Angewandte

Kurzaufsdtze

D. K. Smith und A. Barnard

DOI: 10.1002/ange.201200076

Selbstorganisierte Multivalenz: dynamische
Ligandenanordnungen fiir hochaffine Bindungen

Anna Barnard und David K. Smith*

Molekulare Erkennung - Multivalenz - Nichtkovalen-
te Wechselwirkungen - Selbstorganisation - Supramo-
lekulare Chemie

6676

Die Anwendung multivalenter Wechselwirkungen ist eine leistungs-
fahige Strategie biologischer Systeme, um eine hochaffine molekulare
Erkennung zu erzielen. Seit kurzem richtet die Aufmerksamkeit der
Synthesechemie vermehrt auf die selbstorganisierte anstelle einer ko-
valenten Synthese zur Anordnung von Liganden. Dieser Ansatz bietet
mehrere Vorteile, 7. B. eine einfache Synthese/Assemblierung, gezielt
einstellbare Morphologien und Liganden, die Moglichkeit zum Ein-
bau mehrerer aktiver Einheiten und die responsive Natur der Selbst-

organisation. Wir zeigen, dass selbstorganisierte Multivalenz eine
Strategie mit fundamentaler Bedeutung fiir den Entwurf synthetischer
Nanosysteme ist, die in biologische Reaktionswege eingreifen konnen
und potenzielle Anwendungen in der Nanomedizin finden.

1. Einleitung

Das Konzept der Multivalenz oder Polyvalenz, also der
gleichzeitigen Wechselwirkung mehrerer bindender Gruppen
eines Molekiils mit komplementidren Rezeptoren eines an-
deren Molekiils, wird in biologischen Systemen genutzt, um
hochaffine Bindungen in kompetitiven wassrigen Umgebun-
gen zu erzielen. Auch in der in der supramolekularen Chemie
wird dieses Konzept seit einigen Jahren intensiv angewen-
det.!! Nanoskalige Molekiile mit mehreren Liganden, wie
z.B. Dendrimere, wurden auf ihre Féahigkeit zur multivalen-
ten Erkennung ausfiihrlich untersucht.”) Bei multivalenten
Wechselwirkungen zwischen Wirt und Gast kann das Binden
des zweiten Liganden bevorzugt sein, da es ,,intramolekular*
erfolgt. Kurz gefasst wird die effektive Konzentration (oder
effektive Molaritit)F! des zweiten Liganden dadurch erhoht,
dass er direkt mit dem ersten verkniipft ist. Starre multiva-
lente Anordnungen profitieren von einer hoheren Vororga-
nisation der Liganden und, damit verbunden, geringeren
Entropiekosten bei der Bindung. Auf der anderen Seite
konnen auch flexible multivalente Systeme spezifische Vor-
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teile aufweisen, z.B. bessere Féhig-
keiten zur enthalpischen Optimierung
einzelner Wechselwirkungen und zur
Abschirmung des Systems vom umge-
benden Medium."! Das Binden des
multivalenten Liganden an einen Re-
zeptor wird oft mit dem Binden meh-
rerer einzelner (monovalenter) Liganden verglichen. Die
mittlere freie Wechselwirkungsenergie zwischen einem Li-
ganden und einem Rezeptor eines multivalenten Systems
kann grofer, gleich oder kleiner als die freien Energien der
analogen monovalenten Wechselwirkungen sein. Diese
Klassen multivalenter Wechselwirkungen werden als positiv
kooperativ (synergistisch), nichtkooperativ (additiv) bzw.
negativ kooperativ (interferierend) bezeichnet. Positiv ko-
operatives multivalentes Binden ist sehr selten.”! Multivalenz
erfordert aber nicht zwangsldufig positive Kooperativitit —
der entscheidende Aspekt ist vielmehr, ob das multivalente
System eine hohere Affinitét fiir sein Ziel aufweist als das
monovalente Analogon. Whitesides und Mitarbeiter defi-
nierten einen Bindungsverstdrkungsfaktor als das Verhiltnis
von multivalenter zu monovalenter Bindung, um die Erho-
hung der Gesamtaffinitit zu beschreiben."® Aufgrund der
Bedeutung der Multivalenz in biologischen Systemen und der
Fiahigkeit multivalenter Wechselwirkungen, nanometergrof3e
synthetische Oberflidchen zu ,,verkleben®, ist dieses Konzept
zu einem wichtigen Werkzeug in der biomolekularen Er-
kennung und der Nanotechnologie geworden.

