eindeutig polyvalent anerkannt. In diesem Aufsatz stellen
wir die Hypothese auf, daB Wechselwirkungen zwischen
biologischen Einheiten, die mehrere Liganden und Rezepto-
ren tragen, im allgemeinen polyvalenter Natur sind. Ziel des
Aufsatzes ist die systematische Gliederung und Beschreibung
experimenteller Ergebnisse, die die genannte Hypothese
stlitzen oder fiir sie bedeutsam sind. Auflerdem werden einige
der thermodynamischen Prinzipien umrissen, die polyvalente
Wechselwirkungen von monovalenten unterscheiden; ferner

schlagen wir Strategien vor, die darauf abzielen, polyvalente
Wechselwirkungen zu storen oder zu fordern.

In Abschnitt 2 liefern wir fiinf Beispiele fiir Klassen
polyvalenter Wechselwirkungen, von denen wir glauben,
daB sie in der Humanbiologie wichtig sind. Diese Beispiele
schlieBen Wechselwirkungen zwischen verschiedenen Klassen
biologischer Einheiten ein: Zelle-Virus, Zelle-Bakterium,
Zelle-Zelle, Zelle-Molekiil und Molekiil-Molekiil. Diese
Darstellungen sind nicht umfassend und beschreiben sicher-
lich nicht alle moglichen Arten der polyvalenten Wechselwir-
kungen; vielmehr sind es isolierte Beispiele, die dem Leser
eine Orientierung zu den wichtigen qualitativen Vorstellun-
gen dieses Fachgebiets geben sollen.

In Abschnitt 3 diskutieren wir die Thermodynamik von
polyvalenten Wechselwirkungen sowie die Konzepte fiir die
Kooperativitdt der Bindungen (ausgedriickt durch den Ko-
operativitdtsparameter a) und die polyvalente Verstirkung
bei Bindungen (ausgedriickt durch den neuen Parameter f3,
von dem wir glauben, daf er fiir die Bewertung von poly-

/

George M. Whitesides wurde 1939 in
Louiseville, Kentucky, geboren. 1960
erhielt er den AB-Abschluf3 an der
Harvard University und promovierte
1964 bei J. D. Roberts am California
Institute of Technology (Caltech).
1963 bis 1982 war er Fakultitsmit-
glied am Massachusetts Institute of
Technology (MIT) und wechselte
1982 an das chemische Institut der
Harvard University, dessen Leiter er
1986 bis 1989 war. Gegenwiirtig ist
Whitesides Mallinckrodt Professor of

und mikrofluide Systeme.

Francisco, Kalifornien.

\ biologisch relevanten Makromolekiilen.

G. M. Whitesides

Chemistry an der Harvard University. Er hat in vielen Regierungs- und Industrieausschiissen und Beratungsgremien
mitgewirkt, ist Mitherausgeber von 17 wissenschaftlichen Fachzeitschriften und Inhaber zahlreicher Auszeichnungen,
darunter der Arthur C. Cope Award der American Chemical Society. Whitesides ist Autor von iiber 600 Verdffentli-
chungen; zu seinen gegenwidrtigen Forschungsinteressen zihlen Biochemie, Oberflichenchemie, Materialwissenschaften,
molekulare Virologie, optische Materialien, Selbstorganisation, bioanalytische Chemie, mikroelektromechanische Systeme

Mathai Mammen wurde in Vellore, Indien, geboren und wuchs in Halifax, Neuschottland, auf. Er erwarb den Grad eines
Bachelor of Science in Chemie an der Dalhousie University und seinen Doktortitel 1996 bei G. M. Whitesides an der
Harvard University. In theoretischen und experimentellen Arbeiten untersuchte er Aspekte des Entropie- und
Elektrostatikeinflusses auf die Wechselwirkungen von Molekiilsystemen. Von der Harvard University erwarb er den Grad
eines Doctor of Medicine, und er war ein Mitglied der Harvard Medical School — Massachusetts Institute of Technology
Division of Health Sciences and Technology. Seine Forschungsinteressen umfassen die Anwendung der priparativen und
biophysikalischen Chemie zur Losung biologischer und medizinisch relevanter Probleme (neue Forschungs-,, Werkzeuge*,
pharmazeutische Entwicklungen und medizinische Geriite). Seit Juli 1998 arbeitet er bei Advanced Medicine in South San

Seok-Ki Choi wurde in Puan, Siidkorea, geboren. Er erwarb den Grad eines Bachelor of Science in Chemie 1986 an der
Seoul National University, wo er 1988 auch den Masters of Science in organischer Chemie bei S.-H. Chang erhielt. Seinen
Doktortitel erwarb er 1994 bei K. Nakanishi an der Columbia University, New York, wo er die molekularen
Wirkungsmechanismen von Nervengiften der Wespe untersuchte. Nach einem Postdoktoranden-Aufenthalt bei G. M.
Whitesides an der Harvard University arbeitet er seit April 1997 bei Advanced Medicine in South San Francisco,
Kalifornien. Seine Forschungsgebiete sind die biologische und physikalisch-organische Chemie von Naturstoffen und

/

2910

Angew. Chem. 1998, 110, 2908 -2953



Polyvalente Wechselwirkungen

AUFSATZE

valenten Inhibitoren niitzlicher ist als a). In den folgenden
Abschnitten beschreiben wir Wechselwirkungen in der Bio-
logie, die gut untersucht worden sind und gewif3 oder sehr
wahrscheinlich polyvalenter Natur sind. Diese Wechselwir-
kungen dienen zur Veranschaulichung einiger der verschie-
denen und interessanten Eigenschaften von polyvalenten
Systemen. SchlieBlich diskutieren wir die Prinzipien und die
Ausfiihrung des Designs von polyvalenten Liganden und
beschreiben Methoden zur Uberpriifung und Quantifizierung
der Wirksamkeit dieser Liganden.

2. Beispiele fiir polyvalente Wechselwirkungen, die
in der Humanbiologie von Bedeutung sind

Die folgenden Beispiele zur Mehrbindigkeit stammen von
wichtigen Wechselwirkungen in der Humanbiologie. Die
Reihenfolge der Beispiele spiegelt die momentane Tiefe des
Versténdnisses dieser Wechselwirkungstypen und die Inten-
sitdt der darauf konzentrierten Forschungsaktivitdten wider.

2.1. Bindung eines Virus an die Oberfliche einer Zelle:
Influenza und bronchiale Epithelzellen

Bei der Infektion lagert sich im ersten Schritt das Influen-
zavirus an die Oberfldche einer bronchialen Epithelzelle an
(Abb. 1).I'? Diese Anlagerung geschieht durch Wechselwir-
kung zwischen mehreren Trimeren des Himagglutinins (HA,

—{ca.100 nm |~

Virus-Zell-
Anlagerung

Endocytose; Infektion der Zelle

Abb. 1. Das Influenzavirus lagert sich durch Wechselwirkung des trimeren
Himagglutinins (HA;, dargestellt durch herausstehende Zylinder auf dem
Virus) mit Sialinsdure (SA, dargestellt durch Kappen auf der Zelle) an
Zellen an. Nur wenige der Himagglutinin-Trimere und der SA-Gruppen
sind — nicht mafBstabsgerecht — wiedergegeben.

ein Lectin, das dicht gepackt auf der Oberfliche des Virus
enthalten ist, ca. 2—4 Kopien pro 100 nm? oder 600-1200 pro
Virusteilchen) und mehreren FEinheiten von N-Acetyl-
neuraminsdure (= Sialinsdure, SA, der terminale Zucker
vieler Glycoproteine, der auf der Oberflache der Zielzelle

Angew. Chem. 1998, 110, 2908 -2953

ebenfalls dicht angeordnet ist, ca. 50-200 Kopien pro
100 nm?). Tabelle 1 enthélt weitere Beispiele fiir Zell-Virus-
Wechselwirkungen. Bei einer zunehmenden Zahl von Viren
wurde festgestellt, daf3 sie sich nicht nur eines Wechselwir-
kungstyps zur Anlagerung an Zielzellen bedienen.

2.2. Bindung eines Bakteriums an die Oberfliche einer
Zelle: E. coli und Harnwegs-Endothelzellen

Uropathogene Stimme des Bakteriums E. coli lagern sich
direkt und indirekt durch polyvalente Wechselwirkungen an
die Oberflidche von Epithelzellen in den Harnwegen und der
Blase an (Abb. 2). Dabei sind mehrere bakterielle Proteine
identifiziert worden, die dieses Gewebe bevorzugen. Zwei

. Gal(a1,4) Gal

Zelle
Spitzen der P-Pili
F-Adhésin
G-Adhasin Fibronectin Integrin
Arg-Gly-Asp-
+ NH,
O «/ﬁ)k \)k
002

Abb. 2. Anlagerung von uropathogenen E.-coli-Bakterien an Harnwegs-
Endothelzellen. Diese Anlagerung wird entweder durch Typ-I-Fimbrien
oder duch P-Fimbrien an der Oberfliche des Bakteriums vermittelt. In
diesem Beispiel verwendet das Bakterium Lectin-dhnliches G-Adhisin,
lokalisiert an den Spitzen seiner Fimbrienfilamente (P-Fimbrien), um sich
spezifisch an mehrere Kopien von Gal(al,4)Gal (Pg-Antigen) anzuheften,
die an der Oberfliche der Epithelzellen exprimiert werden. Auflerdem
lagern sich Mehrfachkopien von F-Adhisin auf der Oberfldche von E. coli
an Fibronectin an. Fibronectin trdagt mehrere Kopien der Arg-Gly-Asp-
Reste (RGD), die sich durch multivalente Wechselwirkungen mit Rezep-
toren der Integrin-Klasse fest an Epithelzellen binden. Die Darstellung
(besonders des G- und F-Adhisins) ist nicht maBstabsgetreu.

Beispiele sind P-Fimbrien (sie enhalten G-Protein) und Typ-1-
Fimbrien (sie enhalten FimH-Adhésin), und beide sind an der
Oberflidche von E. coli lokalisiert.™!

Wir erldutern die Mehrbindigkeit in diesem System am
Beispiel der P-Fimbrien. Erstens konnen diese uropathoge-
nen Bakterien das Lectin-dhnliche G-Protein verwenden, das
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Tabelle 1. Beispiele fiir Liganden und Rezeptoren!® an der Oberfliche von Virus und Wirtzelle.’-!

DNA-Viren Erkrankung/Verwendung Molekiil am Virus Molekiil an der Wirtzelle
Papovaviridae DNA-haltiges Tumor-Virus VP10 Z: NeuAc(a2,3)Gal($1,3)GalNAc!®7)
Polyomavirus Z: Sialyloligosaccharide
Polyomavirus
Adenovirus akute Atemwegserkrankungen, P: Reste 1-141 des E3gp!®! P: Klasse-I-MHC!
Mastadenovirus Pneumonie, Gastroenteritis P: RGD-Base des Pentonbasen-Pro- P: Pentonbase wechselwirkt mit 52-

humanes Adenovirus

(auch ein niitzlicher Vektor zur Gen-
therapie)

teins (unterscheidet sich vom Faser-
protein)

Integrinenl'%]

Herpesviridae-alpha
Herpes simplex
Herpes-Simplex-Virus Typ 1

Herpes Simplex

P: Glycoprotein E und D20

P: gD, gH (zweistufige Anlagerung
vorgeschlagen)

Varicella-Zoster-Virus

Windpocken, Giirtelrose

P: Glycoprotein I (gE)?" 2 (gE-Di-
mer dhnelt Fc-Rezeptor)

Herpesviridae-beta

wichtige Ursache fiir Sduglingsblind-

P: gC-11, gp-Reste 204 -297

Z: Heparinsulfat

Cytomegalovirus heit und Entwicklungsverzogerung; (86 kDa) des Gens der H301-a-Do-  P: Klasse-I-HLA-MHC iiber 52-Mi-
Cytomegalievirus Beteiligung bei AIDS und Kaposi-  mine, dhnlich Klasse-I-MHC-a3?* 24 kroglobulin/*’]
Sarkom vermutet
Lymphocryptovirus infektiose Mononucleose P: gp350126] P: C3d-Rezeptor CR2 (CD21) der B-
Epstein-Barr-Virus (Pfeiffer-Driisenfieber) P: gp3i2 Lymphocyten — dhnlich C3-Komple-

mentfragment C3d?"]

Poxviridae
Orthopoxvirus
Vaccina-Virus

verwendet zur Pockenimpfung; sehr
dhnliches Antigenmuster wie Variola-
Virus

P: Reste 71-80 des VGF-Proteins —
dhnlich EGFa

P: EGF-Rezeptor!?’l
(es gibt auch Hinweise dagegen?®)

Parvoviridae
Parvovirus
Hunde-Parvovirus

dieses Virus ist ein Modell fiir den
menschlichen Stamm, der Erythema
infectiosum verursacht (,,Ringelro-
teln*); die menschliche Form kann
Hydrops fetalis oder den Tod des
Fetus verursachen, sofern wihrend
der Schwangerschaft erworben

P: GP1-verankertes Protein/?’]

P: 3201 T-Zellen

P: Oberfldche von Erythrocytenvor-
ldufern im Knochenmark (Infektion
kann Anémie verursachen)

Hepadnavirus
Hepatitis Typ B
humanes Hepatitis-B-Virus

Hepatitis B, eine chronische Infek-
tion, die in 1-2% der Fille zu Le-
berversagen und zum Tod fihrt

P: PriS-Anteil des Env-Proteins

P: Reste 21 -47 des PraS-Anteils des
Env-Proteins

P: PraS1-Sequenz des groBen S-Pro-
teins(0- 31

P: IL-6-Rezeptor, Pra-S1-Bindungs-
protein

P: Rezeptor fiir polymerisiertes Se-
rum-Albumin an Leberzellen

P: Rezeptor fiir polymeres IgA an
Leberzellen

P: Sialoglycoprotein

P: Ankopplung vermittelt durch 16s-
liches IL6; so indirekter Zugang zu
Nicht-Leberzellen

Z: Asialoglycoprotein-Rezeptor!®

Hepatitis-B-Virus der Vogel

Hepatitis B bei Vogeln

P: Glycoprotein 1801

RNA-Viren Erkrankung Molekiil am Virus Molekiil an der Wirtzelle
Picornaviridae Polio P: Reste 95-105 des VP1-Kapsid-  P: gehort zur Immunglobulin-Ober-
Enterovirus Proteins familie®®! (nicht CD44, wie vorher

Poliovirus beschriebenl*l)
Rhinovirus Erkiltung P: Reste des VP1- und VP3-Haupt- P: ICAM-1140
Kapsid-Proteins, die eine Furche auf
der Virusoberfliche auskleidenl®)
Cardiovirus Mengo-Fieber, selten todlich; patho- P: Reste des VP1- und VP3-Haupt-  P: Sialoglycoprotein

Encephalomyocarditis-Virus

gen fiir viele Tiere (hat z.B. eine
todliche Myocarditis bei Schweinen
verursacht)

Kapsid-Proteins*!!

P: VCAM-114

Aphthovirus
Maul- und Klauenseuche-Virus

hochinfektiose Erkrankung bei Rin-
dern, Schafen, Schweinen und Ziegen
(Mortalitdt 10—-70%); fiir Menschen
meist nicht tddlich, wird aber leicht
von Tieren iibertragen (verursacht
hohes Fieber)

P: NS28-Glycoprotein

P: Reste 145-147 (RGD) und 203 -
213 des VP1-Proteins

P: Reste 133-158 und C-terminale
Region des VP1-Proteinsl” 3 4

P: Integrine

2912
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Fortsetzung von Tabelle 1.

RNA-Viren Erkrankung Molekiil am Virus Molekiil an der Wirtzelle
Reoviridae haufigster und wichtigster Erreger P: C-terminaler Abschnitt des Him- 1. P: K562-Erythroleukdmiezellen?
Rotavirus von Gastroenteritis bei Kindern agglutinins! -4l 2. P: B-adrenerger Rezeptor?

humanes Rotavirus

weltweit: iiber 500 Millionen Fille
jahrlich, davon 5 Millionen Todesfille

3. P: Sialoglycoproteine in den Mi-
krovilli der Saumzellen des Diinn-
darmepithels

4. Z: Sialinsdurel”- 4

Togaviridae
Alphavirus
Semliki-Forest-Virus

Fieber, Enzephalitis

P: Nucleokapsid

P: Klasse-I-HLA- und H-2-MHC-
Molekiill#-51

Lactate-Dehydrogenase-Eleva-

Fieber, Enzephalitis

P: Virushiillen-Glycoprotein (VP-

P: Klasse-II-1a-MHC-Molekiil an

ting-Virus 3p)i2 Makrophagen!>!
Sindbis verwandt mit Western-Equine-Enze- P: E1-E254 P: Lamininrezeptor mit hoher Affi-
phalitisvirus; ca. 5% Mortalitéit nitétlss 56

Rubivirus Roételn Z.: nicht identifiziertes Glycolipid®” 5

Rubella
Orthomyxoviridae Haupterreger verschiedener Erkran- P: Hamagglutinin-Protein (HN- oder P: HN-Protein, Leberzellen

Influenzavirus kungen der Atemwege beim Men-  H-Protein)?*-! Z: Sialyloligosaccharide

Influenzavirus schen, darunter Pneumonie Influenza A:1* Z: NeuAc(a2,6)-

Gal($1,4)GIcNAc, Z: NeuAc(a2,3)-
Gal(f1,3)GalNAc, Z: NeuAc(a2,3)-
Gal($1,4)GlcNAc

Influenza C:I% Z: 9-O-AcNeuAc

Paramyxoviridae
Paramyxovirus
Sendai-Virus

Die Bedeutung der Gattung Paramy-
xovirus als Erreger von Infektionen
der unteren Atemwege bei kleinen
Kindern liegt nur hinter der des Res-
piratory-Syncytial-Virus zuriick

P: Hamagglutinin-Protein!/®+%!

Z: Sialyloligosaccharide

Z: NeuAc(a2,3)Gal(1,3)GalNAc
Z: NeuAc(a2,8)NeuAc(a2,3)-
Gal($1,3)GalNAc

Z: Gangliosid GD1a

Newcastle-Disease-Virus

Infektionen der unteren Atemwege

P: Himagglutinin-Neuraminidase!®”)

Z: Sialyloligosaccharide
Z: NeuAc(a2,3)Gal(1,3)GalNAc!®]

Morbillivirus
Masern-Virus

Masern

P: Masern-Virus-Hdmagglutinin(®)

P: CD46/

Pneumovirus
Respiratory-Syncytial-Virus

Haupterreger von Infektionen der
unteren Atemwege (Bronchiolitis
und Pneumonie), spielt moglicher-
weise eine Rolle beim plotzlichen
Kindstod, wichtiger Erreger von
Mittelohrinfektionen

P: ein Fusionsprotein (Nucleo-
kapsid)I!l

Coronavirus, OC43

Erkéltung, Pharyngitis (Entziindung
des Rachenschleimhauttrakts)

Z: Neu5,9Ac2!7

Rhabdoviridae
Vesiculovirus
Vesiculidres Stomatitis-Virus

P: Glycoprotein™!

Z: Phosphatidylserin
Z: Phosphatidylinositol
Z: GM;-Gangliosid™

Lyssavirus
Tollwutvirus

Tollwut

P: Reste 151-238 des G-Proteins —

dhnlich Curare-artigen Neurotoxi-
nenl’s. 76l

P: BHK-21-Zellen

P: Acetylcholin-Rezeptor (Reste
173-204 der a-Einheit

Z: sialylierte Ganglioside

Retroviridael* 77!
Oncovirus C — Human
humanes T-Zell-Leukdmievirus
(HTLV-1)

Krebs — Leukdmie

P: Reste 246253 des Virushiillen-
Glycoproteins — dhnlich dem extra-
zelluldren Teil von HLA-B-MHC
121781

P: Klasse-I-HLA-MHC-Molekiil
P: Interleukin-2-Rezeptor

Strahlungsleukdmie-Virus

Krebs — Leukdmie

P: T-Zell-Rezeptor: L3T4-Molekiil-
komplex!”]

amphotrophisches Retrovirus

Krebs — Leukdmie

P: CD34 auf Knochenmarks-Stamm-
zellen!®)

Oncovirus C — Vogel
Vogel-Leukosevirus

Krebs

P: Low-density-Lipoprotein-Rezep-
torlst. 821

Oncovirus C — Séugetiere
Leukdmievirus bei Médusen
(Moloney)

Krebs — Leukdmie

P: Virushiillen-p71(3

P: Lymphom-Zelloberflichen-IgM
P: Hydrophobes Protein mit unbe-
kannter Funktion aus 622 Aminoséu-
ren

Angew. Chem. 1998, 110, 2908 -2953
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Fortsetzung von Tabelle 1.

RNA-Viren Erkrankung Molekiil am Virus Molekiil an der Wirtzelle
Okotropisches Miuse-Retrovirus Krebs P: Virushiillen-Glycoprotein®  P: Transportprotein fiir Aminoséuren!®’
Nichtokotropisches Mduse-Leuk-  Leukédmie P: gp70 (Oberfliche)!!
amievirus
HIV-1 AIDS P: gp120-dhnlicher Bereich der P: CD4 der T-Zellen
schweren Kette (Ig) P: CD4-Molekiil wechselwirkt mit Klasse-1I-HLA-
P: gp120-dhnliches Neuroleukin DR-MHC
P: gp120-dhnliches Vasoactive  Z: Galactosylceramid (oder nahe verwandtes Mole-
Intestinal Peptidel®” I kiil auf epithelialen HT29-Zellen im menschlichen
Dickdarm)
P: CR2, besonders in Zellen, die mit EBV infiziert
sind
P: Chemokin-Rezeptoren CXCR-4 (T-Zell-tro-
phisch) und CCR-5 (Makrophagen-trophisch) — bei-
de sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit sieben
Transmembranhelices!®!
HIV-2 AIDS P: CD4M)
Simian Immunodeficiency Virus ~ Immunschwichesyndrom P: SIV mac2391°!) P: CD4

(SIV) analog zu AIDS bei Affen

Afrikanisches Schweinevirus

P: p12, p72L% %

[a] P =Protein, Z = Zucker (Glycoprotein oder Glycolipid).

an den Spitzen ihrer P-Fimbrienfilamente lokalisiert ist, um
sich fest und spezifisch an mehrere Kopien des Gal(al,4)Gal-
Abschnitts™ (Pg-Antigen-Abschnitts) eines Glycolipids an-
zuheften. Diese kommen auf der Oberfldche von Epithelzel-
len im Harntrakt vor, besonders in den Nieren. Zweitens:
Mehrere Kopien des F-Proteins auf der Oberfldche von
E. coli lagern sich polyvalent an Fibronectin an, ein l6sliches
Glycoprotein. Das Fibronectin seinerseits bindet sich poly-
valent an die Oberfldche der Epithelzelle. E. coli sammelt sich
in diesen Geweben des Harntraktes, vermehrt sich dort und
kann Krankheiten verursachen (besonders Pyelonephritis, die
gleichzeitige Entziindung des Nierenbeckens und der Nie-
ren). Im allgemeinen binden sich Bakterien entweder direkt
an die Zelloberflache oder an die Molekiile in der extrazellu-
laren Matrix des bevorzugten Gewebes. Bakterien binden sich
an Zucker und an Proteine; Beispiele dafiir sind den Tabellen
2—-4 zu entnehmen.

2.3. Bindung von Zellen an andere Zellen: neutrophile
und arterielle Endothelzellen

Die Anlagerung eines urspriinglich in rasch flieBendem
Blut suspendierten Neutrophils an die Endothelzellen in der
Néhe eines Entziindungsherds erfolgt durch polyvalente
Wechselwirkungen.!'311 Durch eine Entziindung in der
Nahe signalisiert, heftet sich dieses urspriinglich rasch trans-
portierte Neutrophil an die Oberfldche der Endothelzellen an
und bewegt sich dann langsam (10-20 pmmin') weiter
(Endothelzellen sind die Zellen, die das Innere der Blut-
gefidBe auskleiden; Abb. 3). Dieses langsame ,,Rollen* wird
durch Wechselwirkungen zwischen zahlreichen E- und P-
Selectinen an der Oberfldche von Endothelzellen und mehre-
ren Glycoproteinen vermittelt, die an der Oberfliche des
Neutrophils Sialyl-Lewis* (sLeX, ein Tetrasaccharid) aufwei-
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oH HO.

AcHN o}{

Y E-, P-Selectine o
M L-Selectine HO o

Extravasation

Abb. 3. Verletzungen fithren zum Exprimieren und dem Auftreten von E-
und P-Selectinen auf der Oberfliche naher Endothelzellen. Neutrophile
(1) werden zu dieser Stelle (2) hingezogen. Die Neutrophile wechselwirken
polyvalent (iiber sLeX-Einheiten) mit E- und P-Selectinen. AuBerdem
wechselwirken an der Oberfldche des Neutrophils exprimierte L-Selectine
mit endothelialem sLeX. Neutrophile édndern nach der Anlagerung ihre
Form (3). Weitere, durch Integrine vermittelte Anziehung, fiihrt zur
Extravasation (4), d.h. zum Austreten in das umgebende Gewebe.

sen (diese Selectine sind normalerweise an der Oberfldche der
Endothelzellen nicht vorhanden; ihre Bildung wird wéhrend
der Entziindung durch Cytokine induziert).™ AuBerdem
wechselwirkt L-Selectin, das an der Oberfliche des Neu-
trophils zugegen ist, mit endothelialem Sialyl-Lewis*, das an
der Endothelzelle vorhanden ist. Die Valenz dieser Reihe von
Wechselwirkungen kann die Kinetik, Dynamik und Spezifitét
der Neutrophil-Aktivierung stark beeinflussen.'”!] Tabelle 5
enthélt weitere Beispiele zur Zell-Zell-Wechselwirkung.
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Tabelle 2. Beispiele fiir Bakterien, die Zucker (Z) und Proteine (P) an der Oberflidche von Wirtzellen binden.

Bakterium

Erkrankung

Molekiil am Bakterium

Molekiil an der Wirtzelle

Actinomyces naeslundii 12104 und
A. viscosus LY7

chronische Mundschleimhautentziindung

Z: GalNAcf-enthaltende Glycosphingoli-
pide (GSLs), z. B. GalNAc(51,3)Gal(a)-
O-ethyll®: 7]

Candida albicans

Bestandteil der normalen Fauna des
Mundbereiches und des (weiblichen)
Genitaltraktes, verursacht Sekundar-
krankheiten bei Pridisposition (z.B. Dia-
betes Mellitus, Immunschwiche, Dauer-
kathetrisierung, Antibiotika, die die nor-
male Bakterienfauna schidigen)

P: 37-kDa-Laminin-Rezep-
tor

P: 58-kDa-Fibrinogen-bin-
dendes Mannoprotein

P: C3d-Rezeptor

P: Ubiquitin®®

Z: Fucose-enthaltende Glycoside!®! auf
Epitheloberflache

Chlamydia trachomatis

Chronische Keratokonjunktivitis, die zu
Vernarbungen und Blindheit fithren kann
(Geschlechtskrankheiten)
Atemwegserkrankungen

Z: Polysaccharid mit 7-9
Mannose-Resten(!®]

P: Mannose-bindende Proteinel'®!

Enteroaggregative E. coli (EAggEC)

Lebensmittelvergiftung

P: Himagglutinin!'®!

Z.: Sialinsdure

Uropathogene E. coli

Harnwegsinfektion

P: PapG-Adhisin!'®!
P: FimH-Adhésin!'%

Z: Gal(al,4)Gal auf Glycolipid
P: Uroplakine Ia und Ib?

E. coli mit S-Fimbrien

cerebrovasculdare Komplikationen bei
Meningitis

Z: NeuGce(a2,3)Gal und NeuAc(a2,8)-
NeuAcl™

Z: NeuGce(a2,3)Gal und NeuAc(a2,8)-
NeuAc!'™! (gefunden auf Endothelzellen
in kleinen GefdBen des Hirns)

Helicobacter pylori

Magen- und Darmgeschwiire, Magenkrebs

P: Hamagglutinin
P: Laminin-Bindungspro-
tein

Z: Lewis(b)-Blutgruppenantigen!!%!
Z: Neu5Ac(a2,3)Gal (SA-abhingige
Stamme)/107: 105]

Mycoplasma pneumoniae

Pneumonie

P: 40- und 90-kDa-Protein
auf den Spitzen der Pilil'®!

Z: langkettige Sialyloligosaccharidel!!- 1]

Mycoplasma bovis

Pneumonie, Infektionen des Genitaltrak-
tes und der Harnwege

P: 26 kDa Protein!!'?