Das Prinzip der Selbstorganisation, also der spontanen
Assoziation von Molekiilen zu wohldefinierten Strukturen,
die von nichtkovalenten Wechselwirkungen zusammenge-
halten werden,” wird in der Natur elegant am Beispiel des
Tabakmosaikvirus genutzt, das aus 2000 identischen Amino-
sdure-Untereinheiten zusammengesetzt ist, die sich spontan
in einer helicalen Struktur um einen einzelnen RNA-Strang
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anordnen.! Die Anwendung der Selbstorganisation zum
Aufbau von Nanostrukturen hat viele Vorteile. Die Synthese
groBer Molekiile, die von kovalenten Bindungen zusam-
mengehalten werden, erfordert oft eine grofle Zahl an Syn-
theseschritten, wiahrend man fiir die Selbstorganisation zu-
meist nur kleinere Baueinheiten benotigt, die sich infolge
ihrer sorgfiltig entworfenen Molekiilstrukturen spontan zu-
sammenlagern. Interessanterweise nutzen biologische Syste-
me oftmals das Prinzip der Selbstorganisation zur Organisa-
tion molekularer Erkennungsvorginge, z.B. in Membranen,
wo sich Rezeptoren oder Liganden spontan zu multivalenten
Bereichen ordnen konnen.

Es gibt zahlreiche Beispiele von Molekiilen, die zur
Selbstorganisation fiahig sind und an grof3e biologische Ziel-
strukturen binden.” Ein Beispiel sind amphiphile kationische
Lipide, die sich in wéssriger Losung zusammenlagern und bei
der DNA-Bindung und im Gentransport!” allgegenwiirtig
sind. Man konnte sagen, dass solche Systeme bestimmte
Merkmale von Viren hinsichtlich Selbstorganisation und ge-
netischer Fracht nachahmen.!'!! Ferner sind mehrere Bei-
spiele bekannt, bei denen Peptide in selbstorganisierte Ma-
terialien eingefiihrt wurden, um deren Anhaftung an biolo-
gische Ziele zu verbessern und damit extrazelluldre Matrizen
mit potenziellen Anwendungen beim Aufbau kiinstlicher
Gewebe nachzuahmen.'” Bei den meisten dieser Beispiele ist
aber unklar, ob die Selbstorganisation bindende Wechsel-
wirkungen verstiarkt (und wenn ja, um wieviel) oder ob sie in
erster Linie als Mittel zur Materialformulierung dient. In den
letzten Jahren wurde nun erkannt, dass die spontane Selbst-
organisation ein wirkungsvolles und allgemeines Werkzeug
zur Erzeugung synthetischer nanoskaliger Bindungsanord-
nungen fiir biomolekulare Anwendungen ist.'”! Der Ansatz
der selbstorganisierten Multivalenz bietet mehrere entschei-
dende Vorteile (Abbildung 1):

1) spontane Zusammenlagerung (einfache Durchfiihrbar-
keit),

2) wohldefinierte niedermolekulare Baueinheiten (giinstig
fiir die klinische Zulassung),
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niederaffine, monovalente Bindungen hochaffine, multivalente Bindungen

Abbildung 1. Selbstorganisation kann hochaffines multivalentes Bin-
den erméglichen.
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3) gezielt einstellbare Liganden (zur Bindung unterschiedli-
cher Partner),

4) gezielt einstellbare Nanostrukturmorphologien (zur Mo-
difizierung der Bindungseigenschaften),

5) Féhigkeit zur Anordnung verschiedener aktiver Kompo-
nenten in einer einzigen Nanostruktur (fiihrt zu synergis-
tischen Effekten),

6) leichte oder geschaltete Desaggregation/Zersetzung (zum
Abschalten von Multivalenz und/oder Einschrankung der
Toxizitét).

Dieser Kurzaufsatz behandelt ausgewéhlte aktuelle Bei-
spiele, die demonstrieren, wie durch Selbstorganisation Sys-
teme mit signifikant verstdrkter multivalenter Bindung im
Vergleich zu den monovalenten Analoga erzeugt werden
konnen.