Z.: Sialinsdure-Reste und wahrscheinlich
auch Sulfatidgruppen

Neisseria menigitidis Meningococcus

Meningitis, akute Nebennieren-

P: Pili (diese enthalten un-

P: CD66 auf Epithelzellen und Neutro-

insuffizienz gewohnlicherweise Diga-  philen!'!¥]
lactosyl-2,4-diacetamido- P: Glycoprotein G auf RSV auf Ober-
2,4,6-tridesoxyhexose)l'®  fliche der Zielzelle (Coinfektion)!'']
Porphyromonas (Bacteroides) gingi-  Gingivitis Z: p-GalNAc!!!

valis

Pseudomonas aeruginosa

befillt Bereiche ohne natiirliche Abwehr
(Katheter) und verursacht Erkrankung im
immungeschwichten Wirt

P: Pilus-Adhisin

Z: GalNAc(f$1,4) in Asialo-GM,; und
Asialo-GM, oder GM, "]

Z.: Mucin-Glycopeptide im Speichel (Sia-
linsédure)!!18]

Z: Lactose der Glycolipidel'”]

Rhizobium lupini

P: L-Fucose-bindendes Pro-
tein

Z: L-Fucosel'?

Staphylococcus saprophyticus

Harnwegsinfektionen

P: Oberflichenlectine

Z: Blutgruppe A (terminales GalNAc)!'!]

Streptococcus suis

Meningitis

Z: Gal(al,4)Gal, vorhanden im P1- und
Pk-Blutgruppen-Antigen!'??!

Z: N-Ac(a2 —3)poly-NAc-lactosamingly-
cane; NeuNAc(a2,3)Gal(51,4)GlcNAc!]

Streptokokken (M + Gruppe A)

Nasopharyngitis, Freisetzung von erythro-
genen Toxinen kann Scharlach verursa-
chen; auch als Sekundirinfektion neben
Influenzaviren vorkommend, in diesen
Fillen Erreger von tddlicher Pneumonie

P: C3, hauptséchlich C3b und iC3b auf
PMN[]ZA]

Streptococcus sanguis, Streptococcus
sobrinus (Mundhohle)

Bestandteil der normalen Flora in den
oberen Atemwegen: Mangel kann Er-
krankung verursachen

Z: Sialinsdure der Glycoproteine im
Speichell']

Yersinia enterocolitica

schwere Bauchkrampfe und Durchfille;
kann in manchen Féllen Sepsis verursa-
chen

Z: Gal, GalNAc, Lac im intestinalen
Mucin!'?0]
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Tabelle 3. Beispiele fiir Bakterien, die an Derivate des Glycolipids Lactosylceramid binden.['% 122 127-133]

Bakterium Zielgewebe
Bacteroides fragilis Dickdarm
Bacteroides ovatus Dickdarm
Bacteroides vulgatus Dickdarm
Bacteroides distasonis Dickdarm
Bacteroides thetaiotamicron Dickdarm
Lactobacillus fermentum Dickdarm
Lactobacillus acidophilus verschiedene
Fusobacterium necrioohorus Dickdarm
Fusobacterium varium Dickdarm
Clostridium difficile Dickdarm
Clostridium botulinum Dickdarm
Propionibacterium granulosum Haut, Dickdarm
Propionibacterium acne Haut
Propionibacterium freudenreichii Milchprodukte
Actinomyces viscosus Mund
Actinomyces naeslundii Mund
Shigella dysenteriae Dickdarm
Shigella flexnerii Dickdarm
Shigella sonnei Dickdarm
Salmonella typhimurium Dickdarm

E. coli Darm

Vibrio cholerae
Campylobacter jejunii
Hemophilus influenzae
Yersinia pseudotuberculosis
Yersinia pestis

Neisseria gonorrhoeae
Pseidomonas aeruginosa

Diinndarm, Dickdarm
Darm

Atemwege

Darm

Darm

Harnwege

Atemwege

Tabelle 4. Beispiele fiir Bakterien, die Zucker (Z) und Proteine (P) in der extrazelluldren Matrix binden.

Bakterium

Erkrankung

Rezeptor (Ligand) am Bakterium

Ligand (Rezeptor) an der Wirtmatrix

Aspergillus fumigatus conidia

lokale Pilzinfektionen

P: D-Domiine des Fibrinogens!'3

Borrelia burgdorferi

Lyme-Borreliose (Zecken-Borre-
liose)

P: Integrin allbp3 (GlycoProtein IIb-IIIa)
(RGD)[ISS]

Bordetella pertussis

Keuchhusten (Pertussis)

P: Pertactin und filamentdses Himagglu-

tinin (FHA); Zell-Bindungssequenz
(RGD)!13l

Candida albicans

Bestandteil der normalen Fauna des P: 37-kDa-Laminin-Rezeptor

Mundbereiches und des (weibli-

chen) Genitaltraktes, verursacht protein

P: 58-kDa-Fibrinogen-bindendes Manno-

Sekundérkrankheiten bei Pradispo- P: C3d-Rezeptor

sition (z.B. Diabetes Mellitus, Im-
munschwiche, Dauerkathetrisie-
rung, Antibiotika, die die normale
Bakterienfauna schidigen)

P: Ubiquitin!®!

Z: Zellwand-Polysaccharid von Strepto-
coccus gordoni bei Coinfection!'"]

Z: Oligosaccharide, die sowohl -1,2- als
auch a-1,2-Bindungen enthalten!'3-14]

Chlamydia trachomatis

Chronische Keratokonjunktivitis,
die zu Vernarbungen und Blindheit
fithren kann
(Geschlechtskrankheiten)
Atemwegserkrankungen

P: Heparin-bindendes Proteinl'4!]

Z: Heparinsulfat-dhnliche GAG!'#! 142 mit
Decasacchariden mit minimaler Ketten-
ldnge!'+!

Enterococcus faecalis

Durchfall

Z: Galactose, Fucose und Mannosamin,
aber nicht Mannosel'*

E. coli mit S-Fimbrien

Magen-Darm-Infektionen

P: S-Fimbrien-Protein SfaA

Z.: inhibiert durch NeuAc(a2,3)-lactose!'®]
Z.: Glycolipide, die terminale Gal(3SO,)f-
1-Reste enthalten!'??]

Haemophilus influenzae

Infektionen der oberen Atemwege, P: Hochmolekulare Proteine (HMW-1

héufig bei Sekundérinfektionen ne- und HMW-2)!14l

ben Influenzaviren

Leishmania donovani

protozoischer Parasit, verursacht
Kala-Azar

P: Heparin-Bindungs-Protein

Z: Heparinl'#"]

Mycobacterium paratubercu-
losis

kein bedeutender Krankheitserre-
ger beim Menschen

P: Fibronectin!'* 1491
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Fortsetzung von Tabelle 4.

Bakterium

Erkrankung

Rezeptor (Ligand) am Bakterium

Ligand (Rezeptor) an der Wirtmatrix

Mycobacterium bovis

chronische granulomatose Infektio-

nen, speziell der Lunge

P: Protein 85B und pS55-Protein

P: Kollagenbindungsdoméne von Fibro-
nectin, im Plasma vorhandenes Glycopro-
tein[ISU]

Mycobacterium avium-intra-
cellulare (MAI)

haufiger Krankheitserreger bei
AIDS-Patienten

P: Laminin, Kollagen I und Fibronectin!'!]

Prevotella intermedia

Zahnwurzelentziindungen

P: Lactoferrin-Bindungs-Protein (Lacto-
ferrin inhibiert die Bindung)

P: Fibronectin, Kollagen I und IV sowie
Laminin!!>

Salmonella enteritidis

schwere Durchfille (hdufiger Erre-
ger von Lebensmittelvergiftungen
durch Hiihnerfleisch oder -eier)

P: Fibronectin!'%

Staphylococcus aureus

wichtiger Krankheitserreger beim
Menschen, verursacht ein breites
Sprektrum an Infektionen; kann zu
Meningitis, Endokarditis und Ost-

eomyelitis fithren

P: Drei Wiederholungseinheiten eines 38-
Reste-D-Motivs

P: Fibronectin-Bindungs-Proteine

(galel A und ZZ-FnBP B)

P: 60-kDa-Protein

P: Kollagenbindungsdoméne (CBD) des
Kollagenadhésins

P: Kollagen-Rezeptor, entweder zwei
oder drei Kopien eines 187-Aminosduren-
Wiederholungsmotivs

P: N-terminales 29-kDa-Fragment des
Fibronectins (Fn29 K)['54

P: Fibronectin!'>

P: BSP (kleines (=~ 80 kDa) Integrin-bin-
dendes, RGD-enthaltendes Knochenma-
trix-Glycoprotein )36 157)

P: Kollagen des Knorpels!'**

P: Collagen!!> 1601

P: N-terminale Region (Heparin-binden-
de Doméine) des Fibronectins!'®!

Staphylococcus aureus

Osteomyelitis und infektiose Ar-

thritis

P: Kollagen-Adhisin

P: Fibrinogen-Rezeptor (Gerinnungsfak-
tor) Fibronectin-Bindungsprotein (FnBP)
P: Unbekanntes Protein (60 kDa)

P: Kollagen (hoher Grad an Spezifitdt und
Affinitit)162]

P: Fibrinogen!'®> 164l

P: Laminin (aus Pepsin erhaltenes (P1)-
Fragment)!165. 166]

P: Vitronectin!'*’!

Staphylococcus saprophyticus

Harnwegsinfektionen

Z: Anheftung wird teilweise durch Man-
nose inhibiert!'%!

Streptococcus

weites Spektrum an Magen-Darm-

und Atemwegsinfektionen

P: Kollagen 11"

Streptokokken der Gruppe A

infektiose Endokarditis, Glomeru-
lonephritis und rheumatisches Fie-

P: Lipoteichonsdure (LTA) und M-Protein
(Bindung wird inhibiert durch LTA)[%: 170]

P: Fibronectin
P: Humanplasminogen und -plasmin

ber P: Glycerinaldehyd-3-phosphatdehydro-  P: vielfache Bindungen an Plasma-Fibri-
genase (GAPDH)!'"!: 172l nogen, -Albumin und -Fibronectin
P: F-Protein!'7!
P: PAM (verwandt mit den M-Proteinen)
P: M3-Protein!7
Nephritis(+)- und Glomerulonephritis P: Nephritis-Plasmin-Bindungsprotein P: Humanplasmin (Bindung wird durch

Nephritis(—)-Streptokokken
der Gruppe A

(NPBP)!173]

e-Aminocapronsiure blockiert)

Streptococcus bovis

Harnwegsinfektionen, Endokarditis

Z: Lipoteichonsiurederivat!!]

Streptococcus defectivus

fiir Menschen nicht pathogen

P: Oberflachenprotein (ca. 200 kDa)

Z: Zell-sezernierte extrazelluldre Matrix
(ECM)[177]

Streptococcus dysgalactiae

Sepsis und Meningitis bei Sduglin-

gen

P: Fibronectin(Fn)-Rezeptoren FnBA und
FnBB

P: Fibronectin!'5- 157]

Streptococcus pneumoniae

Pneumonie

P: Laminin, Kollagen I, II und IV sowie
Fibronectin und Vitronectin!'7*]

Streptococcus pyogenes

wichtiger Krankheitserreger, der
ein weites Spektrum an systemi-
schen und lokalen Infektionen ver-
ursacht, assoziiert mit immunologi-
schen Erkrankungen nach Strepto-

kokkeninfektionen

P: F-Protein (Struktur im Kristall bekannt)
P: Streptococcal-Fibronectin-Bindungs-
protein (Sfb-Protein, 37-Aminoséuren-Se-
quenz)li7>: 1801

P: 9-kDa-Glycosaminoglycan-Bindungs-
protein (GAG-BP)!18!l

P: M-Protein!!#> 183

P: Fibronectin!'4 184
P: Basalmembran beim menschlichen
Herzmuskel

Veillonella atypica PK1910
(orales Bakterium)

orale Infektionen

Z: Co-Aggregate mit manchen oralen
Streptokokken (sowohl Lactose-inhibier-
bar als auch nicht-Lactose-inhibierbar)!'’]

Yersinia enterocolitica

Bauchkrampfe und Durchfille

P: Membranprotein YadA

P: aus Knorpel gewonnenes zelluldres Fibro-
nectin und Humanplasma-Fibronectin!!%]

Yersinia pseudotuberculosis

Bauchkrampfe und Durchfille

P: Adhisin YadA

P: f1-Integrinel'®"]
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Tabelle 5. Beispiele fiir polyvalente Zell-Zell-Wechselwirkungen.

Zelle 1 Molekiil an Zelle 1 Zelle 2 Molekiil an Zelle 2
Neutrophil L-Selectin, P-Selectin [192-194 Endothelzelle sulfatiertes sLeX13 195]
Neutrophil sulfatiertes sLeX[1%] Endothelzelle E-Selectin!'%!
Neuron Neural Cell-Adhesion Molecule (NCAM) Neuron NCAM
wie L1, NCAM-H, CD24 und a4-Integrin!!?2 197]
Neutrophil E-Selectinl']
Neutrophil Cadherinel'*®] sulfatiertes sLeX[!?]
T-Zelle T-Zellen-Rezeptor!!*’] Antigen-tragende Zellen =~ Haupt-Histokompatibilitidtskomplex (MHC)[!!*’]
T-Zelle CD3kwI Antigen-tragende Zellen =~ MHC
T-Zelle CD28Pot Antigen-tragende Zellen =~ MHC
Thrombocyt Ia/Ila Endothelzelle Kollagen*”!
Thrombocyt IIb/11al®] Thrombocyt 1Ib/111a
Tumorzelle GalTasel Endothelzelle GIcNAc
Spermium GalTasel™ Eizelle GleNAc
alternder Erythrocyt  desialylierte Glycoproteinel2%-2%] Leberzelle Lectin vom C-Typ

2.4. Bindung von Zellen an polyvalente Molekiile:
Bakterien, Antikorper und Makrophagen

Alle Klassen von Antikorpern — eine wichtige Gruppen von
Proteinen, die Teil des Immunsystems sind — haben mehrere
dquivalente Rezeptorstellen: zwei (IgD, IgE, IgG, IgA), vier
(IgA), sechs (IgA) oder zehn (IgM). Ein allgegenwirtiges
Charakteristikum der Immunerkennung scheinen polyvalente
Bindungen an die Strukturen zu sein, die diese Antikorper
erkennen — dies konnen Antigene sein oder andere Liganden,
die auf der Oberfliche von Bakterien, Viren, Parasiten,
Arzneimitteln, nicht korpereigenen Zellen oder anderen
Strukturen vorhanden sind (einschlieBlich nichtkovalent ge-
bundener Komplexe, die normalerweise im Blutkreislauf
nicht vorliegen). Diese Wechselwirkungen koénnen sowohl
Prozesse inhibieren, die bei der Infektion wichtig sind (z.B.
die Anlagerung eines fremden Organismus an die Zielzelle)
als auch auch die Clearance unterstiitzen (Entfernung der
fremden Partikel entweder durch Abbau durch Makrophagen
oder andere Komponenten des Immunsystems, oder aber
durch Filtration durch die Niere).?” Polyvalenz erméglicht in
diesen Fillen hochaffine Bindungen an Oberflichen mit sich
wiederholenden Epitopen, was eine charakteristische Eigen-
schaft der Oberflidche von fast allen eindringenden Pathoge-
nen ist (Epitop=Bereich eines Antigens, der mit einem
spezifischen Bereich eines Antikorpers wechselwirkt).

Die am hinteren Teil (dem Fc-Abschnitt) des Antikorpers
liegenden Mannose-Reste wechselwirken mit Mannose-Re-
zeptoren (dem Fc-Rezeptor) auf der Oberfléiche eines Makro-
phagen. Die Wechselwirkung eines einzelnen Fc-Abschnitts
mit seinem Rezeptor scheint zu schwach zu sein, um eine
Aktion des Makrophagen zu induzieren, d.h., freie (unkom-
plexierte) Antikorper in Losung aktivieren keine Makro-
phagen, und ein einzelner Antikorper bindet sich auch nicht
an ein abgebautes Stiick eines fremden Pathogens. Mehrere
Antikorper hingegen, die an die Oberflidche eines infektiosen
Partikels gebunden sind, gehen starke Wechselwirkungen mit
mehreren Rezeptoren auf der Oberflache des Makrophagen
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ein und ergeben eine dreischichtige Struktur, die an beiden
Nabhtstellen durch polyvalente Wechselwirkungen stabilisiert
ist (Abb. 4).208-210]

Bakterium

Antigen
Antikdrper

Makrophage

OH

. Mannoserest

HO: OR

Abb. 4. Polyvalente Bindungen eines Makrophagen in mehreren Schich-
ten an ein Bakterium iiber Antikorper. Der Antikorper erkennt einen
Oberfldchenliganden (in der Regel ein Protein) auf der Oberflédche eines
Bakteriums und kann bivalent binden. Der Makrophage erkennt (mit Fc-
Rezeptoren) die Mannose-Reste am ,,Schwanz“ der konstanten Domine
des Antikorpers und bindet ebenfalls multivalent an das Pathogen.

Dariiber hinaus gestattet Polyvalenz in diesem System nicht
nur Stabilitdat und Spezifitit bei der Erkennung eines Bakte-
riums durch einen Makrophagen, sondern auch die nachfol-
genden Wirkungen des Makrophagen hingen stark von
polyvalenten Wechselwirkungen ab. Mehrere Wechselwir-
kungen zwischen dem Makrophagen und dem Antikorper-
bedeckten Bakterium fithren auf dem Makrophagen zu einer
Vernetzung der Oberflichenrezeptoren. Dadurch wird ein
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internes Signal in dem Makrophagen zur Phagocytose ausge-
16st, das zu seinem Abbau fiihrt.2'!] In Abschnitt 4.4.1
diskutieren wir einen allgemeinen Mechanismus fiir diese
Art der Signaltransduktion. Andere Beispiele, bei denen sich
polyvalente Molekiile an die Oberfldche von Zellen anlagern,
sind in den Tabellen 6 und 7 aufgefiihrt.

2.5. Bindung polyvalenter Molekiile an polyvalente
Molekiile: Bindung von Transkriptionsfaktoren an
mehrere Bindungsstellen der DNA

Ein Beispiel, bei dem Molekiile polyvalent wechselwirken,
stammt aus der Biologie der Gen-Regulation durch oligomere
Transkriptionsfaktoren (Abb.5). Der retinoide X-Rezeptor
(RXR) fungiert in Gegenwart seiner Liganden als Transkrip-
tionsfaktor.?® Jeder RXR-Liganden-Komplex (RXR-L) bin-
det an einen DNA-Einzelstrang, genannt das ,Cellular
Retinol-binding Protein II Element“ (CRBP-II-Element).
Die intrinsische Affinitdt einer RXR-L-Einheit zu einem
CRBP-II-Element ist niedrig, die eines Dimers (RXR-L), zu
zwei angrenzenden Elementen (CRBP-II), ist hoher, aber
immer noch niedrig. Die eines Tetramers (RXR-L), zu vier
benachbarten (CRBP-II),-Elementen ist miBig, die eines
Pentamers (RXR-L); zu fiinf angrenzenden (CRBP-II)s-
Elementen ist hoch und bedeutend hoher als die eines
Tetramers. In diesem Beispiel fungiert der Transkriptions-

Tabelle 6. Rezeptoren fiir bakterielle Toxine.[!% 129212, 213]

DNA

niedrige Affinitat

R §\

| B

Y

hohe Affinitat

Abb. 5. Bindung von Transkriptionsfaktoren an mehrere Bindungsstellen
der DNA. Oben: Der Komplex aus dem monomeren Retinoid-X-Rezeptor
(RXR) und dem Liganden (L), RXR-L, bindet mit geringer Affinitit an
das CRBP-II-Element der DNA. Mitte: Der dimere Komplex (RXR-L),
hat eine hohere Affinitdt als der monomere Komplex. Unten: Der
pentamere Komplex (RXR-L)s hat bereits eine sehr hohe Affinitdt zur
DNA.

Bakterium Toxin Ligand

Vibrio cholerae Choleratoxin/?'¥

Z: Isoliganden:'°]

Z: GM,: Gal($1,3)GalNAc(B1,4)(NeuAc(a2,3))Gal(B1,4)Glc(B)-ceramidi?! 210

NeuAc(a2,3)Gal($1,3)GalNAc(B)(NeuAc(a2,3)Gal(B1,4)Gle(fB)-ceramid
Gal(B)GalNAc(f1,4)(NeuAc(a2,8)NeuAc(a2,3)Gal(51,4)Glc(f)-ceramid
GalNAc(f1,4)Gal(B1,3)GalNAc(81,4)((NeuAc(a2,3)Gal(81,4)Glc(f)-ceramid
Fuc(al,2)Gal($1,3)GalNAc(S1,4)((NeuAc(a2,3)Gal(f1,4)Glc(f)-ceramid
Gal(p1,3)GalNAc(pB1,4)(R-NeuAc(a2,3)Gal($1,4)Glc(f)-ceramid (R = Lucifergelb CH, Rhodamin

oder DNP)

hitzelabiles Enterotoxinl2!7]
Tetanustoxin

E. coli
Clostridium tetani

Z: GM,['¥]

Z: Isoliganden:

Z: Gal($1,3)GalNAc(B1,4)((NeuAc(a2,8))NeuAc(2,3)Gal(B1,4)Gle(B)-ceramid >8]

NeuAc(a2,3)Gal(51,3)GalNAc(B1,4)((NeuAc(a2,8))NeuAc(a2,3)Gal(51,4)Gle(f)-ceramid
NeuAc(a2,8)NeuAc(a2,3)Gal(51,3)GalNAc(S1.,4)(NeuAc(a2,8)NeuAc(a2,3)Gal(f1,4)Gle()-ceramid

Clostridium botulinum Botulinustoxin A und E?"

Z: NeuAc(a2,8)NeuAc(a2,3)Gal($1,3)GalNAc(f1,4)(NeuAc(a2,8))NeuAc(a2,3)Gal($1,4)Glc(S)-

ceramid
Clostridium botulinum Botulinustoxin B, C und F?! Z: NeuAc(a2,3)Gal(51,3)GalNAc(B1,4)(NeuAc(a2,8))NeuAc(a2,3)Gal(81,4)Gle(B)-ceramid
Clostridium botulinum Botulinustoxin B2 Z: Gal(B)-ceramid
Clostridium perfringens Deltatoxin?"! Z: GalNAc(B1,4)(NeuAc(a2,3))Gal($1,4)Glc(B)-ceramid
Clostridium difficile Toxin Al Z: Gal(al,3)Gal($1,4)GlcNAc(81,3)Gal(51,4)Glc(B)-ceramid

Clostridium difficile
(SLT)-1 und SLT-II/TIcP!

Shiga-Toxin-dhnliche Toxine: Z: Gal(a1,4)Gal(S)(P1-Disaccharid)
Gal(al,4)Gal(1,4)GlcNAc(8)(P1-Trisaccharid)

Gal(al,4)Gal(51,4)Gle(f)(Pk-Trisaccharid)

Shigella dysenteriae Shiga-Toxin?'? 2221

oder E. coli

Z: Gal(al,4)Gal(f)-ceramid

Shigella dysenteriae Vero-00221

oder E. coli

Z: Gal(al,4)Gal($1,4)Glc(p)-ceramid

Bordella pertussis Pertussistoxin(?* 23]

Z: NeuAc(a2,6)Gal?* 2]

S. Dysenteriae | Dysenterietoxinl!?®l Z: GlcNAc(p1)

Angew. Chem. 1998, 110, 2908 -2953

2919



AUFSATZE

G. M. Whitesides et al.

Tabelle 7. Beispiele fiir die Quervernetzung von Oberflichenrezeptoren als Mechanismus der Signaliibertragung.[?]

Vorgang Rezeptor — Ligand

Degranulation von Mastzellen (Allergie)

Allergene oligomerisieren IgE an der Oberfliche von Mastzellen (P, N:N)226-23%]

Zellulare Differenzierung und Wachstum
(Entwicklungsbiologie: Differenzierung,
Migration, programmierter Zelltod)

Fibroblasten-Wachstumsfaktor (FGF) dimerisiert FGF-Rezeptor. Heparin wird bei der Bildung von
polyvalenten Templaten fiir FGF und anderen Heparin-bindenden Wachstumsfaktoren eine zunehmende
Bedeutung zugesprochen (P, N:N)1?31-23

Epidermal Growth Factor (EGF) dimerisiert EGF-Rezeptor (NP)2%

Cytokin-Stammzell-Faktor (SCF) dimerisiert Kit-Rezeptor auf der Oberfliche der Stammzelle (P, 1:2)¥]
Transforming Growth Factor (TGF) dimerisiert TGF-Rezeptor (NP)?3!

Platelet-derived Growth Factor (PDGF) dimerisiert PDGF-Rezeptor (P, 1:2)2%]

einzelnes humanes Wachstumshormon (hGH) dimerisiert hGH-Rezeptor (P, 1:2)240-24]
Hepatocyten-Wachstumsfaktor (HGF) dimerisiert c-Met-Rezeptor. Heparin (vergleiche FGF) konnte ein
polyvalentes Templat fiir HGF sein (P, N:N)P2#

EPO dimerisiert EPO-Rezeptor auf Erythrocyten-Vorlduferzellen (P, N:N)124
GefiBendothel-Wachstumsfaktor (VEGF) bindet an VEGF-Rezeptor Flt-1 (NP)24]

IL6 hexamerisiert IL6-Rezeptor (P)P24

IL4 dimerisiert seinen Rezeptor (P, 1:2)

humaner Makrophagenkolonie-stimulierender Faktor (M-CSF) dimerisiert M-CSF-Rezeptor (P, 1:2)124]
Prolactin kann Prolactin-Rezeptoren (PRLR) dimerisieren (P, 1:2)P¥]

zwei monovalente Granulocytenkolonie-stimulierende Faktoren (G-CSF) stimulieren die Dimerisierung von
zwei G-CSF Rezeptoren. (NP)2¥

Gewebekondensation (Kompaktion) wih-
rend frither Embryogenese

Rezeptor fiir X-Hapten und multivalentes X-Hapten (freie multivalente Formen des X-Haptens dekom-
paktieren, monovalente X-Haptene haben keinen Effekt; P, N:N)>1

parasympathische Antwort (autonomes Ner- Heterodimerisierung des Acetylcholin-Rezeptors nach unbekanntem Mechanismus (NP)2%

vensystem)

akrosomale Reaktion bei der Wechselwir-
kung des Spermiums mit der Eizelle (Fort-
pflanzungsbiologie)

GalTase auf Spermium — GIcNAc an der AuBenseite der Eizelle (P, N:N)125!

Peptid-unabhingige klonale Selektion der

B-Zellen (Immunologie) (P, N:N)I254
Interferon-Wirkungen

klonale Selektion der T-Zellen

Antikorper auf der Oberfliche einer B-Zelle — Polysaccharide auf der Oberflidche von Mikroorganismen

Interferon-alpha (IFN-alpha) dimerisiert seinen Rezeptor (P, N:N)i25
T-Lymphocyten-Rezeptor CD28 und CTLA-4 binden und werden durch costimulierende Molekiile CD80

(B7-1) und CD86 (B7-2) auf Antigen-tragenden Zellen oligomerisiert (P, N:N)?%!

bakterielle Chemotaxis

Aspartat dimerisiert den bakteriellen Rezeptor Tar (NP)?7]

[a] P, 1:2=Heterobivalenter Ligand dimerisiert zwei Oberflichenrezeptoren. P, N:N = N-valenter Ligand oligomerisiert N Oberflichenrezeptoren. P =
Wabhrscheinlich polyvalent, aber mit unbekanntem Liganden-Rezeptor-Verhiltnis. NP = Eventuell ein nichtpolyvalenter Mechanismus.

Tabelle 8. Beispiele fiir Transkriptionsfaktoren, die polyvalent an DNA binden.?-2¢!l

Transkriptionsfaktor Zahl der Stellen, die DNA erkennen

BZip-Transkriptionsfaktoren 2 (nichtkovalent, Homodimere)?2%]
Lambda-Repressor 2 (nichtkovalent, Homodimere)?%
p53 4 (nichtkovalent, Homotetramere )24l
RXR zu CRBP-1I 4-5 (nichtkovalent, Oligomere)[2]
Ostrogen-Rezeptor

2 (nichtkovalent, Homodimere; das Dimer wird durch Ostradiol induziert und bindet DNA 50mal schneller als das Monomer)

[266]

Schilddriisenhormonrezeptor 2 (nichtkovalent, Homodimere oder nichtkovalentes Heterodimer mit 9-cis-Retinsdurerezeptor; das Dimer wird durch die
Bindung an das Schilddriisenhormon induziert)?’]

Zn-Finger 1-3 (kovalent, Heterooligomere)(2%: 2¢°1

faktor als ein polyvalentes Aggregat von Liganden, und die
DNA, die multiple Bindungsstellen aufweist, ist ein poly-
valenter Rezeptor (Beispiele in Tabelle 8). Polyvalenz dieser
Art ruft eine ,transkriptive Antwort“ hervor, die hochemp-
findlich gegeniiber der Konzentration des Transkripionsfak-
tors ist: Die Transkriptionsgeschwindigkeit ist proportional zu
>_C,[CRBP-1I]" mit C, als Konstanten.

" Da die Transkriptionsgeschwindigkeit mit dem Pentamer
wahrscheinlich am hochsten ist, ist sie anndhernd proportio-
nal zu [CRBP-II]’; diese Konzentrationsabhingigkeit ist
weitaus hoher, als es bei monovalenten Wechselwirkungen
moglich ist (dabei wire die Transkriptionsgeschwindigkeit der

2920

Konzentration des monovalenten Transkriptionsfaktors,
[CRBP-II], proportional).
3. Nomenklatur und Thermodynamik

3.1. Gibbs-Energie und Bindungskonstanten von
polyvalenten Wechselwirkungen N-ter Ordnung

Beginnen wir mit der Nomenklatur. Spricht man in der
Chemie iiber molekulare Erkennung, so bezieht man sich in

der Regel auf zwei Komponenten: einen Protein-Rezeptor

Angew. Chem. 1998, 110, 2908 -2953
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und eine Spezies, die von dem Rezeptor erkannt wird (einen
Liganden, einen Inhibitor, ein Substrat, ein Epitop oder ein
anderes Molekiil oder einen Teil eines Molekiils, je nach
Zusammenhang). Hier werden wir das Wort Ligand fiir diese
zweite Spezies verwenden. In der chemischen Nomenklatur
ist der Rezeptor ein Protein, das eine Mulde oder Tasche auf
seiner Oberfliche aufweist, der Ligand ist die molekulare
Einheit, die in diese Tasche paBt [siche GI. (1)]. Der Rezeptor
ist sozusagen das SchloB, der Ligand der Schliissel. In der
Literatur iiber die Biologie der Zelloberfliche wurden diese
Begriffe nicht immer einheitlich verwendet, und der Rezeptor
wie auch der Ligand sind als der Rezeptor bezeichnet worden,
mit der Konvention, dafl der Rezeptor die Spezies auf der
Oberfldche der Zielzelle war. Wo immer moglich, werden wir
die chemische Nomenklatur anwenden: In diesem Aufsatz ist
der Rezeptor das Protein mit der Mulde an der Oberfl4che,
das an der spezifischen Erkennung beteiligt ist.

Fiir die Klasse der polyvalenten Wechselwirkungen gibt es
keine anerkannte Nomenklatur. Da es mehrere Moglichkeiten
gibt, wie N Rezeptorstellen mit N Liganden wechselwirken
konnen, und weil die Gibbs-Bindungsenergie einer Wechsel-
wirkung stark von den jeweiligen Begebenheiten abhéngt, ist
wahrscheinlich keine einfache allgemeine Nomenklatur mog-
lich. Wir werden, so gut wir konnen, das am wenigsten
komplexe Nomenklatursystem verwenden. Wir wollen eine
Wechselwirkung zwischen N Liganden und N Rezeptoren,
verteilt auf zwei Einheiten, eine polyvalente Wechselwirkung
N-ter Ordnung nennen mit der Gibbs-Bindungsenergie
AGR". Gleichung (2) veranschaulicht z. B. eine polyvalente
Wechselwirkung dritter Ordnung, mit der Gibbs-Bindungs-
energie AGY! (Seite 2909). Die vorgeschlagene Nomenklatur
fiir polyvalente Wechselwirkungen ist in Abbildung 6 zusam-
mengefaft.

Rezeptor Ligand Komplex

AGtotaI Kiotal AGan

Eine monovalente Rezeptor-Liganden-Wechselwirkung er-
folgt mit einer Anderung der Gibbs-Energie AG™™, die
Wechselwirkung von N monovalenten unabhéngigen Rezep-
toren mit N monovalenten unabhéngigen Liganden mit einer
Anderung der Gibbs-Energie NAG™", Am sinnvollsten sind
Vergleiche der Gibbs-Bindungsenergien, wenn dieselbe Zahl
von Liganden und Rezeptoren gegeben ist. Ist dagegen die
Zahl der Liganden und Rezeptoren unterschiedlich (und
liegen Gleichgewichtskonstanten mit verschiedenen Einhei-
ten vor), sollte man bei der Betrachtung vorsichtig sein. Die
Gleichungen (3)—(5) liefern die Werte der zugehorigen
Gleichgewichtskonstante K. Auch andere Ausdriicke wurden
in der Literatur verwendet, um sich (oft ungenau und
uneinheitlich) auf die Thermodynamik polyvalenter Wech-
selwirkungen zu beziehen. Es mag niitzlich sein, diese
Begriffe kurz zu rekapitulieren und sie in die Nomenklatur

einzubeziehen, die wir in diesem Aufsatz einfiihren.
»Affinitdt” ist ein qualitativer Begriff, und ,,Affinitatskon-
stante“ der entsprechende quantitative Begriff, der bei
korrekter Verwendung die Bedeutung der Assoziationskon-
stante K hat. ,Aviditdt“ ist ein Begriff, der sich auf die
Assoziationskonstante einer polyvalenten Wechselwirkung
bezieht. Wir definieren die Aviditit hier als die GroBe, die
durch Gleichung (5) gegeben ist, K}". Beispielsweise bindet
ein Fab-Fragment (der Abschnitt am Arm eines Antikorpers,
der die Ligandenbindungsstelle enthilt) einen Liganden mit
einer bestimmten Affinitidt K. Der intakte Antikorper besteht
aus mehreren kovalent verkniipften Fab-Fragmenten (IgG
hat z.B. zwei Fab-Fragmente). Die Bindung von bivalentem
IgG an eine Oberfliache mit hoher Ligandendichte kann man
sich begrifflich als die Bindung einer monovalenten Einheit
an diese Oberfldche mit hoher Ligandendichte vorstellen, die
aber mit einer anderen Assoziationskonstante beschrieben
wird. Diese Bindungskonstante, in diesem Aufsatz

: K5, wird auch als die Aviditit des bivalenten

K 4 — &

monovalent A

— polyvalent bi bi
[é ::2 @:? (bivalenty G2 K3

z @ polyvalent I |
g - (N-valent) AGpﬁly K pI?/ ¢

Abb. 6. Vorgeschlagene Nomenklatur fiir polyvalente Wechselwirkungen. Beziehungen
zwischen der Gibbs-Bindungsenergie AG und der Inhibierungskonstante K; fiir

monovalente und polyvalente Systeme.

Die durchschnittliche Gibbs-Wechselwirkungsenergie,
AGhy, zwischen einer einzelnen Ligandeneinheit und einer

einzelnen Rezeptoreinheit bei der in Abbildung 6 dargestellten
polyvalenten Wechselwirkung ist gleich AGYY/N [GL (3)].

AGhy =AGFMIN ®)
AG = —RTIn(K) )
KR = (K™ (©)

Angew. Chem. 1998, 110, 2908 -2953

mono e mono mono
G K AG

AGHug

AGPY

Kmono Antikorpers bezeichnet. In vielen Fillen wird eine
hohere Aviditét als die Affinitdt K der monova-
lent wechselwirkenden Komponenten (Fab-Frag-

Kb mente) festgestellt. Um wieviel Kb groBer als K

e ist, héngt entscheidend von der Struktur und
Geometrie des Antikorpers und der genauen
Anordnung der Liganden auf der Oberfldche ab.

(el Da Aviditét tradionell nur auf polyvalente Wech-

avg selwirkungen mit Werten fiir N~2-10 bezogen
wurde, aber nicht fiir N~ 10°, werden wir diesen
Begriff hier nicht verwenden, zumal wir eine
ohnehin verwirrende Nomenklatur nicht noch
komplizierter machen mochten. Wir werden die
mit den Gleichungen (3) —(5) definierten GroBen
einheitlich anwenden.

Der Begriff ,,Chelateffekt stammt aus der Chemie und
wird in der Metallorganik héufig verwendet, um qualitativ auf
die Bindungsverstirkung zwischen Donorgruppen (wie einem
Amin) und einem Metallion hinzuweisen, wenn die Donor-
gruppen durch einen Linker kovalent verbriickt sind. In
diesem Aufsatz sprechen wir von einem Chelateffekt in
solchen Fillen, bei denen K%Y grofer ist als K irgendwelcher
Wechselwirkungen der Komponenten in der entsprechenden
vollstindig monovalenten Bindungssituation. So wiirde sich K
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auf die Bindungskonstante der Wechselwirkung zwischen
Methylamin und Eisen beziehen, und K3 wire die Bindungs-
konstante fiir die Wechselwirkung zwischen Ethylendiamin
und Eisen. Mit dem Chelateffekt ist dann also gemeint, daf3
K35 hiufig groBer ist als K. Um wieviel K5 groBer als K ist,
hingt sehr von der Struktur und der Geometrie der Linker ab.

3.2. Kooperativitiit: die Grofienordnung von ¢

Die durchschnittliche Gibbs-Wechselwirkungsenergie zwi-
schen einer Ligandeneinheit und einer Rezeptoreinheit bei
einer polyvalenten Wechselwirkung (AGHY) kann grofer,
gleich oder kleiner als die Gibbs-Energie bei der entspre-
chenden monovalenten Wechselwirkung (AG™™) sein

[GL (6)—(8)]. Der anerkannten Nomenklatur der Biochemie

AGEY = aAGmo (6)

NAGRY = AGRY = aNAG™™ (7)

KR = (KRN = (Kmore)« (8a)
_ lg(K%Y)

afw (8b)
folgend, nennen wir diese Arten polyvalenter Wechselwir-
kungen positiv kooperativ (synergistisch), nicht kooperativ
(additiv) bzw. negativ kooperativ (interferierend). Wir folgen
der Konvention, o als das Mafl der Kooperativitit zu
definieren.?”® Die Einheiten von « hingen von der Ordnung
der polyvalenten Wechselwirkung ab. In der Biologie hat
man Kooperativitit streng definiert, und sie ist bereits in
Ubersichten umfassend dargestellt worden.?”>-22l Das in der
Biologie am besten untersuchte positiv kooperative System
hat nichts mit Polyvalenz zu tun; so kommt die Bindung der
vier O,-Molekiile an das tetramere H&amoglobin koope-
rativ zustande, d.h., die Gibbs-Bindungsenergie fiir die
Bindung des zweiten O,-Molekiils an Hamoglobin ist nega-
tiver (d. h. giinstiger) als die der ersten Bindung; somit gilt:
—AGRY >—AGE™. «a ist in solchen nicht-polyvalenten
Systemen > 1 und dimensionslos.

Zur Zeit gibt es in der Literatur keine iiberzeugend
charakterisierten Beispiele fiir positive Kooperativitit bei
polyvalenten Systemen. Unseres Wissens sind polyvalente
Wechselwirkungen nicht ausreichend héufig oder sorgfiltig
genug quantifiziert worden, um positive Kooperativitét in nur
einem einzigen System eindeutig schlufolgern zu kénnen.?”!

Ein Beispiel fiir eine positiv kooperative polyvalente
Wechselwirkung (o > 1) konnte die Assoziation von penta-
merem Cholera-Toxin mit GM; sein, einem Oligosaccharid-
Abschnitt des GM;-Gangliosids (Abb. 7). Das Cholera-Toxin
besteht aus fiinf Einheiten (ABs). Die Bindung des Toxins an
monomeres GM,; (GM,, das von Ceramidyl-Einheiten auf der
Zelloberfldche gespalten worden ist) ist ein gut untersuchtes
Beispiel fiir positive Kooperativitét, die durch rein enthalpi-
sche Bindungsverstiarkung zustandekommt. Wie wir gleich
diskutieren werden, ist die Entropie des ersten Bindungs-
schritts eines monomeren GM;-Derivats an pentameres
Cholera-Toxin gleich der Entropie eines jeden folgenden
Bindungsschritts. (Die Entropie der ersten Bindung eines
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(% Cholera-Toxin (Bs-Einheiten)
@ GM, : Gal(1,3)GalNAc(B1,4)Gal(51,4)Glc(S1)-ceramid

OH oH NeuAc(a2,3)
Q
HO. Q
NHAc —Q  OH
o OH
o o
Ow OH H/Om/o-maramid
H r OH
HO
AcHN: OH
Zustand Ligandenzahl{f) Konfiguration 1AG -jAq
e B
. 1w
3 2 @ 2 AG
4 2 % 2AG-Aq
5 3 @ 3 AG-Aq
6 3 % 3AG-2Aq
7 4 (a 4 AG-3Aq
8 5 * 5AG-5Aq

Abb. 7. Die Bindung von fiinf GM,-Oligosaccharid-Molekiilen an pen-
tavalentes Cholera-Toxin erfolgt mit enthalpischer Bindungsverstiarkung,
d.h., die Bindung eines GM;-Oligosaccharides steigert die giinstige
Bindungsenergie fiir das nidchste GM,;-Oligosaccharid.’**! Da die indivi-
duellen GM;-Oligosacchararid-Molekiile unabhéngige Translations- und
Rotationsbewegungen ausfiihren, sind die Bindungen in diesem System
entropisch neutral. /= Ligandenzahl, j = Zahl der Kontaktstellen zwischen
den GM;-Einheiten, g = Wechselwirkungsenergie (Enthalpie) von zwei in
Kontakt stechenden GM;-Einheiten.

monomeren GM,-Derivats an pentameres Cholera-Toxin ist
gleich der Entropie jeder folgenden Bindung.) Alle Unter-
schiede in der Gibbs-Energie (Abb.7) der Bindung des
monomeren GM, an das Toxin sind deshalb auf Unterschiede
in der Enthalpie zuriickzufithren. Schoen etal. fiihrten
kalorimetrische Studien zur Bindung von pentamerem B; an
fiinf unabhéingige GM,-Oligosaccharid-Einheiten in Losung
durch.” Sie stellten fest, daB die Bindungskonstante fiir den
ersten Liganden um den Faktor 4 kleiner war als die fiir den
zweiten. Auf statistischer Basis wiirde man erwarten, daf3 die
erste Bindungskonstante im Vergleich zur zweiten um den
Faktor 2.5 groBer ist.?””) Wir schlieBen daraus, daB die
Bindung enthalpisch verstiarkt war.

Schoen etal. berichten auch, daB die Assoziatbildung
zwischen pentavalentem B; und der Oberfldche einer dicht
mit GM,-Einheiten bedeckten Zelle im Grunde irreversibel
und mit groBerer Gibbs-Bindungsenergie AG verlduft, als es
bei der Bindung von pentamerem Cholera-Toxin an fiinf
monomere GM;-Einheiten der Fall ist. Da die Enthalpie der
Wechselwirkung fiir einzelne (monovalente) GM;-Einheiten
und fiir GM;-Einheiten, die an einer Oberfliche immobilisiert
wurden, ungefdhr gleich ist, kann dieser Unterschied in der
Gibbs-Bindungsenergie den Entropieunterschieden zwischen
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diesen zwei Bindungstypen zugeschrieben werden: Die Affi-
nitét eines polyvalenten Rezeptors kann durch eine Anlage-
rung, die iiber mehrere Bindungsstellen vermittelt wird,
erheblich verstdrkt werden. Da die Affinitdt des Pentamers
fur die polyvalente Oberfldache nicht quantifiziert wurde, ist
das Ausmaf der Kooperativitit, sofern tiberhaupt vorhanden,
unbekannt.

Im folgenden werden zwei Beispiele fiir Wechselwirkungen
gegeben, die wahrscheinlich negativ kooperativ (interferie-
rend, a < 1) sind, d.h., im Unterschied zum Fall mit positiver
Kooperativitit (Himoglobin und O,) kommt die Bindung
zwischen dem zweiten Liganden und dem zweiten Rezeptor
mit einer weniger giinstigen Gibbs-Energie zustande, als es
bei der Bindung des ersten Liganden mit dem ersten Rezeptor
der Fall ist. Das erste Beispiel ist die Bindung eines bivalenten
Antikorpers an Liganden, die man dicht gepackt an einer
Oberfliche oder immobilisiert in einer polymeren Matrix
vorfindet (Abb. 8).270 Bei der Oberfliche kann es sich um die

Bakterium ( Bacillus sp)

Antigen y
Antikdrper 2[
mono
2

monovalenter
Antikdrper

bivalenter
Antikdrper

o

KB =30 Kmene

Kb (SOKmonog/2<Kmono
avg =

Abb. 8. Die Bindung eines bivalenten Antikorpers an Liganden, die auf
der Oberfliche eines Bakteriums dicht beieinander liegen, ist negativ
kooperativ.?”"!

einer Sédugetierzelle oder eines Virus handeln, oder auch um
einen Trager an fester Phase bei einem ELISA (enzyme-
linked immunosorbant assay). Im allgemeinen variieren
monovalente Bindungskonstanten von Antikorpern fiir klei-
ne organische Molekiile erheblich, sie liegen aber im Bereich
von 10°-10%m~". Karush et al. fanden heraus, da$ ein biva-
lenter Antikorper fiir ein Oberflichen-Antigen auf Bacil-
lus sp. mit 30fach hoherer Affinitdt band als der entspre-
chende monovalente Antikorper (ein monovalenter Anti-
korper ist ein Antikorper, dessen zwei oder mehrere
Bindungstellen, die in dem natiirlichen Protein vorhanden
sind, chemisch oder enzymatisch getrennt worden sind), d.h.:
K5 =30 Kmore < (K™oro)2y~1 12771 Diese Bindung ist deshalb als
negativ kooperativ einzustufen.

In einem zweiten Beispiel (Abb.9) untersuchten Lee
et al.?%l die Bindung von bi- und trivalenten Galactose-
haltigen Liganden, die Lectine vom C-Typ an der Oberfldche
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K fiir den

Oligosaccharid
g Lectin/Gal-Oligosaccharid-Komplex (M)

Gal(s1)OMe K™ono _ 7 104

Gal(p1,4)GIcNAC(51,2)\ i .
Man K2l =3x10
Gal(B1,4)GlcNAc(p1,4)”

Gal(p1,4)GIcNAC(A1,2)Man(a1,6)_

Man Ktri - 8
Gal(p1,4)GIoNAc(51,2)Man(a1,3)” 3 =2x10

Gal(p1,4)GIcNAC(p1,4)

Abb. 9. Bindungen von mono-, bi- und trivalenten, durch Gal-Gruppen
terminierten Oligosacchariden an Mamma- und Leberzell-Lectine vom C-
Typizm]

von Leberzellen binden; die Dichte dieser Rezeptoren ist
unbekannt. Dabei war K™ =7 x 10*M~!, K§ =3 x 10'm~' =
420 Kmoro und K =2 x 108=2800 K™m. Da K} < (K™mow)?
und K < (Kmo™)® gilt, binden diese bi- und trivalenten
Liganden ebenfalls mit negativer Kooperativitit.

Diese Beispiele verdeutlichen eine wichtige Eigenschaft
polyvalenter Wechselwirkungen: Obwohl die bivalente Bin-
dung in diesen Fillen negativ kooperativ ist (a < 1), war die
gemessene Affinitét fiir bivalente Molekiile viel hoher als fiir
monovalente Molekiile. Eine feste Bindung erfordert also
keine positive Kooperativitdt im traditionellen Wortsinn. In
der klassischen Studie iiber Himoglobin, das vier Molekiile
O, bindet, korreliert beispielsweise die Gibbs-Energie fiir die
Sauerstoffbindung mit der Zahl der gebundenen O,-Molekiile
positiv (siche oben in diesem Abschnitt). Bei polyvalenten
Bindungen muf3 die Gibbs-Bindungsenergie eines jeden
Liganden in einem polyvalenten Komplex nicht unbedingt
mit der Zahl der Ligandenmolekiile positiv korrelieren.

Insofern ist Kooperativitiat, wie sie im traditionell bio-
chemischen Sinne definiert ist, weder ein niitzlicher noch
iiberhaupt ein beschreibender Parameter fiir polyvalente oder
monovalente Systeme. Deshalb fithren wir hier eine neue
empirische Grofie ein, die die Bindungsverstirkung von
polyvalenten Systemen beschreibt: Als Erweiterung des
Kooperativitdtsparameters a nennen wir diese neue Grofie
pB. Obwohl polyvalente Wechselwirkungen qualitativ viel
stiarker sein konnen als irgendeine der monovalenten Wech-
selwirkungen, die zu ihr beitragen, konnten diese monova-
lenten Wechselwirkungen immer noch miteinander interfe-
rieren!! oder sich zueinander indifferent verhalten (das
»Kleben®“ von polyvalenten Liganden an Affinitdtsgele bei
der Affinitdtschromatographie ist wahrscheinlich ein solcher
Fall). Nur durch quantitativen Vergleich von polyvalenten
und monovalenten Wechselwirkungen ist es moglich, die Art
der Kooperativitidt zu ermitteln.

3.3. Erhohte Affinitiit bei polyvalenten
Wechselwirkungen: die Grofienordung von

In vielen polyvalenten Systemen ist die ZahlN der

Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen unbekannt. Beispiels-
weise synthetisierten wir polymere polyvalente Inhibitoren
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fiir das Agglutinieren von roten Blukorperchen (Erythrocy-
ten) durch Influenzaviren.”! Diese Inhibitoren bestanden aus
einem Polyacrylamid-Geriist, wobei ein gewisser Anteil der
Seitenketten durch Sialinsdure-Gruppen (SA-Gruppen) ter-
miniert war. Die SA-Einheiten dieses Polymers wechselwir-
ken in spezifischer Weise mit mehreren H&émagglutinin-
Rezeptorstellen auf der Oberflache des Influenzavirus (siche
Abschnitt 2.1) und verhindern folglich die Wechselwirkung
von Influenza mit der Zielzelle. Durch Verwendung eines
Polymers, dessen Seitenketten sowohl SA-Gruppen als auch
eine geringe Zahl von Biotingruppen (als Liganden fiir die
Anlagerung von Enzym-konjugiertem Streptavidin in einem
der nachfolgenden Schritte der Untersuchung) tragen, unter-
suchten wir quantitativ die Bindung dieses polymeren poly-
valenten Inhibitors an die Oberfliche des Virus, indem wir
einen ELISA-artigen Test durchfiihrten (Abb. 10).27

Das Oberflichen-gebundene Virus wurde mit verschiede-
nen Konzentrationen des SA enthaltenden Polymers inku-
biert und die Menge des gebundenen Polymers indirekt duch
eine Enzym-gekoppelte Wechselwirkung zwischen Streptavi-
din und Biotin gemessen. Die meBbaren GroéBen zur Er-
stellung einer Bindungsisothermen waren die SA-Menge des
Polymers, die an die Virusoberfldche gebunden war, die SA-
Konzentration [SA] und die zugehorige Konzentration des
Polymers [P]. Diese Konzentration wurde durch Division von
[SA] durch die durchschnittliche Zahl Q der Sialinsduregrup-
pen pro Polymerkette erhalten, die bei unseren Experimenten
eine bekannte Grofle war und aus dem bekannten Poly-
merisationsgrad und dem experimentell festgelegten Molver-
héltnis der SA-enthaltenden Seitenketten berechnet wurde.
Weder die an das Virus gebundene Zahl der Polymere noch
die Zahl N der SA-Gruppen der Polymere, die an die
Hiamagglutinin(HA)-Rezeptorstellen gebunden waren, wur-
de gemessen. Wir analysierten die Wechselwirkung zwischen
Polymer und Virus durch Bestimmung der gebundenen
Polymermenge in Abhingikeit von [SA]. Bei der halbmaxi-
malen Bindung gilt 1/KEMSA =[SA] = Q[P], wobei KELSA der
Assoziationskonstante entspricht [Gl. (9), Abb. 10]. Da der
Wert von N bei dieser polyvalenten Wechselwirkung un-
bekannt ist, ist auch keine Aussage zur Kooperativitit
moglich, d.h. zu a. Der Wert von K™ ist in diesem Beispiel
5x102m1; der KELSA-Wert unseres besten Inhibitors be-
trigt 10! bezogen auf SA-Einheiten; dies ent-
spricht 10'°m~! bezogen auf die Polymere.?’s! Monomere SA
bindet also halbmaximal bei [SA]=2x107M, wohin-
gegen das SA-tragende Polymer an die Oberfldche des Virus
bei [SA]=10"3m halbmaximal bindet. Der polyvalente In-
hibitor konnte deshalb niitzlich sein, ungeachtet seines a-
Wertes.

Wir schlagen einen Verstarkungsfaktor § vor, den wir als
das Verhiltnis der beiden Bindungskonstanten KEMSA (be-
zogen auf das Polymer P und fiir das obige Beispiel gleich
10'%) und K™ [GI. (9)] definieren und den wir bei der
Diskussion der Affinitétssteigerung durch polyvalente Sy-

KELISA — gRmono 9)
AGYY = AG™™ — RTIn(B) (10)
ﬂ — K}/)\;\ly/Kmono (] 1)
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Probenvertiefung Hfoz . .
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und Biotingruppen
5) Streptavidin/Alkalische-
v Phosphatase-Konjugat

Alkalische
Phosphatase
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Abb. 10. ELISA-artiger Assay zur Messung der Bindung zwischen Biotin-
markiertem, Sialinsduregruppe-tragendem Polyacrylamid (pA(SA; Bio-
tin)) und dem Influenzavirus. a)Schematische Darstellung, das die
wichtigen Bindungsvorgédnge im Verlauf des Assays zeigt. Das Influenza-
virus wurde aus einer Suspension, die 50 ygmL~' des Virusproteins
enthielt, auf einer Fetuin-beschichteten Oberfliche immobilisiert. Das
Polymer (pA(SA; Biotin)) wurde vom immobilisierten Virus iiber SA-HA-
Wechselwirkungen adsorbiert. Das adsorbierte Polymer wurde durch
Verwendung des Streptavidin/Alkalische-Phosphatase-Konjugats quantifi-
ziert, das sich fest an die Biotin-Gruppen des Polymers bindet. Die
Mengenbestimmung basierte auf der Messung der Geschwindigkeit der
enzymatischen Hydrolyse von p-Nitrophenylphosphat (ermittelt iiber die
Anderung der Absorbanz bei 405 nm). b) Auftragung, die die Bindung von
PA(SA; Biotin) an das immobilisierte Influenzavirus zeigt. Die Geschwin-
digkeit der enzymatischen Hydrolyse wurde als eine Funktion der Kon-
zentration der Polymer-gekoppelten Sialinsdure in Losung gemessen.
PA(SA; Biotin). pA(Biotin) bezeichnet ein Polyacrylamid, das mit Bio-
tin-Seitenketten substituiert ist: Dieses Polymer wurde als Kontrollsub-
stanz getestet, um die Notwendigkeit von SA-Gruppen fiir die Bindung zu
tiberpriifen. Die Kurve wurde durch nichtlineare Regression unter An-
nahme einer Langmuir-Isotherme ermittelt. Die Konstanten KF'SA und
Vmax Sind gezeigt; es gilt: KFUSA=[SA] bei 0.5 v,,,. Zwecks Uberein-
stimmung mit dem Text haben wir KEMSA von [SA] in die dquivalente
Konzentration des Polymers konvertiert, durch Division durch die mittlere
Zahl der SA-Einheiten auf der Polymerkette (200). Damit ist das kon-
vertierte KPMSA gleich KBYY.

steme dem Faktor a vorziehen: Molekiile, die hohe -Werte
aufweisen, sind niitzlich, ungeachtet dessen, ob die Wechsel-
wirkungen, aus denen sie hervorgehen, kooperativ sind oder
nicht. In jedem System, in dem N unbekannt, aber die
Gesamtmenge an gebundenem polyvalenten Molekiil be-
kannt ist, diirfte B ein niitzlicher Parameter sein. Nur wenn
der Wert fiir N bekannt ist, kann die bekannte Beziehung
zwischen AGR, K%Y « und f8 genau berechnet werden
[GL. (10), (11)]. Mit anderen Worten: j ist das Verhéltnis von
Aviditdt und Affinitdt der Komponente bei der entsprechen-
den monovalenten Wechselwirkung.
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3.4. Enthalpie einer polyvalenten Wechselwirkung

AGR setzt sich aus enthalpischen (AHRY) und entropi-
schen Beitrigen (ASY"Y) zusammen [GL (12)]. In erster
Niherung entspricht der Wert von AHY" der Summe der
Enthalpien von N monovalenten Wechselwirkungen, NAH™.
Dieser Wert kann durch andere Wechselwirkungen im Be-
reich des aktiven Zentrums vergrofSert oder verkleinert
werden.

AGR™ = AHY" — TASY (12)

Enthalpische Bindungsverstirkung: Unter manchen Um-
stinden kann die Bindung eines Liganden an einen Rezeptor
mit einer bestimmten Enthalpie dazu fithren, da3 der néchste
Ligand an seinen Rezeptor mit groerer Enthalpie bindet, d.h.,
der Wert von AHLy ist in diesem Fall negativer (giinstiger) als
der Wert von AH™"°. Solche Bindungen sind ,.enthalpisch
verstiarkt“: Ein gut untersuchtes Beispiel (wenngleich es sich
nicht um ein polyvalentes System handelt) ist die Bindung von
vier O,-Molekiilen an Hamoglobin (siehe Abschnitt 3.2). Ein
weniger gut untersuchtes Beispiel fiir enthalpische Bindungs-
verstirkung (bei einem polyvalenten System) ist die Bindung
von pentamerem Cholera-Toxin an fiinf GM;-Einheiten auf
der Oberfliache einer Zelle (siche Abschnitt 3.2).