2. Bindung an Proteine
2.1. Kohlenhydratliganden zur Bindung an Lectin

Aufgrund ihrer vielféltigen Strukturen koénnen Kohlen-
hydrate unterschiedlichste Zellsignal- und Zell-Zell-Wech-
selwirkungsvorginge regulieren. Das Binden neutraler Zu-
cker in einem wasserstoffbriickenbildenden Medium wie
Wasser ist aber schwierig, weshalb biologische Systeme die
Bindungsaffinitit oft durch Clusterbildung der Zucker ma-
ximieren.'"! Infolgedessen hat man groBe Bemiihungen an-
gestellt, um Kohlenhydrat-Protein-Wechselwirkungen fiir
synthetische multivalente Wechselwirkungen nutzbar zu ma-
chen.™ In jiingerer Zeit hat man auch begonnen, die
Selbstorganisation als einen einfachen Weg zur Erzeugung
multivalenter Kohlenhydratliganden anzuwenden.

In einem frithen Beispiel beschrieben Whitesides und
Mitarbeiter die Konjugation von Sialinsdure (SA) an eine
Lipidkette und die Einfithrung des Konjugats in Liposomen
auf Phosphatidylcholin- und Cholesterolbasis (Abbil-
dung 2).% Die Bindung der so erhaltenen SA-ummantelten
Liposomen an das Protein Himagglutinin war bis zu 10*-mal
affiner als die des dquivalenten monovalenten Systems. Dies
stellt eine deutliche Bindungsverstirkung dar, was darauf
hinweist, dass die Selbstorganisation der Sialinsdureliganden
innerhalb der liposomalen Nanostruktur zu einer wirkungs-
vollen Multivalenz fiihrt. Kanie, Wong und Mitarbeiter
wihlten einen dhnlichen Ansatz mit lipidfunktionalisierter
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Abbildung 2. Struktur eines zu Liposomen selbstorganisierten lipid-
modifizierten Sialinsdurederivats, das Hamagglutinin multivalent er-
kennt.'

Sialinsdure, mit dem Ziel, solche selbstorganisierten multi-
valenten Systeme als Inhibitoren der Virenadhéasion an Zell-
oberflichen zu entwickeln.!"”

Thoma und Mitarbeiter synthetisierten eine Reihe neuer
kohlenhydratfunktionalisierter Dendrone, die sich durch -
Stapelung und solvophobe Effekte im stark aromatischen
Kern zu Nanopartikeln zusammenlagern.'®! Die Fihigkeit
dieser Dendrone zur Inhibierung der Immunglobulin-Bin-
dung wurde in vitro am Beispiel der Inhibierung von aGal-
Antikorpern demonstriert, welche hyperakute Abstofung
von Schweineorganen nach Transplantation in Primaten ver-
ursachen. Als die wirkungsvollsten Inhibitoren erwiesen sich
Dendrone, die grof3e Nanopartikel bilden kénnen. Belege fiir
die Beteiligung einer selbstorganisierten Multivalenz — im
Gegensatz zur einfachen kovalenten dendritischen Multiva-
lenz — stammten aus der Beobachtung, dass ein Dendron ohne
die Fahigkeit zur Selbstorganisation unwirksam war. Das
wirkungsvollste System wurde an einem Tiermodell getestet
und konnte dort die aGal-Antikorper-vermittelte Hamolyse
vollstdndig unterbinden.

In einem eleganten Beispiel setzten Brunsveld und Mit-
arbeiter ein supramolekulares Polymer als selbstorganisie-
rende Geriiststruktur zum polyvalenten Binden ein (Abbil-
dung 3).'] Eine Mannose-funktionalisierte diskotische Ver-
bindung wurde erzeugt, die sich in wissriger Losung iiber
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hydrophobe Wechselwirkungen zwischen den aromatischen
Kernen zu supramolekularen Polymeren zusammenlagerte.””)
Das Mannose-funktionalisierte Polymer blieb selbst in Ge-
genwart eines 10%fachen Uberschusses an monovalenter
Mannose iiber Kohlenhydrat-Lectin-Wechselwirkungen an
Bakterien gebunden, was ein klarer Beleg fiir die Vorziige der
selbstorganisierten Multivalenz ist. Der Grad der Bakterien-
aggregation wird durch die Dichte der Mannosegruppen auf
der selbstorganisierten Struktur reguliert. Ferner erwiesen
sich die supramolekularen Polymere als sehr wirkungsvolle
Inhibitoren der Bindung von Concanavalin A (Con A) an
Hefezellen (etwa achtmal stirker als die monovalente Refe-
renzverbindung).