Enthalpische Bindungsschwichung: Wenn die Bindung
eines Liganden an seinen Rezeptor mit der nichsten Asso-
ziatbildung interferiert, ist die Enthalpie der polyvalenten
Wechselwirkung ungiinstiger als die, die man fiir N dquiva-
lente, monovalente Wechselwirkungen erwarten wiirde. Sol-
che Bindungen sind ,,enthalpisch geschwicht“. Enthalpische
Bindungsschwichung kann auftreten, wenn die Bildung der
Liganden-Rezeptor-Wechselwirkung zwischen zwei polyva-
lenten FEinheiten energetisch ungiinstige Konformationen
erfordert. Als Faustregel gilt: Je starrer die Konformation
der polyvalenten Einheit ist, desto wahrscheinlicher ist es, daf3
auch geringe rdumliche Abweichungen zwischen dem Ligan-
den und seinem Rezeptor zu enthalpischer Bindungsschwa-
chung fiihren (ausgenommen, der Ligand und der Rezeptor
passen im Picometermafistab geometrisch genau zusammen,
was duBerst selten ist).

Die Bindungsenthalpie bei polyvalenten Wechselwirkun-
gen ist qualitativ einfach zu beschreiben, aber quantitativ
schwierig abzuschitzen, sowohl experimentell als auch theo-
retisch. Man stelle sich einen bivalenten Rezeptor vor (1;
Abb. 11a): Wenn die beiden Rezeptorstellen unabhéngig von-
einander sind und nicht interferieren, erfolgt die Assoziatbil-
dung mit zwei monovalenten Liganden 2 mit der doppelten
Bindungsenthalpie (2A H™™). Bei dimeren Liganden 3, deren
zwei Liganden iiber eine starre Gruppe R miteinander ver-
briickt und mit genau derselben Geometrie wie 2 fixiert sind,
entspricht die Bindungsenthalpie dem Doppelten des dquiva-
lenten monovalenten Analogons: AHS =2 AH™". Wenn die
Geometrie von 3 nicht zu der von 1 pal3t, konnen die Liganden
immer noch binden, aber das resultierende Aggregat wird
dabei verzerrt — durch Verschiebung der Rezeptoren aus ihrer
Gleichgewichtslage, um fiir die Geometrie L-R-L zu passen,
oder durch Verzerrung von L-R-L aus seiner Gleichgewichts-
lage, um fiir die Rezeptoren zu passen, oder beides. Da der
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Abb. 11. Bindungsenthalpien fiir polyvalente Wechselwirkungen. a) Mog-
liche Arten der Bindung von monovalenten und bivalenten Liganden an
einen bivalenten Rezeptor. b) Die Bindung eines bivalenten Antikorpers
an einen mit unterschiedlicher Dichte auf einer Oberfldche vorliegenden
Liganden kann durch Spannung enthalpisch geschwicht sein. Diese
Spannung riihrt von der Verzerrung des Antikorpers aus seiner stabilsten
Konformation (6,) her.

durchschnittliche Abstand zwischen den Rezeptoren in Pro-
teinen groBer ist als die meisten organischen Molekiile (z.B.
sind die beiden Bindungsstellen in einem Antikorper ungefihr
100 A voneinander entfernt), ist die Gruppe R meistens wie bei
4 7u kurz, um ein gutes Zusammenspiel der beiden Liganden-
Rezeptor-Paare zu ermoglichen. Durch Kraftfeldrechnungen
konnte es moglich sein, die durch das Komprimieren einer zu
langen Gruppe R (5) hervorgerufene enthalpische Spannung
abzuschitzen. Allerdings bleibt es schwierig, die Enthalpie fiir
die Verzerrung des Rezeptorproteins abzuschitzen, oder die
von nichtkovalenten Wechselwirkungen zwischen der Gruppe
R und dem Protein, oder die Enthalpie von Wechselwirkun-
gen zwischen den Einheiten des Proteindimers. Abbildung 11
veranschaulicht diese Enthalpiebetrachtungen am Beispiel
der Bindung bivalenter Antikorper an zufillig immobilisier-
ten Liganden auf einer Oberfldche.

3.5. Wechselwirkungsentropie

Wir gehen davon aus, daf3 das Verstdndnis der Entropie von
polyvalenten Wechselwirkungen unbedingt erforderlich ist,
um die Beziehung zwischen monovalenten und polyvalenten
Bindungen verstehen zu konnen. Ungeniigendes Verstdndnis
der Entropie hat beim Design von polyvalenten Inhibitoren
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zu vielen synthetischen polyvalenten Molekiilen gefiihrt, die
weniger wirksam oder nur geringfiigig wirksamer als deren
monovalente Gegenstiicke sind. Die vielen bivalenten Sy-
steme, die durch flexible Linker (z.B. Oligoethylenglykol-
oder Polymethyleneinheiten) verbriickt sind, liefern Beispie-
le, die aus entropischen Griinden fast immer zum Scheitern
verurteilt sind.[?7% 2%

Wir konnen die Gesamtentropie einer polyvalenten Wech-
selwirkung ASYY in Beitréige zerlegen, die von Anderungen
der Translations- (ASPY ), Rotations- (AS*% ) und Kon-

trans,N rot,N

formationsentropie (ASﬁgLyf‘N) der Rezeptoren und Liganden

bei der Assoziation stammen, und einen Beitrag (AS%”Z%W ,
der die Entropiednderung des umgebenden Wassers beriick-
sichtigt. Dieser ist hdufig groBtenteils auf die Entropie der
hydrophoben Wechselwirkungen zuriickzufiihren [Gl. (13)].

ASEY = ASTR v+ ASTR + AR v+ AST v (13)

rot,N

3.5.1. Translations- und Rotationsentropie

Die Translationsentropie von einem Molekiil rithrt von den
unabhingigen Translationsfreiheitsgraden her; der Wert von
ASans verhilt sich proportional zum Logarithmus seiner
Masse M (ASiums~In(M)) und umgekehrt proportional zum
Logarithmus seiner Konzentration (AS;,,~ In([L])™!). Die
Rotationsentropie, AS,,,, rithrt von der Freiheit des Molekiils
her, um seine drei Hauptachsen zu rotieren, und verhilt sich
logarithmisch zum Produkt der drei Haupttridgheitsmomente
I, I,und I, (AS,, ~In(l,1,1,)). Die Werte von AS,,,, und AS,
eines Teilchens hédngen also nur schwach (eben logarithmisch)
von seiner Masse und seinen Abmessungen ab. In erster
Néherung sind die Translations- und Rotationsentropien aller
Teilchen — Rezeptoren, Liganden, Rezeptor-Liganden-Ag-
gregate — gleich. Wenn sich zwei Teilchen vereinigen, gehen
insgesamt drei Freiheitsgrade der Translation und drei Frei-
heitsgrade der Rotation verloren. Wenn die Massenunter-
schiede der Teilchen ignoriert werden (oft sind die Massen-
verhéltnisse <10:1 und fast immer <100:1), dann sind die
Verluste von Translations- und Rotationsentropie bei der
Verbindung zweier Teilchen ungefihr gleich groB3, unabhin-
gig davon, ob sie monovalent oder polyvalent wechselwirken
— vorausgesetzt, sie liegen in ungefidhr derselben Konzentra-
tion vor. In der Biologie konnen die Konzentrationen von
Molekiilen tiber mehr als zwolf Groenordnungen variieren
(mM bis fM). Wenngleich die Translationsentropie nur loga-
rithmisch von der Konzentration abhingt, macht dieser grof3e
Bereich die Kenntnis der Konzentration der wechselwirken-
den Teilchen zur Abschétzung der Bedeutung der Transla-
tionsentropie unbedingt notwendig; dies gilt umso mehr, je
niedriger die Konzentration ist.

3.5.2. Konformationsentropie
FallI: 48,,,:=0

Wir diskutieren die Rolle der Entropie bei polyvalenten
Wechselwirkungen, indem wir eine einfache bivalente Wech-
selwirkung als Modell verwenden. Der gesamte Entropieauf-
wand bei der Assoziation zweier monovalenter Rezeptoren
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mit zwei monovalenten Liganden ist 2 ASi.,+2 AS.
(Abb. 12a). Wenn die beiden Liganden und Rezeptoren
durch einen starren Linker verbriickt sind (d.h. eine Briicke,
bei der keine Torsion um Bindungen mdoglich ist), der genau

Entropie

a) 2 + 2 —_—
) ( ¢+ — 2@“ 24800, 5 pgMono

<
b) [% + ] —_ =ASoe + AgMmono
< (maximal entropisch verstarkt)

nur Weg A: entropisch verstarkt
=ASiane + ASy < ASTER°

mono mono mono
ASyans + ASpgr  +ASkonf

N

Weg A und B gleich: entropisch neutral

c)
+
mono mono _ mono
? =AStrans + ASrt = ASkont

pA

nur Weg B: entropisch geschwécht
mono mono
= BStans + ASrgy > ASTE°
2 ASTao+2 AS™
Abb. 12. Beziehungen zwischen Translations-, Rotations- und Konforma-
tionsentropie fiir ein bivalentes System mit starrem und flexiblem Linker.

den richtigen Abstand hat, damit die beiden Rezeptoren und
Ligandenstellen gut zusammenpassen, dann ist der gesamte
Entropieaufwand zum Zusammenfiigen dieser beiden biva-
lenten Spezies ungefihr AS..+ AS., (das entspicht der
Hilfte des Entropieaufwandes, der fiir die Assoziation von
zwei unabhingigen Molekiilpaaren benotigt wird, oder genau
dem Entropieaufwand fiir eine monovalente Wechselwir-
kung; Abb. 12b). Hat zwischen diesen beiden starren biva-
lenten Spezies einmal eine einzelne Liganden-Rezeptor-
Wechselwirkung stattgefunden, so kann die nachfolgende
(intramolekulare) Wechselwirkung zwischen der zweiten
Ligandeneinheit der starren bivalenten Spezies und der
zweiten Rezeptorstelle ohne weiteren Aufwand an Transla-
tions- und Rotationsentropie ablaufen, und auch ohne Auf-
wand an Konformationsentropie. Wenn es keine weiteren
Enthalpicaufwinde gibt, erfolgt die (intramolekulare) Bin-
dung des zweiten Liganden an den zweiten Rezeptor mit einer
groleren Verdanderung der Gibbs-Energie als bei der ersten
Bindung (AH = AH™"°, AS ~ 0= AG = AH™™). Eine solche
Bindung ist entropisch verstarkt.

Bisher haben wir die Hydratisierungsentropie ignoriert,
aber wir werden sie noch in Abschnitt 3.5.3 diskutieren.
Vorwegnehmend 148t sich sagen, daf3 die entropischen Ver-
anderungen der Hydratisierung/Dehydratisierung, die die
meisten biologischen Wechselwirkungen begleiten, den Ge-
halt der oben aufgefiihrten Argumente nicht d&ndern. Zu ihrer
Beriicksichtigung addiert man einfach eine Konstante zu
jedem diskutierten Entropiewert.

Fall IT: A Sy ,;# 0

Im allgemeinen ist Fall I unrealistisch: Alle Linker sind
etwas flexibel, und AS,. ist bei der Komplexierung fast
immer kleiner als Null (also ungtinstig), d. h., die Zahl der fiir
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den bivalenten Liganden moglichen Konformationen ist vor
der Komplexierung grof3er als danach. Wenn dieser Aufwand
an Konformationsentropie kleiner ist als die translatorischen
und rotatorischen Entropieaufwénde zusammen, dann ist der
gesamte Entropiecaufwand fiir die bivalente Assoziation
immer noch geringer als der fiir den monovalenten Fall, und
die Assoziation ist immer noch entropisch verstédrkt
(Abb. 12¢c, Weg A). Fiir den Fall, da3 der Konformations-
entropieaufwand die translatorischen und rotatorischen Ent-
ropieaufwinde ausgleicht (Abb. 12¢c, Wege A und B), gilt, daf3
die Bindung entropisch neutral und der gesamte Energieauf-
wand zur Komplexierung des zweiten Liganden derselbe wie
der Entropieaufwand fiir die Komplexierung einer zweiten
dimeren Spezies ist. Grundsitzlich kann der Konformations-
entropieaufwand fiir die Komplexierung des zweiten Ligan-
den den Aufwand der Translations- und Rotationsentropie
iibersteigen. In diesem Fall wird aber der zweite Ligand der
dimeren Spezies niemals die konkurrierende Bindung einer
zweiten dimeren Spezies an den noch freien Rezeptor tiber-
treffen konnen (Abb.12c, Weg B), und die Bindung ist
entropisch geschwicht.

Interessanterweise konnen Entropie und Enthalpie teil-
weise auf die Affinitédt polyvalenter Wechselwirkungen kom-
pensierend wirken: Wo konformative Flexibilitdt den Auf-
wand an Konformationsentropie fiir eine Assoziatbildung
erhoht, steigert dieselbe Flexibilitdt die Wahrscheinlichkeit,
daf3 alle Rezeptor-Liganden-Wechselwirkungen ohne Span-
nungsenergie zustandekommen. Dieser Verlust an Konforma-
tionsentropie bei der Assoziation eines polyvalenten Ligan-
den mit einem polyvalenten Rezeptor ist leider immer schon
schwierig zu quantifizieren gewesen. Die Entropiednderung
beim Einfrieren der Rotation um eine einzige C-C-Bindung
betrigt ungefihr 0.5 kcalmol™!; die Werte fiir andere Ein-
fachbindungen bewegen sich zwischen 0.1 und 1.0 kcal-
mol 1282821 Der maximale Verlust an Konformationsentro-
pie wiirde eintreten, wenn alle Torsionsfreiheitsgrade bei der
urspriinglich freien Rotation um alle Bindungen bei der
Komplexierung verloren gingen. Die genannte Schitzung fiir
diesen Verlust an AS,, betrdgt dann ungefidhr 0.5 N kcal-
mol~!, wobei N die Zahl der Einfachbindungen in der Kette
ist, die die beiden Liganden oder Rezeptoren verbindet. Bei
einer langen, flexiblen Kette kann diese Zahl groB sein: Fiir
einen Triethylenglykol-Spacer kann der Entropieverlust un-
giinstige Werte bis zu einer GréBenordnung von 10 kcal mol !
annehmen.?8! 2821

3.5.3. Solvatationsentropie

Bei Assoziatbildungen in wéfrigen Systemen ist die En-
tropiednderung der umgebenden Wassermolekiile, ASy,o, €in
letzter Beitrag zur Gesamtentropie. Den Hauptbeitrag zu den
Wechselwirkungen in Wasser (hydrophobe Wechselwirkun-
gen und solche, an denen polare Gruppen beteiligt sind)
leistet die Aufthebung der Ordnung der Wassermolekiile, die
um exponierte Flichen der biologischen Molekiile angeord-
net sind, und somit der daraus resultierende Entropiegewinn.
Uber quantitative Messungen und Voraussagen zu hydropho-
ben Wechselwirkungen ist ausfiihrlich berichtet worden.?!
Diese Wechselwirkungen werden in monovalenten und poly-
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valenten Systemen iiblicherweise dhnliche Werte pro Ligand
ausmachen; an den in den vorangegangenen Abschnitten
getroffenen Aussagen dndert sich also nichts (ausgenommen,
der Linker dndert seine Konformation oder assoziiert mit der
Oberfldache des Rezeptors und dndert infolgedessen bei der
Komplexierung seine Assoziation mit dem Losungsmittel).
Im allgemeinen wird fiir jede Liganden-Rezeptor-Wechsel-
wirkung ein negativer Wert von AS zur Gesamtentropie-
dnderung AS addiert, unabhéngig davon, ob in einem
monovalenten oder polyvalenten System.

Polyvalente Wechselwirkungen lassen sich in eine ganze
Reihe von Klassen aufteilen, deren entropische Eigenschaf-
ten deutlich voneinander abweichen. Wechselwirkungen sind
moglich, wenn anfinglich beide Spezies in Losung frei
diffundieren (von den anfianglichen sechs Freiheitsgraden
der Translation zweier solcher Partikel verbleiben nach der
Komplexierung drei), und wir klassifizieren diese Wechsel-
wirkungen als dreidimensional (3D). Wenn eine oder beide
Spezies auf die Diffusion in einer Ebene oder in nur einer
Richtung beschrénkt sind, klassifizieren wir diese Wechsel-
wirkungen entsprechend als 2D bzw. 1D. Der Aufwand an
Translations- und Rotationsentropie bei Assoziatbildung
hiangt von der Zahl der bei der Komplexierung verlorenge-
gangenen translatorischen und rotatorischen Freiheitsgrade
ab. Dieser Aufwand (die kombinierten Werte von AS,,,,, und
AS,,) ist am groBten fiir Partikel, die sich in drei Dimensionen
bewegen konnen und am geringsten fiir solche, die sich nur in
einer Dimension bewegen konnen. Der Entropieaufwand fiir
die Wechselwirkung zwischen N Liganden, die im zweidimen-
sionalen Raum frei diffundieren (etwa Liganden, die an die
Oberfldche einer Zelle geheftet sind) und N Rezeptoren, die
ebenfalls frei im zweidimensionalen Raum diffundieren (etwa
Transmembranproteine auf der Oberfliche einer anderen
Zelle), ist also geringer als fiir die unabhingige Wechselwir-
kung dieser Spezies im dreidimensionalen Raum. Wir werden
diese Aspekte der Dimensionalitét in Abschnitt 4.4 diskutie-
ren, in dem die Signaltransduktion durch Vernetzung von
Oberflachenrezeptoren beschrieben wird.

3.6. Kinetik und erhohte Affinitit

Kinetische Studien iiber sehr starke polyvalente Wechsel-
wirkungen legen nahe, daf3 die Verstarkung meistens auf eine
Abnahme der Dissoziationsgeschwindigkeit (k) der beiden
polyvalenten Einheiten zuriickzufiihren ist, und nicht so sehr
auf eine Zunahme der Assoziationsgeschwindigkeit (k,,). Bei
der Bindung von anti-DNP-Antikorpern an DNP-lys und an
die DNP-bedeckte Oberfliache von ®X174 stellte sich heraus,
daB sich die k,,-Werte fiir die Bindung nur um den Faktor 2
unterschieden (k,,(Oberfliche) ~3.7 x 107m~ s~} k., (DNP-
lys) &~ 8 x 10"m~!s7!), wihrend sich die Werte von k,; um den
Faktor 10* unterschieden (k. z(Oberfliche)=23.3 x 107*s71,
kow(DNP-lys) ~1.0s71).2% Da die Geschwindigkeit eines
Prozesses qualitativ (und oft quantitativ) mit seiner Thermo-
dynamik zusammenhingt,?®! erscheinen diese Ergebnisse
intuitiv im Einklang mit Polyvalenz: Der thermodynamische
Aufwand der ersten Liganden-Rezeptor-Wechselwirkung
zwischen zwei polyvalenten Einheiten ist ungefdhr derselbe
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wie der der analogen monovalenten Wechselwirkung. Inso-
fern ist es plausibel, da3 die Assoziationsgeschwindigkeit
dhnlich sein konnte. Die Dissoziation von Teilchen, die
polyvalent wechselwirken, erfordert das Aufbrechen von N
Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen. Es ist deshalb ein-
leuchtend, daB3 bei polyvalenten Wechselwirkungen die Dis-
soziation langsamer verlduft als bei den entsprechenden
monovalenten Wechselwirkungen.

4. Polyvalente Wechselwirkungen in der Biologie

4.1. Funktionelle Vorteile polyvalenter
Wechselwirkungen

Wegen funktioneller Vorteile scheinen biologische Systeme
in vielen Fillen lieber polyvalente Wechselwirkungen ein-
zugehen, als entweder eine &dquivalente Zahl von monova-
lenten Bindungen zu bilden oder eine sehr starke monova-
lente Bindung. Im folgenden werden einige Beispiele fiir
solche funktionellen Vorteile aufgefiihrt.

4.1.1. Sehr starke Bindungen mit Liganden mittlerer oder
kleiner Oberfliche

Die gesamte Gibbs-Energie fiir polyvalente Wechselwir-
kungen, AG®"Y, kann hier sehr groB sein, und die daraus
resultierende Bindungsaffinitit, K;Y, kann sehr giinstig sein.
Grundsitzlich kann die Stdrke einer polyvalenten Wechsel-
wirkung viel hoher sein, als es bei einer einzelnen Wechsel-
wirkung zwischen einem Liganden mit niedrigem Molekular-
gewicht und einem Protein erreicht werden kann, ungeachtet
der Kooperativitdt. Die stirkste bekannte Bindung fiir eine
einzelne Wechselwirkung zwischen einem Rezeptor und einem
kleinen organischen Liganden ist die zwischen Biotin und
Streptavidin (K™~ 10M1).[86.287] Dije am stirksten bin-
denden, trivalenten, natiirlich vorkommenden Oligosacchari-
de binden polyvalent mit ihren drei GalNAc-Gruppen an den
C-Lectin-Asialoglycoprotein-Rezeptor auf der Oberfldche
von Leberzellen mit K{o¥ =10°M~', wihrend fiir einfache
Galactose Ko, = 10°M ! betrigt.?! Es wurde auch behaup-
tet, dal es Wechselwirkungen mit viel groerer Bindunskon-
stante (>10 M) giibe.?®] Die Genauigkeit der Bestimmung
von Bindungskonstanten solcher GroBenordung ist aber
ungewif}, da die Messung in der Praxis sehr schwierig ist.

4.1.2. Abgestufte biologische Antwort- und Signalprozesse

In polyvalenten Systemen kann die Signalstirke in Ab-
héngigkeit von der Zahl der beteiligten Liganden-Rezeptor-
Paare stark schwanken; in erster Ndherung konnte die
Signalstdrke mit N korrelieren. Diese Fiahigkeit zur Variation
der Signalstirke iiber einen groen Bereich (weitaus groer
als das binidre ,,an“ und ,,aus” eines einzelnen Liganden, der
einen einzelnen Rezeptor besetzt) konnte im Prinzip die
Moglichkeit bieten, auf biologische Signale stufenweise zu
antworten.
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Ein Beispiel fiir diese Art der abgestuften Antwort konnte
die Clearance von Pathogenen durch Antikorper-vermittelte
Anlagerung an Makrophagen sein (Abb. 13). Wihrend ein

<z

Bakterien
s, L,

Makrophage

IgG-Antikorper-bedecktes

Bakterium Fc-Domane von IgG

Fc-Rezeptor
4

Makrophage

Abb. 13. Clearance von Pathogenen durch Antikorper-vermittelte An-
lagerung an Makrophagen. Ein mit IgG-Antikorpern bedecktes Bakterium
wird aus dem Blutkreislauf durch Phagocytose entfernt: Die Oberflache
des Makrophagen enthélt Fc-Rezeptoren, die die Fc-Region des IgG-
Molekiils erkennen. Die multivalente Bindung des Antikorper-iiberzoge-
nen Bakteriums (oder Virus) an mehrere Fc-Rezeptoren des Makrophagen
aktiviert den phagocytotischen Prozef3. Ungebundenes IgG verbindet sich
nicht wirksam mit den Fc-Rezeptoren auf dem Makrophagen. (Die
Darstellungen sind nicht maBstabsgerecht.)

einzelner Antikorper nicht in der Lage ist, einen Makro-
phagen zur Phagocytose eines Pathogens zu veranlassen, da
Makrophagen nicht wirksam an einen einzelnen Antikorper
binden, konnen zwei Antikorper dies sehr wohl bewirken.
Mehrere Antikorper sollten das AusmaB3 der Polyvalenz
zwischen dem Pathogen und dem Makrophagen weiter
verstiarken und damit die Wahrscheinlichkeit erh6hen, daf
das Pathogen erkannt und beseitigt wird. In diesem Fall bietet
Polyvalenz einen Mechanismus fiir die molekulare Erken-
nung: Die meisten Pathogene haben Oberflidchen, die mehre-
re Kopien eines Epitops aufweisen. Insofern wiirde die
nichtspezifische Anheftung eines Antikorper-Rezeptors an
ein nichtpolyvalentes Ziel auf einer natiirlichen Oberfldche zu
keiner festen polyvalenten Verkniipfung mit dieser Ober-
fliche fiihren. Auerdem konnen Makrophagen, die nur an
einen einzelnen Antikérper binden, keine Teilstiicke von
Pathogenen erkennen. Wenn sie aber an mehrere Antikoérper
binden, erkennen sie das Pathogen als Ganzes.?!'!]

Ein anderer Mechanismus, nach dem Antikorper zur
Phagocytose eines Pathogens fiihren, ist die Auslosung der
Komplementkaskade (dies wird in Abschnitt 4.1.7 genauer
beschrieben, sieche Abb. 16). Die konstante Region am Ende
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des Antikorpers, der Fc-Abschnitt, wechselwirkt mit einer der
fiinf Spalten des 16slichen Proteins C1, einem pentavalenten
Protein, das die Komplementkaskade bei Bindung in-
itiiert.?% 21 C1 wird nicht durch Antikorper allein oder
durch einen einzelnen Antikorper-Antigen-Komplex akti-
viert. Je dichter sich die Antikorper auf einer Oberfldche
driangen (z. B. auf einem Pathogen), desto wahrscheinlicher ist
es, dal C1 bindet und aktiviert wird, und desto wahrschein-
licher ist es, daf3 das Pathogen zerstort wird.

4.1.3. Evolutiondre Effizienz: Vervielfiltigung einer
bestehenden Wechselwirkung — oder Bildung einer neuen

Die biologische Evolution von neuen wechselwirkenden
Einheiten konnte Wechselwirkungen zwischen neuen Mole-
kiilen oder Gruppen von Molekiilen erfordern. Man konnte
annehmen, daB der Riickgriff auf einen bestehenden ,,Pool*
an Wechselwirkungen einen groBeren evolutionidren Vorteil
bietet als das Schaffen neuer Wechselwirkungen. Umweltein-
fliissse konnten einem Organismus zuféllig einen Evolutions-
vorteil verschaffen, der eine bestehende schwache Wechsel-
wirkung durch eine viel stirkere ersetzt. Einfaches Erhohen
der Zahl der einzelnen schwachen Wechselwirkungen, um im
Verbund eine stéirkere zu ergeben, macht die Notwendigkeit
hinfillig, ein neues Molekiil fiir eine neue Wechselwirkung zu
entwickeln.

4.1.4. Zunahme der Bindungsstirke und -spezifitit durch
heteromere Polyvalenz

Eine polyvalente Wechselwirkung kann eine Mischung von
Liganden-Rezeptor-Paaren umfassen und zu groferer Bin-
dungsstirke und -spezifitit als bei dquivalenten monovalen-
ten Wechselwirkungen fithren, wenn bei dieser Mischung
mehr als nur ein Ligandentyp mit mehr als nur einem
Rezeptortyp wechselwirkt; wir nennen diese Art der Wech-
selwirkung , heteromere Polyvalenz“. Wenn durch Einbezie-
hung eines weiteren Ligandentyps die Gesamtzahl der
Wechselwirkungen erhoht wird, dann kann die Gesamtstirke
der Wechselwirkung ebenfalls zunehmen. Die Spezifitit
(Ay_;B gegeniiber Ay) kann durch differentielle Regulierung
der Expression von A und B in oder auf einer Zelle erhoht
werden; d.h., eine Zelle konnte an eine andere Zelle binden,
die nur einen bestimmten Molenbruch von A und B auf ihrer
Oberfliache exprimiert. In Abschnitt 2 veranschaulichen zwei
detaillierte Beispiele (Anheftung von E. coli und Neutrophi-
len) heteromere Polyvalenz.

4.1.5. Konformer Kontakt zwischen grofien biologischen
Oberflichen

Abbildung 14 zeigt ein Beispiel, bei dem viele schwache
Wechselwirkungen (K%") gegeniiber einer einzelnen Wech-
selwirkung von gleicher Stirke (K™ = K®") biologisch im
Vorteil sind: Man spricht von , konformem* Kontakt. Solch
enger Kontakt hat bei einem Zellpaar eine Reihe von
Vorteilen: Beispielsweise konnte die Kommunikation zwi-
schen zwei Zellen viel effizienter und schneller erfolgen als
bei Zellen, die sich nur in einem kleinen Bereich beriihren.
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Abb. 14. Zur Erlduterung des ,konformen“ Kontakts zwischen grofien
biologischen Oberflichen (Niheres siche Text).

Eine einzelne starke Wechselwirkung wiirde engen kon-
formen Kontakt zwischen zwei Oberfliachen nicht fordern.

4.1.6. Induktion spezifischer geometrischer Formen und
molekularer Verteilungen

Polyvalente Wechselwirkungen konnen zu makroskopi-
schen Reorganisationen und Umverteilungen von Molekiilen
fithren. Ein Beispiel fiir eine groBe Formverdnderung ist die
Umwandlung eines sphérisch geformten Neutrophils in ein
abgeflachtes Neutrophil bei Anheftung an eine endotheliale
Oberflache. Dieser Formverdnderung schlieSen sich spezifische
Wechselwirkungen zwischen den Oberfldchen der beiden Zel-
len an (Abb. 3). Ein Beispiel fiir die Veranderung der moleku-
laren Verteilung ist die Ansammlung von Rezeptoren in
einem Clathrin-iiberzogenen Griibchen (Abb. 15).