Lee und Mitarbeiter entwarfen eine Reihe Mannose-
funktionalisierter Amphiphile, die je nach Molekiilstruktur
vielféltige selbstorganisierte Architekturen bilden konnen.
Dieses Beispiel demonstriert eindrucksvoll die Moglichkeit
zur gezielten Einstellung nanoskaliger Morphologien mittels
Selbstorganisation.”!! Die Fihigkeit dieser Systeme, die durch
Con A vermittelte Erythrozyten-Agglutination zu hemmen,
war zwischen 800- und 1800-mal hoher als mit monovalenter
Mannose, und die Nanostrukturen banden mit hoher Affini-
tit an die Oberfliche von E.-coli-Bakterien. Die Autoren
synthetisierten eine Reihe von Molekiilstrukturen, die sich
abhéngig von den relativen GroBen der hydrophoben und
hydrophilen Blocke auf vorhersehbare Weise zu Vesikeln,
sphirischen oder zylindrischen Micellen zusammenlagerten
(Abbildung 4).%% Damit war es moglich, den Einfluss der
AggregatgroBe und -form auf die biologische Wirksamkeit
der Systeme zu ermitteln. Amphiphile, die sphérische Mi-
cellen bilden, waren die wirkungsvollsten Inhibitoren, was
vermuten lisst, dass in diesem Fall eine stirkere Oberfla-
chenkriimmung zu einer wirksameren Inhibierung fiihrt.""!

Ravoo und Mitarbeiter funktionalisierten selbstorgani-
sierende amphiphile Cyclodextrinderivate mit Zucker-
resten.”! Diese Systeme zeigen bei Funktionalisierung mit
Maltose eine starke Affinitét fiir Con A und bei Funktiona-
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Abbildung 3. Struktur einer Mannose-funktionalisierten diskotischen Verbindung, die sich zu einem séulenférmigen Polymer zusammenlagert und

dann multivalent an Lectin auf Bakterienoberflichen bindet."
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Abbildung 4. Struktur von Mannose-funktionalisierten Amphiphilen
und ihre entsprechende Aggregatstruktur, welche die durch Con A ver-
mittelte Erythrozyten-Agglutinierung hemmen kann.?!

lisierung mit Lactose fiir Erdnuss-Agglutinin. Wenn die
Kohlenhydratliganden nicht selbstorganisiert sind, zeigen sie
keine messbare Affinitdt fiir das entsprechende Protein.
Auch Stoddart und Mitarbeiter setzten Selbstorganisation
zur Anordnung von Cyclodextrinen ein, nutzten dabei aber
eine Wirt-Gast-Verkapselung im Hohlraum der Cyclodextri-
ne als Mittel zur Selbstorganisation.” Mit einem Polyviolo-
gen als Gast gelingt es, Cyclodextrine mit Zucker-Anhéngseln
entlang der Polymerkette zu einem selbstorganisierten
Pseudorotaxan aufzufideln (Abbildung 5). Siebzehn Cyclo-
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Abbildung 5. Struktur von Lactosid-Cyclodextrin und Polyviologen, die
zu einem Pseudopolyrotaxan zusammenlagern.*!

dextrine konnten auf das Polyviologen auffideln, und das
erhaltene Wirt-Gast-System band fast achtmal effektiver an
Galectin-1 (ein typisches Mitglied der Familie der Galactosid-
bindenden Lectine, die Zelladh&sion, -signalwirkung und -tod
vermitteln) als nichtorganisiertes Lactosecyclodextrin und
zehnmal effektiver als einfache Lactose.

In gewisser Analogie zu den Cyclodextrinen wurden auch
Cucurbiturile als Baueinheiten fiir selbstorganisierte Sac-
charidanordnungen verwendet. So verwendeten Kim und
Mitarbeiter ein amphiphiles Cucurbit[6]uril, das zur Selbst-
organisation zu Vesikeln befihigt ist.”! Unter Ausnutzung
der starken Affinitdt des molekularen Hohlraums fiir Poly-
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amine konnte ein Mannose-Spermin-Konjugat verwendet
werden, um die Vesikeloberfliche mit Mannoseliganden zu
funktionalisieren. Die Bindung des Vesikels an Con A war um
drei GroBenordnungen affiner als die des freien Mannose-
Spermin-Liganden. Scherman und Mitarbeiter verwendeten
Cucurbiturile in einem eleganten selbstorganisierten lectin-
bindenden System, das durch einen einfachen chemischen
Schalter, der den Zerfall des Assoziats auslost, abgeschaltet
werden konnte.” Ein Cucurbit[8]uril wurde auf eine Poly-
merkette gefddelt, und anschlieBend wurde an jedes Cucur-
bit[8]uril iiber hydrophobe Wechselwirkungen ein Mannose-
Viologen-Gastmolekiil koordiniert. Das selbstorganisierte
Dreikomponentensystem band wirkungsvoll an Con A. Die
Zugabe von Natriumdithionit, das Viologen zu einem Radi-
kalkation reduziert, fithrte dann zur Zersetzung des Kom-
plexes, und die hochaffine Lectinbindung wurde abgeschaltet.

Bertozzi und Mitarbeiter verwendeten Kohlenstoff-
Nanorohren (CNTs) als Strukturgeriist fiir die molekulare
Selbstorganisation und die multivalente Expression von Zu-
ckern. Ein mit aliphatischen C;-Ketten und o-N-Galactos-
aminresten funktionalisiertes Polymer wurde iiber hydro-
phobe Wechselwirkungen an die Oberfliche eines CNT an-
gefiigt (Abbildung 6). Die funktionalisierten Nanoréhren
konnten spezifisch mit Zelloberfldchenlectinen wechselwir-
ken.*"]

OH _OH
0]
HO
NHAc
O\
_N
CN
Hao H
—CcIN
17 '

O

Abbildung 6. Struktur eines Cg-terminierten Galactosamin-konjugier-
ten Polymers, das sich auf einer CNT-Oberfliche organisieren und an-
schlieRend mit erhdhter Affinitat an Zelloberflichen-Lectine binden
kann.”

Mehrere Arbeitsgruppen setzten Gold-Nanopartikel als
Oberfliche fiir die Anordnung thiolierter Kohlenhydrate
ein.” So iiberzogen Lin und Mitarbeiter Gold-Nanopartikel
mit Mannose, um Partikel mit etwa 200 adsorbierten
Mannoseresten zu erhalten.” Ein 2000-facher Uberschuss
an monovalenter Mannose war erforderlich, um die Bin-
dungsstiarke der Nanopartikel an E. coli zu tibertreffen — ein
klarer Beleg fiir die Affinitdt der selbstorganisierten multi-
valenten Anordnung. In einer spéteren Studie nutzten Yan
und Mitarbeiter einen kompetitiven Fluoreszenzassay, um
eine quantitativere Analyse der Bindungsaffinitdt dieser
Glyco-Nanopartikel an Lectin zu erhalten.”®! Mit 1-3 Man-
noseliganden funktionalisierte Nanopartikel zeigten Bin-
dungsaffinitdten fiir Con A zwischen 0.013 und 0.43 nMm, was
einer um mehrere Grofenordnungen stirkeren Bindung als
die der freien Liganden (uMm-Affinitdten) entspricht. Obwohl
Gold-Nanopartikel oft als selbstorganisiert bezeichnet wer-
den,” sind sie doch eher als Syntheseobjekte zu betrachten,
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da sie eine Aufreinigung nach der Aggregation benétigen und
ihre Bildung nicht wirklich reversibel ist; insofern werden wir
im weiteren Verlauf dieses Kurzaufsatzes Gold-Nanopartikel
nicht weiter im Zusammenhang mit selbstorganisierter Mul-
tivalenz behandeln.

2.2. RGD-Peptide zur Bindung an Integrin

Integrine sind heterodimere Transmembranproteine, die
wichtige biologische Rollen in zelluldren Signalwegen und bei
der Zelladhésion spielen, sodass sie fiir Anwendungen in der
Gewebeziichtung besonderes interessant sind.®”) Zudem
werden Integrine an der Oberfliche von Krebszellen iiber-
exprimiert und stellen daher ein interessantes Ziel fiir die
Krebstherapie dar.”!! Es wurde gezeigt, dass Arg-Gly-Asp-
(RGD)-Peptide an Integrin binden,? was zu einem erhebli-
chen Interesse an der Entwicklung RGD-funktionalisierter
Liganden zur Bindung an Integrin fithrte. Integrin selbst weist
nur eine einzige RGD-Bindungsstelle auf, sodass der einzige
Nutzen einer multivalenten Ligandenbindung an freies Inte-
grin der Effekt einer hoheren Ligandenkonzentration wére.
In biologischen Systemen kommen Integrine aber in Zell-
membranen vor und bilden Cluster, um cine fokale Anhaf-
tung zu erzielen — in diesen Fillen kann Multivalenz Bin-
dungsvorteile bieten, und tatsdchlich wurden mehrere Ar-
beiten iiber RGD-funktionalisierte, integrinbindende Den-
drimere mit einer erhOhten Bindungsaffinitit verdffent-
licht.®!