4.1.7. Signaltransduktion durch Induktion grofier
konformativer Verinderungen

Bei einigen polyvalenten Systemen ruft die Wechselwir-
kung eine groBle Konformationsdnderung von einem oder
beiden wechselwirkenden Partnern hervor. Beispielsweise
liegt die DNA in einer spezifisch spiralisierten Konformation
vor, die durch mehrfach wiederholte (polyvalente) Kontakte
des polymeren Histons erreicht wird. Ein bemerkenswertes
Beispiel ist die polyvalente Bindung von IgM an die poly-
valente Oberflédche eines eingedrungenen Pathogens. Hierbei
dient die Konformation des IgM, die durch die polyvalente
Assoziation hervorgerufen wird, als ein Signal. IgM gehort zu
einer Antikorper-Klasse mit fiinf bivalenten Strukturen (d.h.
zehn Bindungsstellen), die sich unregelmiBig um einen
zentralen Ring anordnen. Nach decavalenter Bindung an
die Bakterienoberfldche weisen alle fiinf bivalenten Struktu-
ren in eine gemeinsame Richtung, und Teile des zentralen
Ringes sind dann exponierter und anders geordnet, als sie es
vor der Bindung waren. Diese Ringabschnitte initiieren durch
Wechselwirkung mit 16slichem pentavalentem Protein C1 im
Blut die Kettenreaktion, die die Komplementkaskade aus-
macht (Abb. 16). Diese Kaskade endet mit dem Einbau der
Proteine C5b—-C9 in der Membran des Mikroorganismus.
Dies ruft die Bildung weiter Kanéle (Locher) in der Membran
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Abb. 15. Induktion spezifischer geometrischer Formen und Induktion
molekularer Verteilung: Ansammlung von Rezeptoren in einem Clathrin-
iiberzogenen Griibchen. Ein Beispiel stellt die Rezeptor-vermittelte
Endocytose von Low-density-Lipoproteinen (LDL) dar. Der Ligand
(LDL) bindet an LDL-Rezeptoren im Membranplasma der Zelle. Der
aus dieser monovalenten Wechselwirkung hervorgegangene Komplex
bindet an ein Adapter-Molekiil im Cytoplasma, was die Bildung Clath-
rin-liberzogener Griibchen durch multivalente Assoziation von Cathrin-
molekiilen und anderen Schicht-assoziierten Proteinen einleitet.

hervor, was zum Tod des Mikroorganismus fiihrt. Die
Bindung von IgM an monovalente Liganden im Blut fiihrt
zu keinen solchen konformativen Anderungen und lost die
Komplementaskade nicht aus. In diesem Beispiel ist Poly-
valenz nicht fiir enge Bindungen, aber fiir Signalisierung und
Aktivierung durch Konformationséanderung unabdingbar.

4.1.8. Verhinderung unerwiinschter Wechselwirkungen:
natiirliche polyvalente Inhibitoren

Wo Polyvalenz gewiinschte Wechselwirkungen stark for-
dern kann, kann sie auch eine niitzliche Strategie sein, um
bestimmte ungewiinschte biologische Wechselwirkungen zu
verhindern, vor allem solche, die selbst polyvalent sind (hier
wird also Polyvalenz gegen Polyvalenz eingesetzt). Der
Flissigkeitsfilm, der das Innere der Lunge der meisten
Sdugetiere benetzt, enthilt z. B. einige Mucine (Proteine, die
Sialinsdure-terminierte Oligosaccharide aufweisen). Diese
Mucine, besonders a,-Makroglobulin, kénnen an Influenza
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Abb. 16. Signaltransduktion durch Induktion groBer Konformationsin-
derungen. Konformationséinderungen eines pentameren Immunglobulins
(IgM) nach multivalenter Bindung an Antigene auf bakteriellen Ober-
flachen aktivieren die Komplementkaskade. a) Ein pentavalentes IgM-
Molekiil bindet an Antigene auf der Oberfliche eines Bakteriums und
nimmt die ,,iibliche Form an. b) Clq (drei Paare mit Y-Form) des Cl1-
Komplexes (Clg, Clr, Cls) bindet direkt an ein konformativ verdndertes
IgM. ¢) Die Bindung von Clq an IgM fiihrt zur Aktivierung des Cl-
Komplexes (die Aktivierung von C1r/Cls — dargestellt als Anderung der
Orientierung): C1 ist nur dann aktiviert, wenn mindestens zwei C1q-Kopfe
gleichzeitig an Antikorper binden. Solch eine Aktivierung des C1-IgM-
Komplexes initiiert die Komplementkaskade, was schlieSlich zum Tod des
Bakteriums fiihrt.

und andere SA-bindende Viren binden und dabei deren
Anlagerung an die Zielzelle verhindern (Abb. 17). Wie wir in
Abschnitt 5.2 noch aufiihrlicher diskutieren werden, kann
Polyvalenz fiir die feste Bindung an das Pathogen und auch
fiir die sterische Stabilisierung der Pathogenoberfliche (eine
besondere Eigenschaft dieser Art polyvalenter Wechselwir-
kung) genutzt werden.

Dank eines genauen Verstindnisses der verschiedenen
Systeme, in denen biologische Organismen polyvalente
Wechselwirkungen auf der molekularen Ebene einsetzen,
konnen wir allméhlich neue Strategiekonzepte fiir die Phar-
makologie entwickeln. In den folgenden Abschnitten disku-
tieren wir gut untersuchte Arten von Polyvalenz und versu-
chen, einige der ungewohnlichen Eigenschaften polyvalenter
Wechselwirken zu erldutern.

4.2. Anlagerung von Viren an Wirtzellen

Einige Beispiele fiir Liganden-Rezeptor-Wechselwirkun-
gen, die bei der Anlagerung eines Virus an eine Wirtzelle
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Abb. 17. Verhinderung der Anlagerung des Influenzavirus an die Zell-
oberfliche. Mucin ist ein natiirliches Glycoprotein, das an seiner Ober-
fliche in hoher Dichte Sialinsdure-Gruppen tragt. Aufgrund der kompe-
titiven, multivalenten Verbindung dieser Sialinsdure-Gruppen mit den
Héamagglutininen auf der Virusoberflédche ist es ein potenter Inhibitor der
Virus-Anheftung.

wichtig sind, sind in Tabelle 1 aufgefiihrt.”” Der erste Schritt
bei einer Virusinfektion ist die Anlagerung eines Virus an
seinen Wirt, was die gleichzeitige Assoziation von mehreren
Molekiilen auf der Virusoberfliche mit mehreren Molekiilen
auf der Oberfldche seiner Wirtzelle erfordert (Abb. 18).2°1

@ Virus

a)

B

Abb. 18. Schematische Darstellung des Eindringens eines Virus in eine
Wirtzelle. a) Ein Virus lagert sich durch polyvalente Wechselwirkungen
zwischen viralen Rezeptoren und zelluldren Liganden an die Zelloberfla-
che an. b) Die Zelle nimmt das Virus durch Endocytose auf. ¢) Azidifizie-
rung der Virus-haltigen Vesikel nach Endocytose 16st die Verschmelzung
des Vesikels mit der Zelle aus; die virale DNA wird freigesetzt.
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Replikation

Uber den Vorgang der molekularen Erkennung zwischen dem
Virus und seiner Wirtzelle ist bereits berichtet worden.!

Die bei der Vermittlung der Anlagerung beteiligten Mole-
kiile auf den Virus- und Wirtzelloberflichen konnen am
direktesten durch Hemmung dieser Verbindungen identifi-
ziert werden, und zwar entweder durch eine hohe Konzentra-
tion der entsprechenden freien Monomere dieser Verbindun-
gen oder durch monoklonale Antikoérper gegen diese Mole-
kiile. Solch eine Strategie wird oft angewendet, wenn der
Ligand ein Zucker oder ein kleines Molekiil ist. Eine weniger
direkte Methode zur Charakterisierung der bei der Assoziat-
bildung beteiligten Molekiile baut auf Korrelationen von
Mutationen auf (entweder gezielt ausgelosten oder natiir-
lichen), wobei die Mutanten nicht in der Lage sind, erfolg-
reich an die Zielzelle zu binden; d. h. wenn die Mutation eines
bestimmten Proteins dem Virus die Fahigkeit zur Assoziat-
bildung nimmt, ist es bei der Anlagerung entweder direkt
oder indirekt beteiligt. Diese zweite Strategie wird oft fiir
Rezeptoren und Liganden angewendet, die Proteine sind.
Obwohl die Beteiligung etlicher Oberflichenmolekiile bei
der Virus-Zell-Erkennung beschrieben ist, bestehen oft Zwei-
deutigkeiten. Da sich Viren nichtspezifisch an viele Substan-
zen anheften, ist es oft schwierig, zwischen nichtbiospezifi-
scher und biospezifischer Bindung zu unterscheiden. Einige
Viren konnen durch einen nichtspezifischen Transportmecha-
nismus in eine Wirtzelle eindringen (derselbe Mechanismus,
den Zellen zur Aufnahme kleiner Molekiile nutzen). Einige
auf der Virusoberfldche befindliche Proteine konnen mehr als
nur einen Ligandentyp auf der zelluldren Oberfldche erken-
nen. SchlieBlich konnen sich bestimmte Viren mit frei in
Losung diffundierenden Proteinen verbinden, die ihrerseits
Molekiile auf der Zelloberfliche erkennen (vermittelte An-
lagerung). Viren binden auf zelluldren Oberflichen an fast
alle Molekiilklassen: Zucker®? (z.B. erkennen Polyoma-"!
und Orthomyxoviren?” Sialyloligosaccharide), Phosphati-
dyllipide (z.B. erkennt das vesiculdre Stomatitis-Virus, VSV,
Phosphatidylserin und Phosphatidylinositol®®!) und Proteine
(z.B. erkennt HIV CD4,** und das humane Rhinovirus
erkennt das interzelluldre Adhésionsmolekiil-1, ICAM-121),

Das im Zusammenhang mit Polyvalenz am meisten unter-
suchte System zur viralen Bindung und Hemmung ist ein
kiinstlicher Influenza-Stamm, das Orthomyxovirus A(X-31),
das an die Oberfldche von Erythrocyten bindet (Abb. 1).[12
Diese Bindung kommt durch mehrere gleichzeitige Wechsel-
wirkungen zwischen viraler HA und zelluldrer SA zustande.
Genaue Affinitdtsmessungen zwischen Influenzaviren und
Erythrocyten sind bisher nicht durchfiihrt worden, doch ist
geschétzt worden, daB die Untergrenze fiir K =10%m"!
betrdgt. Da die Konstante fiir die Bindung zwischen einem
einzelnen SA-Molekiil und einem einzelnen HA-Rezeptor
Kmoro ~ 10° M~ betrigt, ist die Wechselwirkung zwischen Zelle
und Virus eindeutig polyvalent (8~ 108 > 1). Da der Wert fiir
N unbekannt ist, konnen wir keine Aussage zur Kooperativi-
tit o treffen.

Eine andere ausfiihrlich untersuchte Virus-Zell-Wechsel-
wirkung ist die zwischen dem Protein gp120 auf dem HI-Virus
und dem 60K-Glycoprotein CD4 auf der Oberfldche der T-
Zellen (Abb. 19). Hohe Konzentrationen an solubilisiertem
CD4 (CD4, das chemisch von Zelloberflichen gespalten
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Abb. 19. Anheftung von HIV an eine T-Zelle. a) Bindung von gp120 der
Virusoberfliche an CD4 der T-Zelloberfliche. b) Verschmelzung der
Virushiille mit der Zellmembran und Eindringen der viralen RNA in die
Zelle.

wurde) hemmen die Anlagerung. HIV ist ein Beispiel fiir ein
Virus, das an alternierende Molekiile auf der Zelloberfliche
binden kann: Es kann Gliom- und Rhabdosarkom-Zellen
infizieren, denen CD4 fehlt. Solubilisiertes CD4 hemmt die
Anlagerung und die nachfolgende Infektion dieser Zelltypen
nicht.*!

Es gibt viele Beispiele fiir vermittelte Bindungen von Viren
an Zellen. So bindet das Hepatitis-B-Virus in manchen Féllen
an Serumalbumin-Aggregate. Diese Aggregate binden ihrer-
seits an Albumin-Rezeptoren auf der Oberfliche von Le-
berzellen. Bei einem anderen gut untersuchten Beispiel ist
der Ausgangspunkt die bivalente Anlagerung von Anti-Virus-
Antikorpern an die Oberfliche eines Virus (Beispiele sind
Dengue-Virus, West-Nil-Fieber-Virus und HIV).?*! Fc-Re-
zeptoren auf der Oberfliche der Zielzelle wechselwirken
dann polyvalent mit mehreren Fc-Enden. Dieser Verbin-
dungsmechanismus ist derselbe, der auch von Makrophagen
bei der Erkennung von fremden Pathogenen genutzt wird, nur
daf} dieser interessanterweise zur Clearance und nicht zur
Infektion fiihrt.

4.3. Bindung von Bakterien an Wirtgewebe:
Gewebstropismus

Bakterielle Pathogene konnen in zwei Klassen aufgeteilt
werden: intrazelluldre (die in eine Zelle eindringen und sich
dort vervielfiltigen) und extrazelluldre (die zwischen Zellen
leben, aber nicht in sie eindringen). Der Mechanismus der
bakteriellen Infektion ist fiir intrazelluldre Pathogene dhnlich
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wie bei Viren: Die Infektion wird durch die Anlagerung des
Pathogens an die Wirtzelle ausgelost (Tabellen 2-4). Extra-
zellulare Bakterien wandern oft in spezielle Gewebe und
sammeln sich dort an. Dieser sogenannte Gewebstropismus
kann entweder durch spezifische Wechselwirkungen zwischen
Molekiilen der Bakterienoberfliche und Molekiilen auf der
Oberfliche der Zellen des bevorzugten Gewebes zustande
kommen, oder die Molekiile der Bakterienoberfliche wech-
selwirken mit Komponenten der extrazelluldiren Matrix, die
fir diese Gewebe charakteristisch sind. Viele spezifische
Wechselwirkungen, entweder zwischen Bakterium und Wirt-
zelle oder Bakterium und extrazelluldrer Matrix, sind bereits
beschrieben worden.?- 3% Wie bei Viren wird die Spezifitit
der Wechselwirkung {iiblicherweise durch das Molekiil be-
stimmt, das der beste Inhibitor bei einem Anheftungs- oder
Agglutinationsassay ist. Diese Tests werden am h&ufigsten
angewendet, wenn die Wechselwirkung zwischen einem
Lectin auf der bakteriellen Oberfliche und einem Zucker
stattfindet, der entweder auf der Wirtzelle oder der extrazel-
luldren Matrix lokalisiert ist (Tabelle 2). Da Ligand und
Rezeptor Proteine sind, kommt wahrscheinlich bei bakteriel-
len Wechselwirkungen eher vor als bei viralen (Tabelle 3 und
4). Diese Protein-Protein-Wechselwirkungen sind schwieriger
zu untersuchen, hauptséichlich weil das ,,Monomer* entweder
nicht bekannt oder fiir Studien nicht verfiigbar ist, oder weil
es seine ,,Form* verliert, wenn es sich nicht mehr in der
Membran befindet. Daher sind bis heute die meisten detail-
lierten Studien iiber bakterielle oder virale Wechselwirkun-
gen keine iiber Protein-Protein-Wechselwirkungen, sondern
tiber Lectin-Zucker-Wechselwirkungen.

Die Pionierarbeiten von Duguid et al., die als erste die
Agglutinationseigenschaften von Darmbakterien syste-
matisch untersucht haben,!l liefern viele Beispiele fiir
bakterielle Wechselwirkungen mit Wirtzellen. In den meisten
Fillen exprimiert das Darmbakterium Fimbrien vom Typ 1,
die auf der Oberfliche von Epithelzellen im Darm an
Mannose binden (z.B. E. coli, Klebsiella pneumonia und
Salmonella). Diese Wechselwirkung kann durch Agglutina-
tion von Meerschweinchen-Erythrocyten getestet werden
(deren Oberfldche ist dicht mit Mannose-Substituenten
beschichtet). Ein bekanntes Beispiel sind uropathogene E.-
coli-Bakterien (siche Abschnitt 1).

Bestimmte andere enterale E.-coli-Bakterien haben fim-
briale Himagglutinine auf ihrer Oberfl4che, die spezifisch an
verschiedene Sialinsdure-haltige Glycoproteine auf der Ober-
fliche von Epithelzellen binden. Ein detailliert erforschtes
Beispiel fiir Sialinsdure-Erkennung ist die Erkennung der
spezifisch an NeuAc(a2,3)Gal(51,4)Glc(B1)-ceramid lokali-
sierten N-Glycolylneuraminsédure durch das Fimbrien-Lectin
K99 aus E.coliP Stimme der Darmbakterien Vibrio
cholera produzieren eine Vielfalt an Hamagglutininen.P%!
Das verbreitetste dieser Hamagglutinine bindet an Fucose-
derivate der Epithelzellen.

Der Wirtorganismus baut héufig eine relativ unspezifische,
aber polyvalente Abwehr gegen die polyvalenten Pathogene
auf. Das Tamm-Horsfall-Glycoprotein etwa, das in mensch-
lichem Urin am stidrksten vertretene Glycoprotein, enthilt
eine verdnderliche Zahl von N-gebundenen Oligomannose-
Einheiten und bindet eine breite Palette von Bakterien.?!
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4.4. Anlagerung polyvalenter Molekiile an Zellen

Polyvalente Molekiile konnen mit Zellen und Bakterien
wechselwirken und Reaktionen auslosen, die von Wachstum
und Differenzierung tiber Clearance bis hin zum Tod reichen.
Einige dieser Reaktionen sind nur moglich, wenn das Molekiil
polyvalent ist. Wir geben im folgenden Beispiele fiir Anti-
korper-Zell-Wechselwirkungen, fiir die Anlagerung von To-
xinen an deren Zielzellen und fiir die Signaltransduktion iiber
die Assoziation polyvalenter Molekiile (Hormone, Wachs-
tumsfaktoren).

Immunglobuline binden polyvalent an die Zelloberflédche.
Wie schon beschrieben, ergaben die bahnbrechenden Arbei-
ten von Karush et al., daB3 die bivalente Form eines Anti-
korpers fester an biologische Oberflichen bindet als die
entsprechende monovalente Form.?%! Die Autoren studierten
die Anheftung von IgG und IgM an eine DNP-derivatisierte
Oberfliache des E.-coli-spezifischen Bakteriophagen ®X174.
Durch proteolytischen Abbau wandelten sie bivalentes IgG
und decavalentes IgM in monovalente Formen um und
verglichen deren Assoziationskonstanten mit denen der nicht
modifizierten Antikorper. Sie ermittelten einen 10°- und
10°fachen Unterschied fiir IgG bzw. IgM (8=5 x 10?> bzw.
10°). Ferner war die gemessene Assoziationskonstante fiir
decavalentes IgM, K§s<2, groBer als 10''m~1.

Spater, 1990, untersuchten Karush et al. die Anheftung
einer polyklonalen Mischung von IgG. Diese war aus dem
Serum einer Maus isoliert worden, die man mit dem Gram-
positiven Bakterium Bacillus sp. geimpft hatte.?”’l Die Ober-
flache (Zellwand) des Bacillus sp. besteht aus Peptidoglykan-
Bausteinen, die das periodisch strukturierte Mureingeriist
bilden.’®! Die Bindungskonstante fiir das bivalente IgG war
30mal hoher (8 = 30) als fiir die monovalente Form, die durch
Reduktion mit 2-Sulfanylethylamin erhalten wurde. Nach
Untersuchung der Kinetik dieser Wechselwirkung kamen die
Autoren auch zu dem Schluf3, daf3 die Assoziationsgeschwin-
digkeiten fiir die bivalenten und monovalenten Formen fast
dieselben waren, aber die Dissoziationsgeschwindigkeit fiir
die bivalente Spezies 30mal niedriger war als die der
monovalenten.

Ein bivalenter Antikorper hat gegeniiber einem monova-
lenten zwei wesentliche Vorteile: 1. hohe Affinitit (8> 1),
2. Erkennung. Zuzuschreiben ist die Erkennung der schwa-
chen Affinitdt des bivalenten Antikorpers zu frei in Losung
umherschwebenden Bakterienfragmenten und nichtbakte-
riellen Oberfldachen, die dhnliche Epitope wie bakterielle
Oberflichen aufweisen konnten (es ist unwahrscheinlich, daf3
diese dhnlichen Epitope auf einer nichtbakteriellen Ober-
flache in hoher Dichte vorkommen).

Als zweites Beispiel fiir Antikorper-Zell-Wechselwirkun-
gen sei die Bindung zwischen humanem Wachstumshormon
(hGH) und den Rezeptoren seiner Zielzellen angefiihrt
(AbD. 20). Dieses Hormon besteht aus zwei unterschiedlichen
Protein-Domainen, die durch eine starre Proteinbriicke aus-
einandergehalten werden. Obwohl diese Doméinen unter-
schiedlich sind, erkennen doch beide denselben Rezeptor auf
der Oberfldche, allerdings mit unterschiedlichen Affinitédten.
Dieses Beispiel gehort auch zur oben definierten heterome-
ren Polyvalenz (Abschnitt 4.1.4).5%]
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Rezeptor
Zelle
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aktiv (Agonist) inaktiv {Antagonist)

Abb. 20. Heteromere Polyvalenz: Modell der sequenziellen Dimerisie-
rung bei der Aktivierung des hGH-Rezeptors.

4.4.1. Signaltransduktion durch Quervernetzung der
Rezeptoren auf einer Zelloberfliche

Zellwachstum, Differenzierung, Migration und program-
mierter Zelltod werden zum Teil durch polypeptidische
Wachstumsfaktoren oder Cytokine gesteuert.?% 3! Da diese
Faktoren die hydrophobe Zellmembran nicht durchdringen
konnen, stellt sich die grundsitzliche Frage, auf welchem Weg
die Signaltransduktion in die Zelle erfolgt. Man hat eine
Reihe von Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen ermittelt,
die die Dimerisierung von Oberfldchenrezeptoren zur Folge
haben. Viele Wachstumsfaktoren und Cytokine sind poly-
valent und entfalten ihre Wirkungen iiber Bindung und
Dimerisierung (oder Oligomerisierung) zelluldrer Oberfla-
chenrezeptoren: Fiir solch einen Mechanismus wurden in den
letzten Jahren deutliche Hinweise erhalten (Tabelle 7), und es
ist auch schon eine Ubersicht dariiber erschienen.?®! Die
Bindung eines polyvalenten Liganden an mehrere, in einer
Zellmembran bewegliche Rezeptoren spielt dabei oft eine
Rolle. In einigen Fillen kann ein einzelnes signalgebendes
Molekiil aus zwei Teilen bestehen, von denen jeder fiir sich
einen Oberflichenrezeptor bindet (wie beim humanen
Wachstumsfaktor, der im vorangegangenen Abschnitt be-
sprochen wurde). In diesem Fall ist der Ligand heterovalent/
bivalent. Aber nicht in allen Fillen hat Polyvalenz (wie wir sie
definiert haben) etwas mit dem Mechanismus der Rezeptor-
dimerisierung zu tun. In einigen Fillen ist es sehr gut moglich,
daB3 zwei Liganden-besetzte Rezeptoren mit einer giinstige-
ren Dimerisierungsenergie wechselwirken als zwei unbesetzte
Rezeptoren.] Rezeptor-Dimerisierung wurde nach Bin-
dung einer Reihe von Cytokinen und Wachstumsfaktoren
festgestellt: Protein-Tyrosinkinase-Rezeptoren, Cytokin-Re-
zeptoren, Antigen-Rezeptoren, Rezeptoren fiir Tumornekro-
sefaktoren (TNF) und verwandte Faktoren sowie Serin-
Threoninkinase-Rezeptoren. %!

Die Wechselwirkung zwischen einem Allergen und der
Oberfliche einer Mastzelle verdeutlicht einige der unge-
wohnlichen Eigenschaften von Systemen, die die Vernetzung
von Rezeptoren nutzen. Die Mastzelle triagt mehrere Kopien
des bivalenten Antikorpers IgE und kann auf eine grofie
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Palette von Allergenen mit Degranulation reagieren (d.h.
Freisetzung von Histamin, das eine lokale Entziindung
fordert). Wihrend monovalente Liganden fiir IgE keine
Degranulation auslosen, sind polyvalente Liganden dazu in
der Lage (Abb. 21). Die polyvalente Bindung an die Ober-

a) Pollen-Antigen  pollenspezifisches IgE

Abb. 21. Degranulation nach Bindung eines polyvalenten Allergens.
a) Nach der Exposition gegeniiber Pollen veranlaBt IL-4 B-Zellen, IgE
als Antwort auf die Pollen-Antigene zu produzieren. b) Die zweite
Exposition fiihrt zur Mastzellenaktivierung durch multivalentes Binden
und Vernetzen der IgE-Molekiile und Antigene. ¢) Die von der aktivierten
Mastzelle durch Exocytose freigesetzten Granula enthalten Histamin und
Heparin; die Folge ist ,,Heuschnupfen®.

fliche der Mastzelle kann zur Vernetzung von zwei IgE-
Molekiilen fithren. Das vernetzte, oberflichengebundene IgE
bindet (iiber einen Transmembranabschnitt) an ein uniden-
tifiziertes intrazelluldres Protein, wobei diese Wechselwir-
kung ihrerseits eine Signalkette auslost, die letztlich zur
Degranulation fiihrt. Das Minimum an vernetzten Einheiten,
die zur Freisetzung von Histamin aus Mastzellen erforderlich
sind, sind zwei vernetzte IgE-Molekiile.?** 3% Deshalb muf
fir das Antigen N >2 gelten, damit Degranulation stattfin-
det.BP'] Wechselwirkungen von symmetrischen und unsymme-
trischen bivalenten Liganden mit bivalenten Antikorpern auf
der Oberfldche der Mastzelle sind mit der Histamin-Freiset-
zung in Beziehung gesetzt worden ' 313

Die Degranulation veranschaulicht eine wichtige Eigen-
schaft polyvalenter Wechselwirkungen in Membranen: Der
Membran-Rezeptor verhilt sich manchmal polyvalent (z.B.
durch polyvalentes Binden an das polyvalente Allergen),
manchmal aber auch nicht (der Rezeptor bindet ohne das
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Allergen nichtpolyvalent an das/die intrazelluldre(n) Pro-
tein(e) in der Signaltransduktionskaskade). Ob Rezeptoren
polyvalent an polyvalente Liganden binden oder nicht, hdngt
von der genauen Balance dreier thermodynamischer Para-
meter ab: 1. die Enthalpie der Komplexierung, 2. der Verlust
an Konformationsentropie des Liganden bei der Komplexie-
rung, 3. die Konzentration des Rezeptors in der Membran
(die mit dem Verlust an Konformationsentropie bei der
Komplexierung zusammenhingt). Die ersten beiden Faktoren
haben wir in den vorangegangenen Abschnitten schon
diskutiert.

Die Konzentration des Rezeptors in der Membran be-
stimmt zum Teil die Wahrscheinlichkeit der Signaltransduk-
tion. Die Mechanismen, nach denen ein vernetzter Zustand
eines Rezeptors eine Antwort in einer Zelle induziert, lassen
sich vereinfacht in zwei Klassen aufteilen:

1. Ein intrazelluldres Protein (oft eine Kinase, wenn die
Signaltransduktion nach Erkennung eines polyvalenten Anti-
gens durch T-Zellen-Rezeptoren erfolgtP#l) kann fest an
einen intrazelluldren Abschnitt des Dimers binden, der sich in
Teilen aus beiden Hélften des Dimers zusammensetzt. Dieses
intrazellulidre Protein bindet aber nicht, nicht einmal schwach,
an einzelne Rezeptoren.

2. Die beiden Rezeptoren, aus denen sich das Dimer zusam-
mensetzt, konnen sich gegenseitig chemisch verédndern. Ein
Beispiel dafiir ist die Autophosphorylierung,*"! bei der jeder
Rezeptor den anderen an spezifischen Positionen phospho-
ryliert. Die phosphorylierte Spezies wird dann von einem
intrazelluliren Protein erkannt, etwa einem, das eine SH2-
Domiine enthilt."]