In mehreren Fillen wurde gezeigt, dass RGD enthaltende
Lipopeptide eine erhohte Bindungsaffinitit fiir Integrine
aufweisen, wenn sie in hydrophobe Vesikel eingefiihrt wer-
den.P Weitere Studien behandeln amphiphile RGDs, die
sich zu RGD-funktionalisierten Nanostrukturen organisie-
ren.” Es gibt aber wesentlich weniger Beispiele, bei denen
quantitativ belegt wurde, dass der Aggregationsvorgang di-
rekt zu einer erhohten Bindung an Integrin fiihrt.

Arbeiten unserer Gruppe haben auf den Vergleich und
die Quantifizierung von Dendrimer- und Selbstorganisa-
tionsansitzen beziiglich RGD-Multivalenz abgezielt.® Da-
bei fanden wir, dass ein einfaches amphiphiles C;,-RGD
(Abbildung 7), das micellenartige Strukturen bilden kann,
Integrin deutlich wirkungsvoller bindet (ECs,=200 pum) als
ein verwandtes Polyethylenglycol(PEG)-funktionalisiertes
System, das nicht zur Selbstorganisation beféhigt ist (ECs, >
1 mMm). Dabei ist bemerkenswert, dass das Selbstorganisat
dhnlich effektiv wie eine dendritische multivalente Anord-
nung war (ECs, =125 pm, pro RGD-Einheit 375 pm). Dies ist
ein klarer quantitativer Beleg dafiir, dass Selbstorganisation
eine wirkungsvolle Strategie zur Organisation von Liganden
ist und mit kovalenten Ansitzen konkurrieren kann.

In einer eleganten Arbeit verwendeten Chilkoti und
Mitarbeiter ein thermisches Signal, um die Zusammenlage-
rung Elastin-artiger Polypeptide auszuldsen, die einen inver-
sen Phaseniibergang bei einer spezifischen Temperatur zei-
gen.”” Sie verwendeten ein RGD-funktionalisiertes Diblock-
Copolymer aus zwei Peptiden mit unterschiedlichen Uber-
gangstemperaturen. Bei Erhohung der Temperatur von 23°C
auf 40°C wurde der hydrophobe Block unléslich, und eine
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Abbildung 7. Struktur von selbstorganisierenden (C12-RGD) und den-
dritischen Molekiilen (G1-RGD) sowie einer Negativkontrolle (PEG-
RGD). Das lipidfunktionalisierte C12-RGD bindet genau so wirkungs-
voll an Integrin wie das kovalente multivalente G1-RGD.Pl

micellenartige Struktur mit dem RGD-funktionalisierten
Block in der Peripherie entstand. Mit diesem System gelang
es, selektiv von einem monovalenten System mit niedriger
Affinitdt (das laut Flusszytometrie und konfokaler Mikro-
skopie keine Anzeichen einer Zellaufnahme zeigte) zu einem
multivalenten System mit erhohter integrinvermittelter
Zellaufnahme in etwa 50 % der Zellen umzuschalten. Dieses
Ergebnis illustriert deutlich die vorteilhafte Eigenschaft
selbstorganisierter Multivalenz, responsives Verhalten zu
zeigen.

2.3. Andere Liganden zur Bindung an Proteine

Auch andere Liganden wurden mittels Selbstorganisation
zu Systemen mit verstiarkter multivalenter Bindung an Pro-
teine angeordnet. Zum Beispiel wurden Cucurbiturile als
Liganden zur Bindung an die hydrophobe/aromatische Sei-
tenkette von Tryptophan verwendet. Urbach und Mitarbeiter
beschrieben die Anordnung von Cucurbit[8]uril an einem mit
einem, zwei oder drei Viologenen funktionalisierten Geriist,
das entsprechend ein, zwei bzw. drei Cucurbiturile bindet.®!
Das trivalente System band Peptide, die mehrere Trypto-
phanreste aufwiesen, mit einer bis zu 280-fach hoheren Af-
finitét als der monovalente Komplex.
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Hamilton und Mitarbeiter beschrieben ein selbstorgani-
siertes pentameres DNA-Geriist mit Phosphocholin-Kopf-
gruppen,® das eine um drei GroBenordnungen affinere
Bindung an humanes C-reaktives Protein als einzelstrangiges
Phosphocholin zeigte. Durch Verdndern der Lénge des Lin-
kers und der Selbstorganisationsbedingungen konnte die
Bindungsaffinitit erheblich modifiziert werden, wobei in ei-
nem Fall eine 1000-fache Erhohung der Bindungsaffinitét
beobachtet wurde.*"! Es zeigte sich allgemein, dass pentamere
Aggregate wesentlich effektiver sind als die entsprechenden
tetrameren Systeme und dass Linker mit Lingen von weniger
als 32 A den Bindungsvorgang behindern, weil die Rezepto-
ren zu dicht gepackt werden, um Séttigung zu erreichen.
Letzteres ist ein Hinweis auf die Bedeutung der geometri-
schen Optimierung der selbstorganisierten Nanostrukturen.

Merkx und Mitarbeiter funktionalisierten ein PEGylier-
tes Phospholipid mit CNA35, einer Collagen-bindenden Do-
mine eines Adhédsionsproteins, und erhielten CNA-funktio-
nalisierte Micellen.*!! Eine hochaffine Bindung dieser Mi-
cellen an Collagen wurde erst oberhalb einer kritischen Mi-
cellkonzentration von 5 uM beobachtet, was darauf hinweist,
dass die wirkungsvolle Selbstorganisation eine Vorbedingung
fiir die Bindung an Collagen ist. Interessanterweise wurde
gefunden, dass die selbstorganisierten Micellen bei der Bin-
dung an Collagen nicht beschidigt werden, sondern sich ihre
Stabilitidt sogar deutlich erhoht. Die gleiche Arbeitsgruppe
entwickelte auch ein Cholin-funktionalisiertes Dendrimer der
fiinften Generation, das an mehrere Kopien eines Fusions-
proteins, das aus CAN35-gebundenem C-LytA besteht, bin-
den kann (Abbildung 8).*) Die Bindungsaffinitit des mit

TN
m%%

multivalenter CNA35-Komplex

nﬁo\!

C-LytA  cna3s
g5-cho

Abbildung 8. Struktur eines multivalenten Collagen-bindenden Sys-
tems bestehend aus einem Cholin-Dendrimer der 5. Generation (g5-
cho) und selbstorganisierten oberflichengebundenen C-LytA/CNA35-
Fusionsproteinen.”

selbstorganisiertem  Wildtyp-Fusionsprotein  dekorierten
Dendrimers zeigte eine dhnliche Collagen-bindende Affinitét
wie das monovalente Aquivalent. Bei Verwendung des mu-
tierten, schwach bindenden Proteins CNA35-Y175K zeigte
die Bindungsaffinitit aber eine achtfache Zunahme in Ge-
genwart des G5-Dendrimers im Vergleich zu dessen Fehlen,
da das Dendrimer die Selbstorganisation einer multivalenten
Anordnung des Fusionsproteins fordert. Dies zeigt, dass
Multivalenz insbesondere schwache (suboptimale) Bin-
dungsvorgédnge begiinstigen kann, in diesem Fall an das mu-
tierte Protein.
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3. Bindung an DNA

Affines Binden an DNA hat grofles Potenzial in der
Gentherapie, insbesondere zur Behandlung genetischer
Krankheiten wie zystischer Fibrose oder zur Entwicklung von
Therapeutika fiir die Krebsbehandlung.®® Um genetisches
Material in Zellen zu transportieren, benotigt man einen
Transportvektor.*! Selbstorganisation und Multivalenz ha-
ben sich als sehr wirkungsvolle Strategien zum Entwurf
DNA-bindender Liganden erwiesen.!'*!#! Es gibt aber nur
wenige Beispiele fiir die Anwendung einer Selbstorganisation
zur Erzeugung multivalenter Anordnungen DNA-bindender
Liganden.

Cheng und Gabrielson beschrieben die Modifizierung von
Spermin, einem bekannten, natiirlich vorkommenden DNA-
bindenden Liganden, mit zwei hydrophoben Oleylgruppen
(Abbildung 9a).”" Spermin selbst zeigt eine relativ schwache
Bindung und keine Fihigkeit zum Gentransport. Konjugiert
man jedoch lipophile Seitenketten an Spermin, so bewirkt die
Zusammenlagerung zu groeren, multivalenten nanoskaligen
Aggregaten eine drastisch erhohte Affinitdt und Transfek-
tionseffizienz der Verbindung. Die Funktionalisierung zell-
erkennender Gruppen (Folat) mit dhnlichen Oleylgruppen
ermoglichte deren gemeinsame Aggregatbildung mit dem
Transfektionsvektor. Dies ist ein einfacher Weg, um dem
Vektor mithilfe von Selbstorganisationsmethoden eine zu-
sédtzliche/orthogonale Funktionalitit zu verleihen.