Bei beiden Mechanismen ist die Liganden-vermittelte
Rezeptor-Dimerisierung der Schritt, der die Signaltransduk-
tion limitiert. Dabei hingt die Geschwindigkeit dieses Schrit-
tes umgekehrt proportional von der Rezeptor-Konzentration
in der Membran ab. Die Translationsentropie eines Molekiils
(Rezeptors) in einer Membran (zweidimensionaler Fall, 2D)
ist geringer als die desselben Moleliils in Losung (dreidimen-
sionaler Fall, 3D). Daher kann die Bindung eines polyvalen-
ten Molekiils an N Rezeptoren auf einer Zelloberfldche
giinstiger als die entsprechenden N monovalenten Wechsel-
wirkungen in Losung sein (—AGYY >— NAG™™). Ob in
Losung oder in einer Membran, die Translationsentropie
eines Molekiils hingt umgekehrt proportional von seiner
Konzentration ab: Je grofer die Konzentration des Rezeptors
in der Membran ist, desto geringer ist der Entropieverlust
beim Komplexieren eines polyvalenten Liganden. Die Emp-
findlichkeit der Vernetzungsreaktion gegeniiber der Kon-
zentration eines Liganden ist wichtig fiir die Art und die
Empfindlichkeit der biologischen Antwort. Die Wahrschein-
lichkeit einer biologischen Antwort kann durch Kontrolle der
Rezeptor- oder Ligandenkonzentration in einer Membran
reguliert werden und geht aus der Balance zweier Effekte
hervor:

1. Falsches Signalisieren: Eine spontane (nicht signalisierte)
Vernetzung entspricht falschem Signalisieren, d.h. Signalisie-
ren in Abwesenheit eines bivalenten Liganden. Die Wahr-
scheinlichkeit einer spontanen Bildung eines vernetzten
Dimers ist dem Quadrat der Rezeptorkonzentration in der
Membran proportional. Deshalb muf3 die Rezeptorkonzen-
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tration in der Membran hinreichend niedrig sein, um die
Wahrscheinlichkeit einer spontanen Vernetzung auf einen
annehmbaren Wert zu bringen.

2. Empfindlichkeit gegeniiber richtigem Signalisieren: Der
Verlust an Translationsentropie bei der Vernetzung nimmt
logarithmisch mit der Rezeptorkonzentration in der Mem-
bran zu. Daher muB die Rezeptorkonzentration in der
Membran hoch genug sein, damit das polyvalente Allergen
die Rezeptoren vernetzen kann. Ein hervorragendes Beispiel,
das die Empfindlichkeit der Signaltransduktionswahrschein-
lichkeit in Abhéngigkeit von der Rezeptorkonzentration in
der Membran verdeutlicht, stammt von Shur et al.:?? Sper-
mazellen exprimieren auf ihrer Oberfldche Galactosyl-Trans-
ferase-Molekiile (GalTase) als Rezeptoren, die spezifisch mit
N-Acetylglucosamin(GlcNAc)-Resten des Glycoproteins
ZP3 auf der Oberfliche einer Eizelle in Wechselwirkung
treten. Nach erfolgreicher Wechselwirkung zwischen Sperma-
und Fizelle findet beim Spermium eine starke morphologi-
sche Verdnderung statt, die akrosomale Reaktion genannt
wird. Bei dieser Reaktion werden Enzyme freigesetzt, die bei
der Penetration der Schutzhiille der Eizelle beteiligt sind.
Erhohte Genexpression von GalTase auf Spermakopfen
steigert die Empfindlichkeit der ZP3-induzierten akrosoma-
len Reaktion.?>!

Wir stellen die Hypothese auf, dal die Konzentration von
Rezeptoren, die bei der Signaltransduktion durch Vernetzung
beteiligt sind, streng kontrolliert wird: Eine Konzentrations-
steigerung wiirde die Empfindlichkeit der Zelle erhohen,
polyvalent zu signalisieren, wiirde aber ebenfalls die Wahr-
scheinlichkeit fiir spontane bzw. falsche Signaltransduktion
erhohen. Die Erniedrigung der Konzentration wiirde die
Empfindlichkeit der Zelle vermindern und die Wahrschein-
lichkeit erhohen, ein Signal selbst in Gegenwart physiologisch
wirksamer Konzentrationen eines polyvalenten Liganden
nicht weiterzuleiten.

Das Dimer, das durch Wechselwirkungen mit einem
gelosten polyvalenten Molekiil gebildet wird, kann ein
Homodimer oder ein Heterodimer sein. In beiden Féllen
sind die oben genannten qualitativen Aussagen giiltig. Ein
Beispiel fiir Heterodimerisierung ist die Bindung des Platelet-
derived-growth-factor (PDGF) an die Zelloberfliche. Die
PDGF-A-Kette bindet nur an a-Rezeptoren, wihrend die
PDGF-B-Kette sowohl an a- wie auch an f-Rezeptoren
bindet. PDGF ist ein Dimer, dessen Komponenten durch eine
Disulfidbriicke kovalent verbunden sind. Das AA-Dimer
induziert das aa-Rezeptor-Homodimer, das AB-Dimer indu-
ziert das af-Rezeptor-Heterodimer, und das BB-Dimer
induziert alle drei Rezeptor-Dimer-Kombinationen 'l

In einigen Fillen bestimmt das Ausmal3 der Polyvalenz des
Liganden tiber die Frage, womit die Zelle wechselwirkt. Ein
Beispiel ist ist die sogenannte ,,Positiv-gegen-Negativ-Selek-
tion® von T-Zellen im Thymus wihrend des frithen Reifungs-
stadiums dieser Zellen.”'! Direkte Vernetzung von TCR
durch Antikorper, die gegen CD3 gerichtet sind, induziert
selbst in Abwesenheit von MHC (Haupt-Histokompatibili-
tatskomplex) die Umwandlung von unreifen CD4-+:CD8+-
Zellen zu reifen CD4+-Zellen. Peptide, die eine hohe
Affinitdt zu den MHC-Stellen auf den Endothelzellen haben,
binden im Thymus in groBer Zahl an MHC-Rezeptoren und
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bilden zusammen mit dem MHC eine hochvalente Ober-
fliche, die mit unreifen CD4+:CD8+-T-Zellen wechselwirkt.
Peptide hingegen, die eine niedrige Affinitdt zu dem MHC
haben, weisen eine niedervalente Oberfldache gegeniiber den
passierenden T-Zellen auf. Niedervalente Aggregation
scheint ein kritischer Faktor bei der positiven Selektion zu
sein, die zu reifen T-Zellen fiihrt. Hochvalente Aggregation
scheint bei der negativen Selektion wichtig zu sein und fiihrt
wegen ausgedehnter Anlagerung der T-Zellen-Rezeptoren an
der Schnittstelle zwischen T-Zelloberfliche und Thymus-
Endothelzelle zum Tod der T-Zelle.

Viele Liganden-Wechselwirkungen sind nicht polyvalent
und haben auch nichts mit Rezeptor-Dimerisierung zu tun:
Adrenerge Rezeptoren und die Gruppe der Serpentin-Re-
zeptoren sind Beispiele dafiir. Bei solchen Rezeptoren 16st die
Besetzung der Bindungstasche durch den Liganden eine
spezifische Konformationsdnderung aus, die ein Signal in das
Zellinnere weiterleitet. Ein Beispiel, bei der die Gruppe der
Integrin-Rezeptoren beteiligt ist, veranschaulicht die Effizi-
enz und Flexibilitit von biologischen Systemen: Sowohl
Rezeptor-Besetzung als auch Rezeptor-Dimerisierung sind
am selben Rezeptor wichtige Mechanismen.P'! Integrin-
Rezeptoren vermitteln die Zell-Anheftung, Signaltransduk-
tion und die Organisation des Cytoskeletts. In einer Studie
hatte die Besetzung von Rezeptoren mit monovalenten
Liganden die Umverteilung der Rezeptoren, aber nur mini-
male Signalisierung durch Tyrosin-Phosphorylierung zur
Folge. Die Aggregation von bivalenten, nichtinhibitorischen
und auf der Oberfliche von Harzkiigelchen immobilisierten
Antikorpern (die die Bindungstasche des Integrin-Rezeptors,
in die der Ligand paBt, nicht blockieren), 16ste die intrazellu-
lire Akkumulation von pp125¥4X und Tensin aus, aber nicht
die Akkumulation von anderen Cytoskelett-Proteinen wie
etwa Talin. Die Kombination der monovalenten Liganden mit
diesen Antikorpern bewirkte die Akkumulation von sieben
Cytoskelett-Proteinen, u.a. a-Actinin, Talin und F-Aktin,
d.h., es wurden auf diese Weise multivalente Wechselwir-
kungen mit Fibronectin oder polyvalenten Peptiden (natiir-
liche polyvalente Liganden fiir dieses Integrin) nachgeahmt.
Insofern vermitteln Integrine ein komplexes Repertoire an
Funktionen, als sie ausgepragte Wirkungen auf die Rezeptor-
besetzung, die Anlagerung an Rezeptoren oder beides haben.

4.5. Anlagerung polyvalenter Molekiile an andere
polyvalente Molekiile: die Kontrolle der Transkription

Die Genexpression wird oft auf der Stufe der Transkription
reguliert. Diese beginnt damit, da$3 sich die RNA-Polymerase
an die Promotorregion der DNA anlagert, was sequenz-
spezifisch erfolgen muB. In den meisten Organismen wird die
RNA-Polymerase durch ein Protein oder mehrere Proteine —
Transkriptionsfaktor(en) — aktiviert, die an eine spezifische
Stelle der DNA und der RNA-Polymerase binden. Sehr
hiufig findet man mehrere Kopien der DNA-Bindungsstelle
vor (Paare bis Oktette), die den Transkriptionsfaktor erkennt.
Ebenfalls sehr haufig kommt es vor, da3 die Transkriptions-
faktoren selbst polyvalent sind. Bivalente Transkriptions-
faktoren (z.B. ein Leucin-Reiverschluf, Abb. 22) findet man
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Abb. 22. Dimere Transkriptionsfaktoren. Zwei getrennte Polypeptidein-
heiten bilden eine Superspirale aus a-Helices, die durch einen Leucin-
ReiBverschluf stabilisiert wird und zwei Erkennungshelices in eine Posi-
tion bringt, in der sie an Sequenzen der groen Furche der DNA binden.

in vielen Formen: Einige sind Homodimere und andere sind
Heterodimere, einige sind kovalent verbriickt, andere nicht-
kovalent. In fast allen Fillen binden die Transkriptions-
faktoren nicht als Monomere, sondern als Dimere oder
Oligomere an die DNA: Die Polyvalenz wird bei der Trans-
kription zur Bindungsverstirkung und Steigerung der Bin-
dungsspezifitit genutzt. In diesem Zusammenhang ist z. B. die
Wechselwirkung der DNA mit dem RXR-Transkriptions-
faktor zu erwédhnen (siche Abschnitt2). In diesem Beispiel
filhren kleine Anderungen der Konzentration des Transkrip-
tionsfaktors, vermittelt durch einen polyvalenten Mechanis-
mus, zu einer grof3en, nichtlinearen Steigerung der Transkrip-
tionsgeschwindigkeit (die Transkriptionsgeschwindigkeit ist
ungefihr proportional zu [RXR]’). Die Gegenwart von mehr
als zwei nichtdimerisierten ,,Hélften“ in einem Hormon-
Antwort-Element ist nicht auergewohnlich fiir RXR-Ant-
wort-Elemente (Tabelle 7).

4.6. Anlagerung von Zellen an andere Zellen

Eine Reihe anderer Zell-Zell-Wechselwirkungen kann
polyvalent sein (Tabelle 5). Beispiele hierfiir sind die bereits
in Abschnitt 2.3 beschriebene Anlagerung von Neutrophilen
an Endothelzellen in der Ndhe einer Gewebsverletzung und
die Entfernung nicht sialylierter Zellen aus dem Blut durch
die Leber (Abb. 23). Lee et al. haben umfassend die Rolle der
Polyvalenz bei der Bindung von synthetischen bi- und
trivalenten, Galactose-haltigen Liganden an Lectine des C-
Typs auf der Oberfliche von Leberzellen untersucht.?%! Ein
Beispiel fiir Zellen, die im Verlauf ihres Alterungsprozesses
zunehmend desialyliert werden, sind die Erythrocyten. Die
Desialylierung ist eine Folge der Hydrolyseaktivitit verschie-
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Abb. 23. Entfernung nicht sialylierter Erythrocyten aus dem Blut durch
die Leber.

dener Neuraminidasen; dabei werden Galactosylgruppen
freigelegt. Die Neuraminidasen konnen sowohl frei im Blut
vorliegen wie auch an Endothelzellen gebunden sein, die das
Innere der Blutgefidf3e auskleiden. Die Wahrscheinlichkeit
der hepatischen Clearance kann mit der Wechselwirkungs-
energie zwischen der Oberfldche der Leberzelle und dem
Erythrocyten korreliert werden: Wenn die Dichte der Galac-
tosyl-Liganden auf der Oberfliche des Erythrocyten steigt,
vergroflert sich auch die Wechselwirkungsenergie. Sowie die
Blutzelle altert, steigt auch die Dichte des ,,Clearance-
Signals“ auf seiner Oberfliache, bis die Energie fiir die
Wechselwirkung zwischen seiner Oberfliache und der Leber-
zelle ausreichend hoch ist, um die Verbindung und Beseiti-
gung zu fordern. Die resultierende Lebenserwartung eines
typischen roten Blutkorpers im menschlichen Blutkreislauf
betragt 120 Tage. Wir konnten uns vorstellen, dal Polyvalenz
in diesem Beispiel als Teil eines Zeitgebers fungiert, der es
dem Korper ermoglicht, das Alter von Erythrocyten zu
beurteilen und die alten aus dem Blutkreislauf zu entfernen
und zu zerstoren.

Das dritte Beispiel fiir eine Zell-Zell-Wechselwirkung ist
die Wechselwirkung zwischen einer Zelle, die Klasse-I-MHC
(eine Klasse von Transmembranproteinen, siehe Ab-
schnitt 4.4.1) sowie Antigene trégt, und einer CD8+-T-Zelle.
Beide Zellen sind wesentliche Bestandteile des Immunsy-
stems (Abb. 24). Die Antigen-tragende Zelle kann z.B. eine
durch ein Virus infizierte Zelle sein: Ein kleiner Teil der von
der Zelle produzierten proteinischen Virus-Komponenten
wird intrazelluldr zu Nonapeptiden abgebaut. Diese liegen
auf der Oberfliche der infizierten Zelle als eine extrazelluldre
Bindungstasche vor, und zwar fiir Klasse-I-MHC.?! Dieser
Komplex wird durch einen komplementiren T-Zellen-Re-
zeptor auf der Oberfliche einer CD8-tragenden (cytotoxi-
schen) T-Zelle erkannt. Die Folgen eines einzelnen derartigen
Erkennungsereignisses sind unbekannt, doch die Folge
mehrerer solcher Ereignisse ist die Transduktion eines
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Abb. 24. Wechselwirkungen zwischen einer Antigen-préisentierenden
Zelle, die Klasse-I-MHC trégt, und einer T-Zelle (die iiber T-Zellen-
Rezeptoren (TCR) und CDS8 verfiigt). Klasse-I-MHC wechselwirkt mit
CD8 und dem TCR.

Signals in das Innere der T-Zelle, das sie zum T6ten der Zelle
veranlaB3t, die die Antigene trigt. Die Notwendigkeit zahl-
reicher diskreter Erkennungsereignisse verhindert die iiber-
maifBige Zerstorung von Zellen, die nicht infiziert sind, d.h.,
eine hohe Wechselwirkungsenergie, die auf mehrere Wech-
selwirkungen verteilt ist, geht mit einem hohen Grad an
Sicherheit einher, daB3 die Zellen auch wirklich ein Virus in
sich tragen.

Ein viertes Beispiel fiir Zell-Zell-Wechselwirkungen sei aus
dem Bereich der Zellwanderung genannt. Eine gut unter-
suchte Wechselwirkung, die bei der Zellwanderung wichtig
sein konnte, ist die zwischen dem Galactosyl-Transferase-
(GalTase)-Protein auf einer Zelle und GIlcNAc-terminierten
Glycoproteinen und Glycolipiden auf einer anderen Zelle.
Zellen exprimieren in unterschiedlicher Dichte GlcNAc und
GalTase. Das Ausmal3 der Genexpression kann mit der Zeit
und der biologischen Umgebung variieren. Die Stdrke der
Bindung zwischen den Zellen héngt mit der Zahl der Kon-
taktstellen zwischen den beiden Oberfldchen zusammen, und
deshalb mit den Dichten von GIcNAc und GalTase. Schnaar
etal. zeigten in einem klassischen Experiment, daf3 eine
maligne Zelle, die auf ihrer Oberfliche GalTase exprimiert,
entlang eines Konzentrationsgradienten von immobilisiertem
GIcNAc wandert, wihrend eine entsprechende Zelle, die
nicht GalTase exprimiert, das nicht tut.?*!] Shur et al. haben
gezeigt, dall Zellen, die GIcNAc exprimieren, entlang eines
Konzentrationsgradienten von immobilisierter GalTase wan-
dern.?*) Diese Wechselwirkung zwischen GalTase und
GlcNAc konnte bei einer Reihe von Zell-Zell-Wechselwir-
kungen wichtig sein, einschlieBlich solcher, die bei der
Anlagerung oder Wanderung eines metastatischen Tumors
an eine abgelegene Stelle (Abb.25) oder der Befruchtung
einer Eizelle durch ein Spermium von Bedeutung sind.*!$!

5. Bedeutung fiir die medizinische Chemie:
polyvalente Arzneimittel

Polyvalenz ist in der Biologie allgegenwirtig. Ein Ver-
stdndnis polyvalenter biologischer Systeme auf molekularer

Ebene legt neue Strategien fiir den Entwurf von Arznei-
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Abb. 25. Anheftung einer metastatischen Zelle an Laminin. GalTase wird
am Rand wandernder Zellen exprimiert, wo es sich mit dem Cytoskelett
verbindet und die Zellwanderung durch Bindung an Oligosaccharide
vermittelt, die terminale N-Acetylglucosamin-Gruppen (GIcNAc) enthal-
ten.

mitteln nahe. Grundsitzlich konnten polyvalente Molekiile
agonistisch und antagonistisch wirken; bisherige Experimente
zielten aber mehr auf die Hemmung unerwiinschter bio-
logischer Prozesse (= Antagonismus) als auf die Forderung
gewiinschter Prozesse (= Agonismus) ab.

5.1. Polyvalente Inhibierung

Ein polyvalenter Inhibitor hat zwei oder mehrere mitein-
ander verbundene Liganden, die gleichzeitig an zwei oder
mehreren miteinander verbundenen Rezeptoren wirken. Die
Liganden konnen kovalent miteinander verbunden sein
(durch einen Linker verkniipft,!! 31332153281 oder gebunden
an ein Polymerriickgrat,? 3% an die Kopfgruppen eines
Dendrimerst!! oder an die Oberfliche eines kleinen Pro-
teins) oder nichtkovalent verbriickt (gebunden an die Kopf-
gruppen eines Molekiils in Liposomen, Membranen oder auf
Oberfldchen+332.333]) " Beispiele fiir die verschiedenen
Grundgeriiste, die fiir den Bau polymerer Inhibitoren erfolg-
reich eingesetzt worden sind, sind in Tabelle 9 aufgefiihrt.
Betrachtet man die Einfachheit der Synthese des Polymer-
grundgeriistes, die Flexibilitit, mit der es synthetisch modifi-
ziert werden kann, seine biologische Abbaubarkeit, seine
Bioverfiigbarkeit und seine Toxizitit, so 146t jede Moglichkeit
verschiedene Vor- und Nachteile erkennen. Ein Vorteil von
Polyacrylamiden mit hohem Molekulargewicht ist z.B., daf3
sie effektivere Inhibitoren der durch das Influenzavirus
ausgelosten Hiamagglutination sind als Polyacrylamide mit
niedrigem Molekulargewicht (Hadmagglutination ist die Ver-
netzung von Erythrocyten, siehe Abschnitt 5.2). Nachteilig ist
bei diesen Polyacrylamiden mit hohem Molekulargewicht
dagegen, daf3 sie auch toxisch sind, weniger einfach durch die
Niere ausgeschieden werden und schwieriger zu synthetisie-
ren sind.

Ein Problem, das die Verwendung von bestimmten, extrem
hochpolymeren Polymeren einschlieBlich Polyacrylamiden
einschrianken konnte, ist der Umstand, da3 Molekiile, die
die GroBle eines Proteins von 60-70 kDa iibersteigen, nicht
mehr wirkungsvoll von der Niere filtriert werden konnen
(hauptsichlich, weil solche Molekiile zu groB sind, um durch
die Poren der Glomerulus-Kapillaren der Niere hindurch-
zutreten). Solche Molekiile miiiten in der Leber enzymatisch
abgebaut werden, was zu potentiell toxischen Metaboliten
filhren wiirde. Eine Strategie wire die Verkniipfung von
kleinen polyvalenten Inhibitoren iiber biologisch abbaubare
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Tabelle 9. Beispiele fiir synthetisch hergestellte multivalente Liganden.

multivalenter Ligand multivalenter Rezeptor Assay Bindungsverstirkung (j3)
Polyacrylamid mit SA-haltigen HA auf der Oberfliche des Influenzavirus HAIR 103-10*

Seitenketten, hergestellt durch X31

Copolymerisation!**l

Polyacrylamid mit SA-haltigen HA auf der Oberfldche des Influenzavirus HAI, OPTCOL 10°-108

Seitenketten, hergestellt aus X31

pN ASE 331

Polyacrylamid mit SA-haltigen HA auf der Oberfldche des Influenzavirus ~ ELISA-Bindungs-Assay 104-10°

Seitenketten, hergestellt aus
pN As[278]

X31

Poly(7-oxanorbornen) mit a-Man-
nose-haltigen Seitenketten, )
hergestellt durch ROMPLY

Concanavalin A

Concanavalin-A-vermittelter Zell-Aggluti-
nations-Assay

5 x 10* bezogen auf a-
Mannose

Poly(7-oxanorbornen) mit 5-Glu-
cose-haltigen Seitenketten,**" her-
gestellt durch ROMPI

Concanavalin A

Concanavalin-A-vermittelter Zell-Aggluti-
nations-Assay

2 x 10% bezogen auf f3-
Glucose

SA-haltige Dendrimerel?! 371 HA auf der Oberfliche des Influenzavirus  Inhibierung von Meerrettich-Peroxidase 10%
X31

Dendrimer (Man-a),*7) Concanavalin A Inhibierung der Bindung von Concanavalin 4
A an Hefe-Mannan

Dendrimer (NeuAc-a);51**! Lectin (L. flavus) Inhibierung der Bindung von Lectin an 12
Orosomucoid

Dendrimer (N-Acetyllactos- Erythrina-cristagalli-Lectin Inhibierung der Wechselwirkung von Lectin 1-10

amin), ¢1**] und Mucin aus Schweinemagen (IC 50)

Dendrimer (GleNAc), 3 Weizenkeim-Agglutinin Inhibierung der Wechselwirkung von Lectin 1-10
und Mucin aus Schweinemagen (IC 50)

SA-haltige Liposomen!?32 331 HA auf der Oberfliche des Influenzavirus HAI 104-10°

X31

Liposomen, die 332 Antikorper modifizierte Erythrocyten Fluoreszenzloschung 2-10

enthalten (664 Bindungsstellen)?*]

Liposomen, die sLe*-Mimetika P-Selectin-IgG-Konjugat Inhibierung der Bindung von P-Selectin-IgG 2 x 10°

enthalten!!] an HL-60-Zellen

GalNAc, gebunden an BSA! Oberflichenlectin aus Amoben Inhibierung der E.-histolytica-Lectin-vermit- 1.4 x 10°

(BSA(GalNAc),)B! telten Bindung von humanen Erythrocyten

T-10 Fragmente (Glycopeptide) M.-Prolifera-Zellen kompetitiver Test mit radioaktivem Mono- 1

wurden polymerisiert mer und unmarkiertem Polymer

a-Melanotropin (MSH), gebunden Cloudman-S-91-Melanomzellen agonistische Wirkung bei der Tyrosinase- 6

an TM VI3 Stimulation

dimeres a-MSHP#! Melanocyten funktionaler Melanocyten-Dispersions-As- 7
say

Enkephalin-haltige Liposomen®*¥ Rinderhirn-Homogenate Verschiebung von radioaktivem (*H-mar- 13
kiertem) Enkephalin

a,-Makroglobulin HA auf der Oberfldche des Influenzavirus HAI 10°

(4-O-Ac-NeuSAc)B+ 34l

X31

mono-, di-, tri- und tetraantennire
Galactosederivate**]

Leberzellen aus Kaninchen**!

Inhibierung von radioaktiven Glycopeptiden

10’ (triantennir)

triantennire Galactosidel’*!

Leber-Asialoglycoprotein-Rezeptor

in vivo

2 x 10°

bivalente SA[79.280]

Influenzavirus (Hdmagglutinin)

Bindungstest (‘H-NMR)

10?

bivalentes sLe*(10] E-Selectin Inhibierung der Anheftung von E-Selectin an 5
HL-60-Zellen
bivalentes sLe*-O-Glycanl3*] Lymphocyten Inhibierung der Anheftung von Lymphocy- > 50

ten an Endothelzellen

bivalentes Cyclosporint®!]

Cyclophilin (Cyp) A

Fluoreszenztitrations-Assay

ca. 1 fiir monomeres Cyp,
>1 fiir Membran-gebun-
denes Cyp
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Fortsetzung von Tabelle 9.

multivalenter Ligand multivalenter Rezeptor Assay Bindungsverstiarkung ()
bivalente Indole, die durch unter- Serotoninrezeptoren: SHT;,, SHTp, SHT-  nicht spezifiziert 4(10)?

schiedlich lange Alkylketten ver- UT und SHT g

kniipft sind*?

bivalentes L-Lys-D-Ala-D-Ala, mit synthetisches bivalentes Vancomycin, das kompetitiver Test mit dem Monomer durch 103

starrem Linker (10 A)s3. 3541

durch einen Succinyl-Linker verkniipft ist

Kapillarelektrophorese, Fluoreszenz und
Oberfldchen-Plasmon-Resonanz(SPR)-As-
says

bivalente Opioidel3> Hirnmembranen aus Meerschweinchen

Inhibierung von radioaktivem Ethylketazo- 20
rin

[a] Himagglutinations-Inhibierungs-Assay. [b] Rinder-Serumalbumin. [c] Tabakmosaikvirus. [d] Ring6ffnungs-Metathese-Polymerisation.

Briicken. Die Geschwindigkeit der Hydrolyse dieser Briicken
miilte groBer sein als die Geschwindigkeit, mit der diese
Polymere in der Leber aufgenommen werden. Andererseits
ist anzunehmen, daf3 es bestimmte hochmolekulare Poly-
merstrukturen gibt, die sich in vivo gutartig verhalten.

Polyvalente Inhibitoren, die an das pathogene Teilchen
binden, haben Vorteile gegeniiber Inhibitoren, die an den
Wirt (Rezeptor) binden. Im Prinzip ist es gleichgiiltig,
welchen der beiden Partner eines Liganden-Rezeptor-Paares
man als Basis fiir ein polyvalentes Arzneimittel verwendet,
um ihre Wechselwirkung zu inhibieren. Zwar sollte eine
Strategie, die auf dem Binden eines Pathogens beruht,
allgemein mit geringeren Nebenwirkungen einhergehen als
eine Strategie, die auf dem Binden der fiir den Rezeptor
charakteristischen Molekiile beruht. Im Falle nichtinfektioser
Krankheiten ist die Wahl aber weniger eindeutig, da fiir den
Patienten beide Partner des Liganden-Rezeptor-Paares natiir-
lich erscheinen konnten.

5.2. Der Mechanismus der polyvalenten Inhibierung

5.2.1. Inhibierung der Anlagerung eines Virus an eine
Wirtzelle

Wir -2 und andere (Matrosovich et al.,’?-3%1 Roy
et al.,B 3% Gamian et al.’*! und Sabesan et al.’l) haben
eine breite Palette an Polymeren entwickelt, die die An-
lagerung des Influenzavirus an Erythrocyten hemmen, die
ersatzweise als Zielzellen dienen. Von allen polyvalenten
Wechselwirkungen ist diese gegenwértig am umfassendsten
untersucht und dient als prototypisches System, auf dem viele
unserer SchluBfolgerungen aufbauen. Die zur Zeit wirkungs-
vollste Inhibitorenklasse ist das lineare Polymer Polyacryl-
amid, das iiber mehrere Kopien des C-Glycosids der Sialin-
sdure (SA) als Seitenkette verfiigt (Abb. 26): Das wirksamste
Polymer dieser Klasse verhindert die Hamagglutination (die
Vernetzung von Erythrocyten) durch Viren bei einer Kon-
zentration von 35 pM, wohingegen das monomere a-Methyl-
sialosid die Hamagglutination bei einer Konzentration von
>2mM hemmt (zu Details dieser SA-HA-Wechselwirkung
siche Abschnitt 4.2).2- 31 Die 10%fache Steigerung der Féhig-
keit zur Hémagglutination ist unseres Wissen die grofte
bekannte Aktivitdtssteigerung fiir ein synthetisches polyva-
lentes System tiberhaupt. Da wir die Zahl der Bindungsstellen
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Abb. 26. Synthese von Polyacrylamiden, deren Seitenketten iiber mehre-
re Kopien von a-C-Sialosiden, pA(NeuAc), verfiigen. a) Umsetzung eines
aktivierten Esters von Poly(N-acryloyloxysuccinimid) (pNAS). 1) Radika-
lische Polymerisation; 2,2'-Azoisobutyronitril (AIBN), Tetrahydrofuran
(THF), 60°C. 2) y Moldquivalente NeuAc-L-NH, (pro Mol aktivierten
Esters des Polymers), Triethylamin (Et;N), N,N-Dimethylformamid
(DMF), Raumtemp. 3) NH; im UberschuB, 4) Dialyse gegen destilliertes
Wasser. Durch Variation der Zahl der Aquivalente an NeuAc-L-NH,
wurden fiinf Polymertypen, pA(NeuAc, y=0.05, 0.2, 0.35, 0.6, 1.0)
hergestellt; hierbei gibt y den Molenbruch von NeuAc in den Polymeren
an und ist als die Zahl der NeuAc-tragenden Seitenketten dividiert durch
die Gesamtzahl der Seitenketten definiert. b) Direkte radikalische Copo-
lymerisation einer Mischung aus zwei oder mehreren momomeren
Acrylamiden.

(N) zwischen dem Polymer und der viralen Oberfldche nicht
kennen, konnen wir keine Aussage zum Kooperativitdtsgrad
a der Verbindung treffen [GI. (8)]. Ungeachtet des AusmaBes
der Kooperativitédt sind die polyvalenten Inhibitoren aber
bemerkenswert wirksam und konnten wegweisend fiir eine
Strategie zur Hemmung von Wechselwirkungen zwischen
zwei polyvalenten Oberfldchen sein. Die S-Werte fiir eine
Reihe von polymeren Inhibitoren sind viel gréBer als 1; daher
sind sie als eine potentiell sehr niitzliche Inhibitorenklasse
anzusehen.

Dieses System ist hinsichtlich des Mechanismus der Wech-
selwirkung polyvalenter Inhibitoren am ausfiihrlichsten er-
forscht worden, und die entscheidenden strukturellen Fakto-
ren, die die Wirksamkeit bestimmen, sind gut bekannt. Der
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Assay, der hauptsédchlich zur Evaluierung polyvalenter poly-
merer Inhibitoren bei der Anlagerung von Influenzaviren
genutzt wird, ist der Himagglutinations-Inhibierungs(HAI)-
Assay. Dieser Test miB3t die niedrigste Inhibitorenkonzentra-
tion (beziiglich Sialinsduregruppen, die entweder frei in
Losung oder an einem polyvalenten Triger gebunden sind),
die die Hemmung der viral vermittelten Vernetzung von
Erythrocyten ermoglicht (Abb. 27).

Virus Y
[SD) [ olymerer
Seitenansicht =) v Fnh%/bitor @M
v & % Erythrocyt &

Ansicht von oben

!
|
Erythrocyten- !
kiigelchen | lnkubatlon (1h)
® @ OR X
1
|
Virus - + + + + .
[Inhibitor] — - 1 1/2\ 1/4 1/8
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= i =
o

Abb. 27. Schematische Darstellung des HAI-Assays. Dieser Test erfordert
ein aufeinanderfolgendes Mischen von drei Komponenten in der Mulde
einer Mikrotiterplatte. 1. Inkubation (30 min) des Virus und Inhibitors (bei
verschiedenen Konzentrationen), 2. Zugabe der Erythrocyten zur Mi-
schung, anschlieBend ca. 1 h Inkubation. Die Mulde (250 puL) wird von der
Seite und von oben betrachtet. Die Himagglutination (d. h. Gelbildung) ist
durch die Striche im Kreis und ein Erythrocytenkiigelchen ist als schwarzer
Punkt dargestellt. Die Konzentration des Inhibitors betrdgt in der dritten
Mulde von links eine Einheit und ist dann in den rechts davon stehenden
Mulden der Reihe nach jeweils um den Faktor 2 erniedrigt worden. Der
Wert fiir die niedrigste Inhibitorenkonzentration, bei der die Himagglu-
tination noch gehemmt wird, betrug in diesem Fall 0.5 Einheiten.

Im Prinzip gibt es zwei verschiedene Wirkungsmechanis-
men fiir die polyvalente Hemmung des Influenzavirus an
Erythrocyten, die als Summe zur ermittelten Inhibierungs-
konstante KHA! beitragen (Abb. 28): 1. entropisch verstirkte
kompetitive Inhibierung und 2. sterische Stabilisierung. Wir
haben Experimente durchgefiihrt, bei denen die Ergebnisse
der Hemmung der Hiamagglutination in beide Beitrige
aufgeschliisselt wurden, und wir haben dabei gezeigt, daf
beide Wirkungsmechanismen von Bedeutung sind.

5.2.2. Kompetitive Inhibierung

Wir definieren diesen Mechanismus als den Prozef, der
durch die Bindung des Inhibitors (eines strukturellen Ana-
logons der Sialinsdure, SA) an HA beschrieben wird und
deshalb kompetitiv die Bindung von zelluldrer SA an virales
HA verhindert. Die Fihigkeit eines tiber SA-Gruppen
verfiigenden Inhibitors, eine Wechselwirkung kompetitiv zu
hemmen, hingt direkt mit der Dissoziation von der viralen
Oberfldche zusammen. Abbildung 29 beschreibt drei zusam-
menhédngende Gleichgewichte und ihre zugehorigen Bin-

2940

Inhibierung der Anheftung

HA SA

monovalente s
kompetitive Zelle - —_..
Inhibierung
polyvalente %&
kompetitive
Inhibierung

polyvalenter

Inhibitor
sterische

Stabilisierung % @%
Abb. 28. Beispiel der Hemmung einer unerwiinschten polyvalenten
Wechselwirkung polyvalenter Molekiile. Das Influenzavirus lagert sich
durch polyvalente Wechselwirkungen von HA mit SA an die Wirtzelle an.
Monomere Molekiile, die iiber SA-Gruppen verfiigen, hemmen die
Anlagerung durch kompetitive Hemmung, wohingegen polymere Mole-
kiile die Anlagerung durch die Kombination von zwei konzeptionell
verschiedenen Grenzmechanismen hemmen: 1. hochaffine Bindung, be-

dingt durch Polyvalenz (polyvalente kompetitive Hemmung), und/oder
2. sterische Stabilisierung einer Oberflidche (sterische Hemmung).

Ka = 4% 102 M-
B
-

a) g) + %
SA HA,

b)m + fE

pA(NeuAc)

Ky<4x102 M-
{pro SA-Gruppe)

S,
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(pro SA-Gruppe)
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Abb. 29. Bindungskonstanten (K,) fiir die Bindung zwischen Sialinsdure
(SA, NeuAc) und Hamagglutinin (HA): a) monomeres SA und HA von
HA;; b) SA von polyvalentem Polyacrylamid, pA(NeuAc), und HA von
HA;; ¢) SA von polyvalentem Polyacrylamid, pA(NeuAc), und HA auf der
Virusoberflédche.

dungskonstanten: Die Konstante fiir die Bindung zwischen
monomerer SA und trimerem Hadmagglutinin (HA;) betrigt
auf SA bezogen 4 x 10°m~!; diejenige zwischen Polyacryla-
mid, das mehrere Kopien von SA vorweist, und HA; ist
<10°m~! (unmeBbar klein bei Anwendung von NMR- und
Fluoreszenz-MeBmethoden);[!! die Konstante fiir die Bindung
zwischen polymerer SA und HA von der viralen Oberfldche
betrigt 107-10%m .27 Der Vergleich der GréBenordnungen
dieser Gleichgewichte ist aufschlufreich: Trotz des hoheren
Polyvalenzgrades scheint das Polymer schwicher an HA;
(N=3) zu binden als das monomere SA (N=1). Diese
niedrigere Affinitdt des Polymers zu HA; konnte auf eine
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sterische Hinderung bei der Wechselwirkung zwischen jeder
SA-Gruppe und seiner Bindungstasche auf HA; zuriickzu-
fiihren sein, die von dem groBlen, durch das Wasser gequol-
lenen Polymerriickgrat herriihrt. Die Bindung des polyvalen-
ten SA an die polyvalente Oberfliche des Virus (die mehrere
HA;-Rezeptoren exprimiert) ist jedoch wesentlich wirksamer
als die Bindung von polyvalentem SA an HA;. Das heifit,
durch Erhohung des Polyvalenzgrades von N=3 auf N~ 10—
10? (die Zahl von HA-Rezeptoren, die an ein polymeres
Molekiil gebunden sind) ist jegliche sterische Behinderung
bei der Bindung tiberkompensiert worden.

Da die Bindungskonstante K, eine direkte MaBzahl fiir die
Fahigkeit eines Inhibitors zur kompetitiven Hemmung ist,
liefert der Vergleich der Werte von K, und 1/KHA! (KHAI hat
die Einheiten einer Dissoziationskonstante, 1/KHA! die einer
Bindungskonstanten) eine Mafzahl fiir die Bedeutung der
kompetitiven Inhibierung fiir die Verhinderung der Hédmag-
glutination. Wir haben die Bindung eines Virus an ein
Polyacrylamid untersucht, bei dem 20% der Seitenketten
mit SA derivatisiert waren.?’*] Das Polymergemisch wurde in
Fraktionen aufgeteilt, die sich in der Molmasse unterschie-
den. Wir haben gezeigt, daf3 die K,-Werte dieser Polymere im
Bereich von 10°-108M~! lagen. Andererseits variierte der
Wert fiir 1/KPAT zwischen 107 und 10°m~". Die Féhigkeit des
polyvalenten Inhibitors, fest an die virale Oberfliche zu
binden, erklért also einen GroBteil, aber nicht das gesamte
Ausmafl der gesteigerten Wirksamkeit im Vergleich zu
monovalenten Inhibitoren.

5.2.3. Sterische Stabilisierung

Dieser Mechanismus umfaft die Hemmung der Wechsel-
wirkung zwischen der viralen Oberfliche und der zelluldren
Oberfliche, und zwar auf einem anderen Weg als durch
kompetitive Besetzung der Bindungstaschen des Hamagglu-
tinins. Wir stellen uns vor, dal das Polymer eine lose, durch
Wasser gequollene, gelartige Schicht auf der viralen Ober-
fliche bildet. Diese Schicht verhindert sterisch die dichte
Annidherung der zelluldren Oberfldche. Ein analoger Mecha-
nismus konnte eine wichtige Rolle beim Vorgang spielen, bei
dem durch Addition von hydrophilen Polymeren wie etwa
Polyethylenglykol oder Polyacrylsdure Mikropartikel in einer
Suspension stabil gehalten werden, wie es hiufig in der
Nahrungsmittelindustrie getan wird. In einem Grenzfall
konnte das Polymer, das SA-Gruppen aufweist, mit sehr
niedriger Affinitdt binden, aber ein einzelnes Bindungsereig-
nis bringt das groBe, durch Wasser gequollene Polymer an die
virale Oberfldche heran.

Wir haben zwei Arten von Experimenten durchgefiihrt, die
zeigen, daf sterische Stabilisierung bei der Hemmung von
Virus-Zell-Wechselwirkungen durch polymere polyvalente
Molekiile wichtig sein konnte: Das erste Experiment ist
indirekter Natur, und wir beschreiben es weiter unten. Unser
Ergebnis war: Selbst wenn das untersuchte Polymer bei der
Hemmung der Himagglutination 1/KHA! ~ 107 mal wirksamer
war als analoge Monomer, so war die Affinitdt des Polymers
zur viralen Oberfliche nur 10° mal héher. Das bedeutet, daB
der zusitzliche Faktor von 10 wahrscheinlich auf einen
anderen Mechanismus als den der Affinitdt zuriickzufiithren
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war, und wir stellen die Hypothese auf, daf3 diese zusitzliche
Verstarkung der sterischen Stabilisierung zuzuschreiben ist.

Das zweite Experiment ist direkter als das erste: Wir
versuchten, die Féhigkeit eines gegebenen Polymers zu
steigern, ein Virus sterisch zu stabilisieren und gleichzeitig
die Affinitét dieses Polymers zur Virusoberfldache zu vermin-
dern.PY Zuerst beschreiben wir das Experiment und die
Ergebnisse, dann betrachten wir diese Ergebnisse im Hinblick
auf einen moglichen Mechanismus. Die SA-Gruppen am
Polymer binden an zwei Stellen auf der Oberflidche des Virus:
an HA und NA (Neuraminidase, ein zweites Protein auf der
Oberfldche des Virus, das weniger hiufig vorkommt als HA).
Die Bindung von SA an beide Bindungsstellen konnte bei der
Bestimmung der Affinitdt des Polymers zur Oberfliche des
Virus wichtig sein. Wir synthetisierten drei verschiedene
monomere Inhibitoren fiir NA, die nur untergeordnet an HA
binden und die allein selbst bei so hohen Konzentrationen wie
40mmMm die Agglutination nicht hemmen. Wir fanden heraus,
daB die Addition aller drei NA-Inhibitoren zu einer kon-
zentrationsabhingigen Steigerung der Wirksamkeit des Poly-
mers fithrte, die virale H&magglutination zu hemmen
(Abb. 30). Dabei hing diese Wirkungssteigerung von der
Affinitdt des NA-Inhibitors zu NA ab. Wir stellten au3erdem
fest, daB3 bei Polymeren mit hohem Sialinsdureanteil die
Verstarkung in Gegenwart von NA-Inhibitoren 20fach war.
Bei Polymeren, die ein niedrigeres Sialinsdure-Molverhiltnis
aufwiesen, war die Verstarkung zweifach oder weniger.

Der Austausch einer mit NA wechselwirkenden Sialinsidu-
regruppe auf dem Polymer gegen einen NA-Inhibitor wiirde
zwei Folgen haben (Abb.31): Er wiirde die Affinitit des
Polymers zur Virusoberfldche verringern (d.h. die Gesamt-
zahl der Liganden-Rezeptor-Wechselwirkungen vermindern)
und wiirde die Grof3e der Polymerschleifen erhohen, die von
der Oberfliache des Virus abstehen, und somit die Fahigkeit
des Polymers steigern, die Annidherung einer anderen Ober-
flache an das Virus zu hemmen (sterische Stabilisierung). Die
NA-Molekiile heben sich nur 50 A von der viralen Oberfliche
ab, wihrend HA-Molekiile 100 A von der Oberfliche ab-
stehen. Das Losen von tiefliegenden Bindungen des Polymers
mit NA-Bindungsstellen konnte eine effektivere Barriere
zwischen der Oberfliche des Erythrocyten und den SA-
Bindungsstellen an den Spitzen der HA schaffen. Dieses
Beispiel zeigt, dafl sterische Stabilisierung nicht nur ein
wichtiger Wirkungsmechanismus fiir polyvalente Inhibitoren
ist, sondern auch moduliert werden kann.

Der Mechanismus der polyvalenten Inhibierung diirfte
sicherlich vom betrachteten System abhédngen, doch haben
wir durch eine Auswahl an Experimenten gezeigt, daf} eine
hohe Afffinitdt und ein hohes Mal3 an konformativer Flexi-
bilitdt gewlinschte Eigenschaften dieser polyvalenten Inhibi-
toren sind. Die sterische Stabilisierung koénnte eine neue
Strategie beim Design wirksamer Arzneimittel werden. Im
Prinzip konnten wir z.B. im Fall von infektiosen Agentien
polyvalente Inhibitoren gegen deren Anlagerung entwickeln,
wobei jedes Molekiil in Frage kommt, das fest an die
Oberfliche des infektiosen Agens bindet. Wir sind dabei
nicht auf Polymere mit Gruppen beschrinkt, die bei der
Anlagerung unmittelbar beteiligt sind. Zum Beispiel konnten
monomere Inhibitoren der Neuraminidase, die nicht bei der
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Abb. 30. Steigerung der Wirksamkeit des polymeren Sialinsdure-Inhibi-
tors durch Zugabe monomerer Neuraminidase(NA)-Inhibitoren (Neu2en).
a) Die Werte von pA(NeuAc) (3NvAc=0.05, 0.2, 0.35, 0.6, 1.0) sind als
Funktion der Konzentration von Neu2en-NH, (50 nm bis 50mm) darge-
stellt. Die Gegenwart von Neu2en-NH, in Konzentrationen 20.5mm
steigerte in dem System die Wirksamkeit der Hamagglutinationshemmung
durch pA(NeuAc) um das 2—-20fache (die Steigerung ist definiert als A=
(KPA Newsen) = 0)/(KPA \eupen))- Die Steigerung der Wirkung war mit dem
Polymer pA(NeuAc, yNvAc=1.0) am groBten (etwa 20fach). b) Die Werte
der Inhibierungskonstante KPA! fiir pA(NeuAc, yN*A°=1.0) wurden in
Abhingigkeit von der Konzentration dreier verschiedener Neu2en ge-
messen (Neu2en-NH,, -OH, und -N;). Die erforderlichen Konzentrations-
werte, die zum Erreichen der halbmaximalen Steigerung, [Neu2en]1/2A,
notwendig waren, betrugen 70 um, 300 um und >2mwm fiir Neu2en-NH,,
Neu2en-OH bzw. NeuZen-N;. Die Datenmenge ist zwar gering, doch
scheint eine Korrelation zwischen [Neu2en]1/2A und den Werten von KHA!
zu bestehen.

Anlagerung von Influenza an Zellen beteiligt sind, an Poly-
mere gebunden sein, um die Anlagerung sterisch zu verhin-
dern.%2 3% Diese Polymere konnten durch Bindung an die
Oberfldche und die Bildung einer wéfrigen Gelschicht auf
der Oberflache eines Virus oder Bakteriums wirken. Auf
diese Weise konnten Polymere eines Arzneimittels dessen
eigentlichen Wirkungsmechanismus verdndern. Wenngleich

2942

®, NeuAc - NA-Inhibitor
T HA ! NA
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Abb. 31. Hypothetischer Mechanismus zur Beschreibung der Wirkungs-
arten von pA(NeuAc) bei der Inhibierung der Influenza-vermittelten
Hiamagglutination und die Auswirkung von NA-Inhibitoren auf die HAI-
Aktivititen von pA(NeuAc). Man nimmt an, daB die Gegenwart von NA-
Inhibitoren NeuAc von aktiven Bindungsstellen 16st, und zwar von NA-
Bindungsstellen und/oder HA-Bindungsstellen, was dann zur Ausdehnung
der Gelschichten fithren konnte.

es fiir solche Wirkstoffe gegenwirtige keine Beispiele gibt,
haben wir bei Verwendung von polymeren NA-Inhibitoren
kiirzlich einige vielversprechende Ergebnisse erhalten: Diese
Polymere binden nicht HA, trotzdem hemmen sie wirkungs-
voll die Himagglutination.%!

Wir haben Experimente mit dem Influenzavirus beschrie-
ben, deren Ergebnisse darauf hindeuten, da die sterische
Stabilisierung einen wichtigen Beitrag zu den Eigenschaften
von grof3en polymeren Strukturen liefern konnte, die gegen
die Bindung des Influenzavirus gerichtet sind. Unter der
Annahme, daf3 unsere Vorstellungen iiber die moglichen
biochemischen Mechanismen fiir sterische Stabilisierung
zutreffen, stellen wir uns vor, daB kleinere Strukturen (etwa
die ,,Glycocluster” von Lee et al.?*!) mit geringerer Wahr-
scheinlichkeit zu einer signifikanten sterischen Stabilisierung
ihrer Zielmolekiile fithren. Diese Strukturen sind beinahe so
grof3 wie Antikorper, und die Bedeutung sterischer Inhibie-
rung bleibt fiir beide Strukturen noch zu ergriinden.

5.3. Polyvalente Promotion

In Abschnitt 5.2 wurden synthetische Agentien beschrie-
ben, die eine unerwiinschte Anheftung von zwei polyvalent
wechselwirkenden Oberflaichen hemmen. Bis heute gibt es
wenige Beispiele fiir synthetische polyvalente Molekiile, die
ein Signal nach erfolgter Bindung auslésen und dadurch eine
gewlinschte Wechselwirkung fordern. Vier Beispiele wiren zu
nennen:

1. Gong et al. beschrieben ein Polymer, das mehrere Kopien
von GIcNAc aufwies und nach Wechselwirkung mit der
Oberfliche eines Spermiums die akrosomale Reaktion aus-
loste (sieche Abschnitt 4.4.1).253]

2. Carrithers etal. beschrieben bivalente Peptide, die auf G-
Protein-gekuppelte Rezeptoren gerichtet waren.’¥! Die Li-
gandendomine war entweder ein alpha-Melanocyten-stimu-
lierendes Hormon, ein alpha-MSH-Rezeptor-Antagonist (al-
pha-MSH-ANT), oder Bombesin. Diese Liganden wurden in
einem Melanocyten-Dispersions-Assay charakterisiert.

3. Wie ebenfalls in Abschnitt 4.4.1 bereits erwihnt, beschrie-
ben Dembo et al. eine Reihe bivalenter Antigen-Molekiile,
die mit IgE-Molekiilen auf der Oberfliche von Mastzellen
wechselwirken und dadurch Degranulation auslgsen. 226 227 324]
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4. Mehrere Insulinmolekiile wurden iiber eine Amidbriicke
an Polyacrylsiure geheftet.*® Auf einen Liganden bezogen,
war dieses polyvalente Insulin (als ein Mitogen) aktiver als
monovalentes (natiirliches) Insulin.

5.4. Assays zur polyvalenten Wechselwirkung

Es gibt eine Reihe von Methoden zur Untersuchung,
Beurteilung und Quantifizierung polyvalenter Wechselwir-
kungen. In einigen Assays kann die Affinitét direkt gemessen
werden, von der man die Gibbs-Wechselwirkungsenergie
ableiten konnte. In anderen Tests 146t sich eine komplexe
Summe vieler Eigenschaften ermitteln, von denen nur eine
die Gibbs-Wechselwirkungsenergie ist. Diese anderen Eigen-
schaften konnen das Ausmaf} der Hydratisierung, die Fahig-
keit, ein Molekiil oder eine Oberflidche sterisch zu stabilisie-
ren und/oder die Fahigkeit zur Vernetzung multivalenter
Rezeptoren einschlieBen. Wir werden hier keine Tests poly-
valenter Materialien diskutieren, die iiber die Untersuchung
ihrer lokalen Wirksamkeit hinausgehen (d.h. Tests, in denen
die oft sehr spezielle Pharmakodynamik und Pharmakokine-
tik polyvalenter Materialen untersucht wird, die gro3 sind im
Vergleich zu monovalenten Materialien und selbst Protei-
nen).

5.4.1. Methoden zur Bestimmung der Gibbs-
Wechselwirkungsenergie eines polyvalenten Systems

Zur thermodynamischen Ermittlung einer Bindungskon-
stante miissen die relativen Anteile an unkomplexiertem und
komplexiertem Liganden oder Rezeptor direkt oder indirekt
gemessen werden. In Abhéngigkeit von der Stabilitidt des
Komplexes konnen verschiedene Methoden zur Anwendung
kommen. Tabelle 10 gibt Beispiele fiir eine Auswahl an
Methoden, die zur Messung polyvalenter Wechselwirkungen
eingesetzt worden sind.

5.4.2. Komplexere Methoden zur Untersuchung der
Polyvalenz

In-vitro-Aggregation

Es stehen einige Assays zur Verfiigung, mit denen man die
Fahigkeit eines polyvalenten Liganden bestimmen kann,
einen polyvalenten Rezeptor zu binden (Ausfillung, Gel-
bildung, Aggregation). Zum Beispiel kann ein bivalenter
Antikorper polyvalente Proteine in Immunoprézipitations-
Assays ausfillen (Abb. 32). Wenngleich die Affinitit der
bivalenten Einheit dabei wichtig ist, konnen andere Eigen-
schaften genauso wichtig oder sogar noch wichtiger sein: Bei
niedriger Konzentration kann der Antikorper nicht an den
Polyrezeptor binden, bei einer bestimmten Konzentration
kommt es zu einer Féllung, bei hoherer Konzentration ist
jeder Polyrezeptor von einem Antikorper umgeben, und die
Fallung bleibt wieder aus. Hierbei entscheidet nicht allein die
Affinitit dariiber, wann eine Ausféllung stattfindet.
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Abb. 32. EinfluB der Konzentration eines Antigens in einem Immuno-
prézipitations-Assay. a) Bildung eines 16slichen Antigen-Antikorper-Kom-
plexes in Gegenwart eines Antigen-Uberschusses. b) Bildung eines unlos-
lichen Komplexes (dargestellt durch ein weites Gitter) nahe dem Aquiva-
lenzpunkt. c) Bildung eines l6slichen Komplexes in Gegenwart eines
Antikorper-Uberschusses.

In-vitro-Inhibierung der Aggregation

Ein Beispiel eines Assays, der die Fahigkeit eines Molekiils
mif3t, zwei Oberfldchen an der Wechselwirkung zu hindern, ist
der HAI-Assay (Abb.27). Wenn der Mechanismus der
Inhibierung einer Wechselwirkung ausschliellich auf der
kompetitiven Hemmung aller Liganden-Rezeptor-Paare ba-
sieren wiirde, wire der Test nur von der durchschnittlichen
Affinitdt eines jeden Liganden-Rezeptor-Paares im polyva-
lenten Molekiil abhingig (K%). In einem solchen Fall sollte
ein identischer monovalenter Ligand (L) bei einer Kon-
zentration [L]™" = Kpoy/K™m die Wechselwirkung zweier
Oberflaichen mit gleicher Wirksamkeit verhindern. Wie wir
gezeigt haben, kann aber die Fahigkeit eines polyvalenten
Inhibitors, die Wechselwirkung zweier biologischer Oberfla-
chen zu behindern, auch sterische Stabilisierung umfassen,
wobei molekulare Eigenschaften wie etwa GroBe, Grad der
Hydratisierung und konformative Flexibilitdt eine Rolle
spielen. Deshalb muf3 in Féllen, bei denen die sterische
Stabilisierung eine wichtige Rolle bei der Inhibierung spielt,
die Konzentration des monovalenten Analogons des Ligan-
den hoher sein als die effektive Ligandenkonzentration im
polyvalenten Molekiil ([L]™ > Kpo¥/K™™), um genauso
wirksam zu sein.

Eine Einschrinkung des HAI-Assays ergibt sich durch die
minimale Viruskonzentration, die zur Agglutination der
Erythrocyten erforderlich ist.?) Diese Minimalkonzentration
entspricht ungefdahr 1nm an Hamagglutinin-Protein im Me§3-
gefdB. Der maximale Wert fiir KHAL der zuverlidssig ab-
geschitzt werden kann, betrdgt somit ungefihr 1nm. Wir
haben 1996 einen Assay beschrieben, bei dem zwei Teilchen,
deren Abmessungen ungefdhr 0.1-100um betragen, unter
der genauen Kontrolle von zwei unabhingig geregelten
»optischen Pinzetten“ miteinander kollidieren (Optically
Controlled Collision, OPTCOL; Abb. 33-35).5%1 Dieser
Assay ermoglicht die genaue Untersuchung der Anheftungs-
wahrscheinlichkeit unter physiologischen Bedingungen. Nach
einer Kollision sind die biochemisch und biomechanisch
ausschlaggebenden Faktoren der Anheftung zwischen zwei
biologischen Objekten sehr komplex und kdonnen vom einen
zum anderen System variieren. Die Bestandteile der Losung,
die relative Orientierung, der Einschlagsparameter und die
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Tabelle 10. Methoden zur Quantifizierung polyvalenter Wechselwirkungen.

Methode Anwendungsbeispiel ermoglicht Messung der Bemerkungen
Affinitit Hemmwir-  Kinetik
kungl®

Hiamagglutinati- 1. Inhibitoren der Influenza-Ery- nein ja nein verbreitet, einfach durchfiihrbar, im allgemeinen auf Inhibie-

ons-Inhibie- throcyten-Wechselwirkung, 2. An- rungskonstanten > 1 nM beschrénkt

rungs-Assayll tikdrper-Wechselwirkungen mit
der Oberfldche zahlreicher Bakte-
rien

ELISA-Assay?®l Inhibitoren der Influenza-Erythro- ja nein nein synthetisches Markieren der polyvalenten Spezies erforderlich, im
cyten-Wechselwirkung allgemeinen auf Dissoziationskonstanten > 10-50 nM beschrénkt

Fluoreszenz-akti- Antikorper-Wechselwirkungen ja prinzipiell ja nein Modifizierung der Antikorper erforderlich, basiert auf Tren-

vierter Zellsor-  mit einer Zelloberfldche nung und nachfolgender Quantifizierung gebundener und

tiererl®%! ungebundener Formen

OPTCOL-As- Inhibitoren der Influenza-Erythro- nein ja nein ermoglicht die Messung unter physiologisch relevanten Bedin-

sayl®®] cyten-Wechselwirkung gungen (Kollisionsgeschwindigkeit von Zellen, relative Orien-

tierung und andere Faktoren werden durch den Anwender
kontrolliert); bei der Messung verwendet man eine einzelne
Zelle und ein einziges Mikrokiigelchen, das mit Viruspartikeln
iiberzogen ist, die untere Grenze der mef3baren Inhibierung-
konstante ist <10-'¥m

Affinitdts-Kapil- Dimere von Vancomycin wechsel- ja nein nein vielversprechende Methode, zahlreiche Erweiterungen mit an-

lar-Elektropho-  wirken mit D-Ala-D-Ala-Dimeren deren Systemen sind moglich und werden untersucht

resel?%!

Oberflachen- Antikorper-Bindung an syntheti-  ja nein ja mg-Mengen des polyvalenten Materials benétigt (bei den anderen

Plasmon- sche Oberfldchen mit unterschied- hier aufgefiihrten Methoden sind die erforderlichen Mengen im

Resonanz (SPR) lichen Antigendichten (DNP, Anti- allgemeinen hundertmal geringer); verwandte Methoden sind
DNP-System);P**! Influenza-Bin- der Acoustic-Plate-Modus und der Oberflichenwellen-Modus,
dung an immobilisiertes Hamag- beide basieren auf der Erkennung kleiner Verdnderungen der
glutinin7! Dielektrizititskonstante in der Ndhe der Grenzfliche

Pipetten-Absau- 1. zwei Erythrocyten, gebunden prinzipiell prinzipiell ja nein basiert auf der Quantifizierung der Deformationsenergie von

gen durch verschiedene Agglutini- ja komplementidren Zelloberflaichen wihrend Adhésion und
ne,’%1 2. CD2-haltige Jurkatzellen, Trennung (moglicherweise schwierig) oder auf Kriften, die zur
die an LFA-3 in einer planaren Trennnung zweier biologischer Oberfldachen benotigt werden
Membran haften*

ScherfluBP72l Neutrophil-Wechselwirkung mit  ja prinzipiell ja nein basiert auf dem Zihlen von Ereignissen (Bindung, keine
Oberflidchen, die mit verschiede- Bindung) mit einem Lichtmikroskop; die Wahrscheinlichkeit
nen Selectinen nichtkovalent mo- der Anheftung wird in Abhéngigkeit von der FlieBgeschwin-
difiziert sind digkeit der Losung an der Oberfliche gemessen

Dissoziation un- Nierenzellen-Adhidsion an Wachs- ja nein nein Zeit bis zur Desorption von der Oberfiche wird gemessen und

ter Gravitations- tumsoberfldchen (Nierenzellen aus mit der Anheftungsstirke korreliert; fast immer werden Zen-

einfluBl7 374 griiner Vero-Meerkatze) trifugalkrifte angewendet, um den Assay zu beschleunigen
lichtmikroskopi- Sperma-Ei-Wechselwirkung und  prinzipiell ja nein basiert auf dem Zihlen von Ereignissen (Bindung, keine

sches Zihlen der Inhibierung dieser Wechselwir- ja Bindung) nach Schiitteln; Wahrscheinlichkeit der Anheftung

Aggregatel™! kungen kann als Funktion der Inhibitorkonzentration gemessen werden

(schwierig durchzufiihren)

Kraftmikrosko- ~ Streptavidin-haltige Oberfldchen ja prinzipiell ja nein hohe Empfindlichkeit (einzelne Molekiil-Molekiil-Wechselwir-

piel¥7el wechselwirken mit Biotin-haltigen kungen konnen gemessen werden); teure Ausriistung, erfordert

Oberflachen

die kovalente Ankniipfung kleiner Objekte

Lichtstreuung?®”’!

unseres Wissens nirgends

ja

prinzipiell ja nein

[a] Inhibierung von Oberflichen-Oberflichen-Wechselwirkungen. Die Wirksamkeit des Assays hédngt sowohl von sterischer Stabilisierung als auch von der
Affinitédtssteigerung ab.

relative Geschwindigkeit unterliegen alle der Kontrolle des
Experimentators. Genau diese Variablen beeinflussen aber
auch die Adhidsionswahrscheinlichkeit in vivo. Wir haben den
Nutzen des OPTCOL-Assays durch Bewertung der Wahr-
scheinlichkeit der Anheftung eines einzelnen Erythrocyten an
ein einzelnes Virus-liberzogenes Mikrokiigelchen veran-
schaulicht, und zwar in Abwesenheit wie auch in Gegenwart
eines Sialinsduregruppen-tragenden Inhibitors (Abb. 34). Der
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OPTCOL-Assay erfordert im Prinzip nur ein einzelnes Virus-
iiberzogenes Mikrokiigelchen und einen einzelnen Erythro-
cyten, und deshalb liegt die theoretische Obergrenze der
Bindungskonstanten bei 10°M~!. Mit dem OPTCOL-Assay
untersuchten wir Inhibitoren, deren Werte fiir 1/K50 zwi-
schen 1nm und 10mwm variierten. Bei Verwendung des HAI-
Assays hatten vier Inhibitoren alle denselben Wert fiir die

Inhibierungskonstante Kbo» geliefert (1nm) und waren nicht
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Abb. 33. Aufbau des OPTCOL-Experiments, bei dem Laser zur Quanti-
fizierung der Wechselwirkung zwischen einem Erythrocyten (,,A“) und
einem Mikrokiigelchen, das kovalent mit einem Influenzavirus (,,B“)
iberzogen ist, eingesetzt werden. Ein 1cm breites Loch wird in den
Objekttrager gebohrt und ein ,,Boden“ durch Verwendung eines Deck-
glases geschaffen. A, B und ein Inhibitor fiir die A-B-Wechselwirkung
werden gepuffert in dieses so hergestellte 100-uL-,,Gefda* gefiillt. Ein
zweites Deckglas wird zum SchlieBen des Gefifles benutzt und der
Objekttrager in einem umgedrehten Mikroskop plaziert. Das Mikroskop
wird von zwei Laserquellen versorgt und jeder Laserstrahl durch eine Linse
fokussiert. A und B werden in den Brennpunkten der beiden Laserstrahlen
optisch ,,gefangen“ gehalten und konnen rasch und prézise in drei
Dimensionen durch manuelle oder Computer-gestiitzte Bewegung der
Brennpunkte bewegt werden. Dargestellt sind der Erythrocyt ,,A* (mit SA,
die kovalent an verschiedene Proteine und Lipide, eingebettet in der
Zelloberfliche, gebunden ist), das Mikrokiigelchen ,,B“ (an dessen Ober-
flache das Virus kovalent angeheftet ist) und der polymere Inhibitor (siche
auch Abb. 34).

unterscheidbar. Mit dem OPTCOL-Assay konnten wir dage-
gen diese vier Inhibitoren einfach unterscheiden, und der
beste Inhibitor verhinderte in 50 % der Fille die Anlagerung
bei einer Sialinsdurekonzentration von 35 pmol L. Es ist der
potenteste Inhibitor fiir die Anlagerung des Influenzavirus an
Erythrocyten, der zur Zeit bekannt ist. Wir betonen, daf3
dieser Assay empirisch ist: Er funktioniert, weil er mit Daten
kalibriert werden kann, die auf anderem Wege erhalten wurden.

Der OPTCOL-Assay ist ein niitzlicher neuer Bioassay zur
Untersuchung dynamischer Wechselwirkungen in der Bio-
chemie. Er bietet einen Ansatz zur Untersuchung der
Wechselwirkungen zwischen sich bewegenden biologischen
Objekten und liefert quantitative und interpretierbare Er-
gebnisse. Die Einfachheit der OPTCOL-Technik legt eine
breite Anwendbarkeit beim Studium der Anheftung von 0.1 -
100 um groflen Teilchen nahe, wobei relevante Parameter aus
der Zellbiologie, der Mikrobiologie, der medizinischen Che-
mie und der Biophysik einflieBen konnen.

In-vivo-Assays

In-vivo-Assays messen den Gesamterfolg der Inhibierung
beim Schutz von Tieren gegen Infektionen. Zu diesen Tests

Angew. Chem. 1998, 110, 2908 -2953
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Abb. 34. Schematische Darstellung des OPTCOL-Assays.®l Das Virus-
iiberzogene Mikrokiigelchen (in der mobilen ,,Falle®) wird mit einem der
Laser mit konstanter Geschwindigkeit bewegt und kollidiert mit dem
Erythrocyten (in der stationiren ,,Falle®) oberhalb seines Massenschwer-
punktes. Wihrend dieser Kollision rotiert der Erythrocyt, verbleibt aber in
der stationidren Falle (Zentrum des rechten Fadenkreuzes). Das Mikro-
kiigelchen setzt die lineare Bewegung mit konstanter Geschwindigkeit fort,
bis es einen Punkt erreicht hat, der etwa 20 um von der urspriinglichen
Position des Erythrocyten entfernt liegt. Wenn die Konzentration des
Inhibitors ausreichend hoch ist, verliert die Zelle den anfanglichen Kontakt
mit dem Kiigelchen und verbleibt in der stationédren Falle, wahrend sich das
Kiigelchen vorbeibewegt. Ist kein oder zu wenig Inhibitor zugegen, heftet
sich die Zelle fest an das vorbeiziehende Mikrokiigelchen an, bewegt sich
aus der stationdren Falle heraus und ist ,,eingefangen®. Die Untersuchung
der Anheftungswahrscheinlichkeit in Abhidngigkeit von der Sialinsdure-
konzentration des Inhibitors lieferte die Inhibierungskonstante. Wir
fiihrten solche Kollisionsexperimente wiederholt fiir mehrere Paare von
Mikrokiigelchen und Erythrocyten durch. Die mikrophotographischen
Aufnahmen zeigen das Virus-iiberzogene Mikrokiigelchen vor und nach
der Kollision mit dem Erythrocyten.

gehort auch (aber nicht nur) die Bestimmung des Ausmales,
in dem der Inhibitor polyvalente Wechselwirkungen verhin-
dert. So konnte der Inhibitor nicht nur die Infektion durch
Blockieren der Anlagerung an Wirtrezeptoren verlangsamen,
sondern konnte auch die Clearance durch Blockieren des
Clearance-Mechanismus herabsetzen. In diesem Fall konnte
der polyvalente Inhibitor sogar zu einer erhohten Infektion
fithren! Der Gesamterfolg héngt also von diesen und anderen
komplexen Kriterien ab, etwa der Toxizitdt, und macht es
hiufig erforderlich, dal der gesamte Organismus fiir den
Assay verwendet wird.

5.5. Zukunftsperspektiven fiir polyvalente Inhibitoren

Fiir viele der natiirlich vorkommenden polyvalenten Ziele
werden gewi3 polyvalente Liganden entworfen und synthe-
tisiert werden. Die Mechanismen, die fiir den Erfolg mono-
valenter Agentien ausschlaggebend sind, sind auch fiir poly-
valente Wirkstoffe wichtig; aber wenigstens ein anderer
Mechanismus, der fiir monovalente Systeme irrelevant ist,
spielt ebenfalls eine Rolle: die sterische Stabilisierung. Viele
Fragen bleiben offen, bis das volle Potential der Polyvalenz
zur Entwicklung und der Vorhersage der Wirkungen von
polyvalenten Inhibitoren genutzt werden kann. Dabei konn-
ten zentrale Fragen folgendermafien lauten:

1. Welches Grundgeriist ist als Tréger der vielen Kopien eines
Liganden das beste? Zu den Moglichkeiten gehoren sowohl
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a)

1 xSA=035
0207 KOPTCOL= 35 pM N /

Struktur und die Anordnung der an die
Rezeptor-beladene Oberfliche ,,gebunde-
nen“ Polymere weder von einem theoreti-
schen noch von einem experimentellen
Standpunkt geklart.

3. Was sind die ausschlaggebenden chemi-
schen Faktoren hinsichtlich der Toxizitit

/ HO_H_OH

polyvalenter Liganden? Zwischen diesen

] ! /I A i COOH Determinanten und den bekannten Fakto-
0.801 /’. ° ljl c ren, die die Toxizitdt kleiner Molekiile
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1014 1012 1010 108 108 104 102
[SA]/mol L' ———»

b) 7
10‘3;:

10759 _xSA = 0.20, xBAEE = 0.01
1 xSA=020,,BA=0.10
1071

KOPTCOL mol ! ]

1071 F TV sh_o20
] —— XSA =0.50

-1
T ML AR AR T TN T T T
107 10° 10® 107 10° 10° 10% 10° 1072
KHA  mol ' ——»

Abb. 35. a) Typische Inhibierungskurven von OPTCOL-Experimenten, die die

Beziehung hergestellt werden. Die Ursache
konnte darin liegen, daBl kleine Molekiile
aus einer Reihe von Griinden hiufig mit der
Zielvorgabe entworfen werden, relativ hy-
drophob zu sein, um so z.B. die Halbwerts-
zeit im Blutkreislauf durch nichtspezifische
Proteinbindungen zu verldngern, da die
rasche Filtration durch die Niere verhindert
wird. Deshalb werden diese kleinen Mole-
kiile vorwiegend durch die Leber elimi-
niert. Polyvalente Liganden konnen hydro-
phil sein und verbleiben aufgrund ihrer
GroBe langere Zeit im Blutkreislauf. Durch
Variation der Grofle dieser polyvalenten
Spezies, moglicherweise durch Variation
der Bioabbaubarkeit der Briicken, die die
einzelnen Segmente verbinden, konnten
diese Molekiile so gestaltet werden, daf3
die Clearance durch die Leber, Milz oder
Anheftungs- Niere moglich wird. Die chemischen Dete-

wahrscheinlichkeit P in Abhéngigkeit von der Inhibitorkonzentration (hier die Konzentration rminanten der Toxizitit werden, zumindest

der SA-Gruppen) zeigen.’”® Die Kurven durch die MeBwerte sind Bindungsisothermen (ohne

teilweise, vom Weg der Clearance abhén-

Kooperativitits-Terme); K; diente bei der Regression als variabler Parameter. Der KPPTCOL-

Wert wurde als der Wert der SA-Konzentration definiert, bei dem die Anheftungswahr- gen. . .

scheinlichkeit 50% betrug. b) Die Auftragung der gemessenen KO'TCOL-Werte gegen KHA! 4. Welche Wege sind die besten, um dem
ergabe eine gute Ubereinstimmung fir K°"7°" > 1 nmolL-!. BA =Benzylamin; BAEE = Organismus polyvalente Liganden bereit-
Bis(aminoethyl)ether. Die Fehlerbalken ensprechen einem Faktor +2; die Werte fiir KHA! zustellen? Da die polyvalenten Spezies oft

wurden der Literatur entnommen.! Fiir alle Inhibitoren, fiir die K2l <1 nmolL~! gilt,

betrigt KHAT ungefihr 1 nmol L. Bei der durchgezogenen Linie gilt KFAT = K?!

kovalent aufgebaute Geriiste (lineare und verzweigte Poly-
mere, Dendrimere, Proteine und biologisch abbaubare Har-
ze) als auch nichtkovalent aufgebaute Geriiste (Liposomen).
Die ,,beste* Wahl konnte von der Anwendung abhingen; so
spielt die konformative Flexibilitdt des Grundgeriistes eine
wichtige Rolle bei der Fahigkeit der polyvalenten Spezies, das
Zielmolekiil sterisch zu stabilisieren.

2. Was sind die ausschlaggebenden chemischen Faktoren, die
iiber die Affinitdt zu einem Zielmolekiil entscheiden? Was
sind die chemischen Determinanten, die iiber die Fahigkeit
der polyvalenten Spezies entscheiden, das Zielmolekiil ste-
risch zu stabilisieren? Die Beantwortung dieser beiden
Fragen ist eng damit verbunden, wie man am besten die
Abstinde, die Steifheit und die Hydrophilie eines Makro-
molekiils entwickelt. Trotz umfangreicher Arbeiten sind die
genauen GesetzmiBigkeiten, die iiber die spezifische (Ligan-
den-Rezeptor-)Anlagerung eines Polymers an eine Ober-
flache bestimmen, noch unklar. Auch ist die physikalische
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grof} sind, treten sie infolgedesssen nicht
rasch durch passiven Transport durch hy-
drophobe Membranen: Die Injektion konn-
te z.B. fiir Verabreichungen ins Gefidl3sy-
stem geeigneter sein als die Aufnahme iiber die Nahrung oder
die Haut. Diese Fragen der Bereitstellung sind verwandt mit
der Problematik bei Arzneimitteln auf Proteinbasis. Wir
beginnen gerade erst, einige dieser Probleme zu verstehen,
andere sind noch vollig unerforscht. Die Kinetik und die
biophysikalischen Mechanismen der Passage polymerer Mo-
lekiile durch pordose Membranen ist in diesem Zusammen-
hang ebenfalls wichtig. Dieselben Herausforderungen, mit
denen man bei der Bereitstellung polyvalenter Materialen
konfrontiert ist, bieten vom pharmakokinetischen Stand-
punkt auch Vorteile: Ist ein polyvalentes Molekiil ausrei-
chender Grofle in das Gefdllsystem eingebracht worden,
erwartet man eine hohere biologische Lebensdauer (Halb-
wertszeit) als von einem monovalenten Analogon. Die Ver-
langerung der Lebensdauer bietet mehrere Vorteile, darunter
die Erniedrigung der Verabreichungshiufigkeit (groBeres
Verabreichungsintervall und deshalb bessere Patienten-Com-
pliance) und die Moglichkeit, Stoffe zu verwenden, die

PTCOL
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intrinsisch niedrigere therapeutische Indizes aufweisen (bei
gleicher Verabreichungshiufigkeit wird der Unterschied
zwischen maximaler und minimaler Konzentration des akti-
ven Agens kleiner sein als fiir eines, das rascher eliminiert
wird).

Die Anwendung polyvalenter Molekiile als Arzneimittel
sollte moglich sein und sollte der Industrie neue Wege
eroffnen. Wir konnen neue Anwendungsgebiete in diesem
Aufsatz nicht erschopfend darstellen, doch mochten wir
anhand zweier Beispiele das Potential der Polyvalenz ver-
deutlichen.

Jede biologische Oberfliche, die mit einer anderen Ober-
fliche iiber mehrere Kontaktstellen wechselwirkt, kann An-
satzpunkt fiir die Entwicklung polyvalenter Arzneimittel sein.
Natiirlichen polyvalenten Wechselwirkungen kann also durch
Verwendung von synthetischen polyvalenten Molekiilen ent-
gegengewirkt werden. Ein Beispiel waren Molekiile, die sich
aus wiederholenden kleinen Einheiten zusammensetzen, die
bei der Anlagerung und beim Eindringen von Viren essentiell
sind. Dies konnte zu einer allgemeinen Strategie zur Hem-
mung von Virusinfektionen fithren. Da man von der steri-
schen Stabilisierung annimmt, da3 sie eine wichtige Rolle im
Mechanismus spielt, konnten Inhibitoren, die mehrere Ko-
pien eines einzelnen Liganden aufweisen, selbst gegeniiber
einem Virusteilchen aktiv sein, das mehr als einen oder
alternative Rezeptoren fiir die primére virale Anlagerung
einsetzt (z.B. HIV). Ein zweites Beispiel ist die Wechselwir-
kung zwischen Thrombocyten untereinander oder zwischen
Endothelzellen und Thrombocyten, die durch die Ver-
wendung von polyvalenten Inhibitoren der Integrinbin-
dung gehemmt werden konnte. Diese Agentien konnten
besonders niitzlich sein, wenn mehr als ein Ligandentyp in
einer Weise am Grundgeriist angebracht ist, da3 nur Regio-
nen, die mehr als einen Rezeptortyp exprimieren (z.B.
pathologisch veridnderte Stellen), Ziele dieser hochspezifi-
schen polyvalenten Agentien sind. Solche Agentien konnten
bei der Behandlung von Krankheiten Anwendung finden, die
auf Blutgerinnseln beruhen (z.B. Venenthrombose oder
arterielle Thrombosen, die zum Herzinfarkt oder Schlaganfall
fiihren konnen).

Eine weitere Anwendung ist es, nichtnatiirlichen poly-
valenten Wechselwirkungen durch Verwendung von synthe-
tischen polyvalenten Molekiilen entgegenzuwirken. Bei-
spielsweise konnte man ein Molekiil entwerfen, das mehrere
Kopien von Acetylcholin oder Epinephrin trigt und sich sehr
fest an cholinerge bzw. adrenerge Rezeptoren bindet. Diese
polyvalenten Materialien konnten sehr niitzliche Agonisten
des Parasympathikus und Sympathikus sein. Die Affinitat
dieser Agentien wird hochstwahrscheinlich eine Funktion der
Dichte und der Zugénglichkeit zu den Rezeptoren auf einer
Oberfldche sein. Insofern bestiinde die Moglichkeit, Mole-
kiile zu entwickeln, deren Angriffsziel sich nicht danach
richtet, ob die Zielzellen diese spezielle Rezeptorklasse
exprimieren oder nicht, sondern nach der Konzentration,
mit der die Rezeptoren exprimiert werden. Diese Strategie
wiirde es erlauben, pharmazeutische Agentien mit einer
Spezifitit zu versehen, die vollig unabhingig von den
besonderen Eigenschaften der einzelnen Liganden-Rezep-
tor-Wechselwirkungen ist.

Angew. Chem. 1998, 110, 2908 -2953

6. SchluBfolgerungen

Polyvalenz trifft man in biologischen Systemen zwar héufig
an, doch wird ihre Bedeutung h#ufig noch nicht richtig
eingeschétzt. Polyvalente Wechselwirkungen weisen in der
Biologie zu neuen Angriffszielen, wo Pharmazeutika wirken
konnten, die selbst polyvalent sind. Die grofften Hiirden beim
Design wirksamer polyvalenter Arzneimittel konnten der
Mangel an Methoden zur Untersuchung polyvalenter Wech-
selwirkungen und ein unvollstindiges Verstdndnis des theo-
retischen Hintergrunds sein. Erfolgreiches Design von syn-
thetischen polyvalenten Systemen erfordert ein detailliertes
Verstindnis des subtilen Gleichgewichts zwischen Entropie
und Enthalpie. Chemiker und Biochemiker verstehen En-
thalpie sehr gut, Entropie und besonders Konformations-
entropie dagegen weniger.

Durch Polyvalenz werden Systemen FEigenschaften ver-
lichen, die bei monovalenten Wechselwirkung nicht vor-
handen sind. Was Polyvalenz alles ermdéglicht, zeigen die
folgenden Beispiele: Erreichen sehr fester Bindungen mit
Liganden mittlerer oder kleiner Oberflidche; das stufenweise
(graduelle) Antworten auf biologische Signale, das mit nicht-
linearer Abhingigkeit von der Signalstirke moglich ist;
Schaffung neuer Wechselwirkungen durch Kombination,
Zusammenfithrung und Vervielfachung bestehender Wech-
selwirkungen; Erzielen eines groen konformen Kontaktes
zwischen Oberflichen z.B. von Zellen, und dadurch die
Ermoglichung effizienter Signaliibertragung; Auslosung von
Morphologiednderungen groer Strukturen z.B. bei Zellen;
Signalgebung durch die Induktion grofler konformativer
Anderungen eines Mokeliils; Induktion von Verinderungen
bei der Molekiilverteilung in Membranen; Signalgebung
durch Oligomerisierung oder Dimerisierung; Hemmung un-
erwiinschter Wechselwirkungen, z.B. denen zwischen ein-
dringenden Pathogenen (die selber polyvalent sind) und ihren
Zielstrukturen.

Das Studium der Polyvalenz konnte neue Ziele und neue
Strategien beim Design pharmazeutischer Wirkstoffe liefern.
Auch wenn die detaillierte Untersuchung der aktiven Rezep-
tor-Bindungsstelle als eine Hilfe beim Design und der Syn-
these von fest bindenden Monomeren fortgesetzt wird,
werden neue Strategien fiir das Design von Grundgeriisten
entwickelt werden miissen, die mehrere Liganden zusam-
menhalten. Das Ausmaf3 der Flexibilitdt und der Hydratisie-
rung sowie die Grofe des Grundgeriistes werden eine
wichtige Rolle beim Design erfolgreicher polyvalenter Arz-
neimittel spielen. In Anlehnung an Strategien, die am
hiufigsten bei kleinen Pharmazeutika verfolgt wurden, wer-
den die ersten polyvalenten Liganden wahrscheinlich zur
Hemmung einiger unerwiinschter Prozesse entworfen wer-
den. Eines der ersten Anwendungsgebiete wird wahrschein-
lich die Entwicklung von Inhibitoren sein, die die Anlagerung
von Viren und Bakterien hemmen. Andere Anwendungen,
etwa im Bereich der Krebsbekidmpfung (z.B. Hemmung der
Metastasenbildung) sind eher spekulativ. SchlieBlich konnten,
wie zur Zeit bei Arzneimitteln auf Proteinbasis, polyvalente
Liganden entwickelt werden, die gewiinschte Wirkungen
fordern, etwa die Immunmodulation zur Unterstiitzung der
klonalen Selektion.
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Die Untersuchung einer polyvalenten Wechselwirkung
bleibt eine grofle Herausforderung. Funktionsbezogene As-
says konnten fiir polyvalente Wechselwirkungen wichtiger
sein als fir monovalente. Assays, die nur die Affinitdt eines
polyvalenten Molekiils zu seiner Zielstruktur messen, sind
also fiir die Vorhersage der biologischen Wirkung eventuell
nicht zweckméfig. Deshalb sollten Priifungsmethoden die
Eigenschaften polyvalenter Liganden evaluieren, die zum
Erreichen des gewiinschten Ziels von Bedeutung sind. So
konnte sich ein wirksames bivalentes Molekil fiir die
Aggregation eines polyvalenten Rezeptors (etwa fiir eine im
groBen MafBstab durchgefiihrte Zellreinigung via Immuno-
prazipitation, bei der sich wegen des hohen Preises der
Einsatz von Antikorpern verbietet) aus zwei Liganden
zusammensetzen, die durch eine lange flexible Briicke
verbunden sind. Ein wirksames bivalentes Molekiil fiir die
bivalente Bindung an einen einzelnen polyvalenten Rezeptor
(etwa zur festen Bindung an die Oberfliche eines Pathogens)
konnte aus zwei Liganden bestehen, die von einer starren
Briicke auseinandergehalten werden, deren Abstand unge-
fahr dem zweier Bindungstellen auf der Oberfliche des
polyvalenten Rezeptors entspricht. In diesem Beispiel erfor-
dern beide Anwendungen die Entwicklung eines bivalenten
Liganden, doch hingen die Grundsitze des Designs von der
Anwendung ab. Die Eigenschaften der polyvalenten Spezies,
die bei der Anwendung wichtig sind, miissen sich deshalb im
Assay widerspiegeln.

Die Inhibierung der Anlagerung des Influenzavirus A an
Erythrocyten durch Polyacrylamid, das mehrere Sialinsdure-
Gruppen trégt, ist gegenwdrtig das bestunteruchte Beispiel
fiir polyvalente Inhibierung. Die wichtigste Schluifolgerung,
zu der wir durch diese zahlreichen Studien gelangt sind, ist
die, daB3 die Funktion polyvalenter, polymerer Inhibitoren
mindenstens auf zwei verschiedenen Grenzmechanismen
beruht: hohe Affinitét, entropisch verstarkte Bindung einer-
seits und die sterische Stabilisierung andererseits . Bei Unter-
suchungen des Modellsystems mit dem Influenzavirus zeigte
sich, da3 unsere wirksamsten Inhibitoren die Wechselwirkung
zwischen Influenzaviren und Erythrocyten bei einer ungeféhr
107 - 10%mal niedrigeren Konzentration wirksam hemmen als
das entsprechende Monomer. In einer detaillierten Unter-
suchung dieser Polymere konnte die Wirkungssteigerung zu
einem Anteil von etwa 10° auf die erhohte Affinitdt des
Polymers zur Virusoberfliche und zu einem Anteil von 102
auf die sterische Stabilisierung zuriickgefiihrt werden.’!

Anhang: Liste der Abkiirzungen

a Kooperativitédtskonstante, definiert durch Glei-
chung (7) und (8b)
B Kooperativitdtskonstante, geeignet fiir polyva-

lente Wechselwirkungen; definiert durch Glei-
chung (9), (10) und (11)
CD4 Glycoprotein auf der Oberfliche von T-Zellen
CDS8 Glycoprotein auf der Oberfliche von cytotoxi-
schen T-Zellen

CRBP Cellular Retinol Binding Protein
DNP Dinitrophenol
2948

ELISA enzyme-linked immunosorbant assay

Fab monovalenter, Antigen-bindender Seitenarm ei-
nes Antikorpers

Fc Abschnitt des Antikorpers, der von Fab struk-

turell verschieden und innerhalb einer Antikor-
perklasse relativ konstant ist
Gal Galactose

GalTase Galactosyltransferase

GIcNAc N-Acetylglucosamin

HA Héamagglutinin

HAI Héamagglutinations-Inhibierungs-Assay
hGH humanes Wachstumshormon

HIV Human Immunodeficiency Virus
ICAM Interzelluldres Adhésionsmolekiil
IeG Immunglobulin Klasse E

IgE Immunglobulin Klasse G

IeM Immunglobulin Klasse M

MHC Haupt-Histokompatibilitdtskomplex
MSH Melanocyten-stimulierendes Hormon

NA Neuraminidase

Neu5Ac 5-Acetylneuraminsiure
OPTCOL  Optical Collision Assay

PDGF Platelet Derived Growth Factor
RXR Retinoid-X-Rezeptor

SA Sialinsédure

sLe* Sialyl-Lewis*

TCR T-Zellen-Rezeptor

TNF Tumornekrosefaktor

VSV Vesiculdres Stomatitis-Virus
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