Diederich und Mitarbeiter zeigten, dass die Selbstorga-
nisationseigenschaften einer Familie verzweigter Amphiphile
einen ausgeprégten Effekt auf deren DNA-Bindungsaffinitét
und Transfektionseffizienz hat (Abbildung 9b).”) Insbeson-
dere war die Balance zwischen hydrophoben und hydrophilen
Molekiilteilen wichtig fiir den Selbstorganisationsmodus und
die Morphologie der erhaltenen Aggregate. Der wirkungs-
vollste Vektor, 2, bildete flexible multilamellare Vesikel,
wihrend 1 und 3 nur Micellen bildete. Die Bildung der
Vesikel fiihrte zu einer erhohten Serumstabilitdt und ermog-
lichte ein anhaltend hohes Gentransportniveau.

In unserer Arbeitsgruppe verwendeten wir Oligoamin-
Liganden wie Spermin an der Oberfldche hydrophob modi-
fizierter Dendrone, um wohldefinierte selbstorganisierte
multivalente Systeme zu erzeugen (Abbildung 10).8 Durch
multiskalige Modellierung konnten wir nachweisen, dass die
Art der Selbstorganisation eine entscheidende Rolle spielt.
Die Wahl der hydrophoben Einheit bestimmt die Oberfl4-
chenladungsdichte der erhaltenen Nanostruktur, die direkt
mit der DNA-Bindungsaffinitit korreliert werden kann.[
Ferner bestimmt die GroBe der hydrophoben Einheit die
Morphologie der Aggregate mit direkten Auswirkungen auf
die Fihigkeit zur Gentransfektion.*® In aktuellen Studien
setzten wir abbaubare Dendrone auf Esterbasis!*’ ein und
zeigten, dass die Liganden bei hydrolytischem Abbau in
Wasser bei pH 7.4 von der hydrophoben Einheit abgetrennt
werden und die Nanostruktur zerfillt, sodass sie nicht mehr
an DNA binden kann. Die nun einzeln vorliegenden Den-
drone haben ihre gesamte selbstorganisierte Multivalenz
verloren und weisen keine ausreichende Affinitdt mehr auf.
Dieses responsive Verhalten selbstorganisierter Multivalenz
ist einer der wichtigsten Vorteile gegeniiber statischen mul-
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Abbildung 9. a) Struktur von DNA-bindendem Dioleylspermin und zellbindendem Oleyl-PEG-Folat.* b) Strukturen der verzweigten Amphiphile

1-3, die zur Gentransfektion entworfen und auf der Grundlage selbstorganisierter Morphologien optimiert wurden.
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Abbildung 10. Struktur eines Cholesterol-modifizierten selbstorganisie-
renden Dendrons und multiskalige Modellierung der Bindung selbst-
organisierter nanometergrofRer Micellen an DNA.*!
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[47]

tivalenten Anordnungen. Nach der Bindung an DNA ist der
hydrolytische Abbau der Dendrone, der durch intramoleku-
lare Katalyse der Oberfldchenliganden vermittelt wird, inhi-
biert.**! Versuche sind im Gange, diesen Mechanismus einer
abschaltbaren selbstorganisierten Multivalenz beim Zell-
transport einzusetzen.

Ravoo und Mitarbeiter beschrieben kiirzlich mono-
valente, mit einem Azobenzolderivat funktionalisierte Sper-
minliganden in einem selbstorganisierenden System (Abbil-
dung 11).°” Die Azobenzolgruppe kann eine reversible

o]
H
C /O\/(\o/\);)\)J\H/\/\H/\/\/N\/\/NHz * 3HCI

o

Abbildung 11. Struktur eines trans-Azobenzol-Spermin-Konjugats mit
schaltbarem Selbstorganisations- und Multivalenzverhalten.®”

photoinduzierte Isomerisierung vom trans- zum cis-Isomer
eingehen. Das frans-Isomer bildete mit einem Vesikel-artigen
Cyclodextrinaggregat einen Komplex, der zu hochaffiner,
multivalenter Bindung an DNA fahig ist. Nach Umwandlung
des Azobenzols in das entsprechende cis-Isomer zerfiel der
Komplex zwischen dem Sperminderivat und dem Cyclodex-
trinaggregat zu einem niederaffinen monovalenten System.
Dieses elegante System ist iiber mehrere Zyklen zwischen
hoch- und niederaffinen Zustédnden vollstindig reversibel.
Diese Studie belegt das Potenzial selbstorganisierter multi-
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valenter Systeme, auf verschiedenste Stimuli reagieren zu
konnen.

4. Andere Zielstrukturen

Das Konzept der selbstorganisierten Multivalenz kann
aufler auf Proteine und DNA noch auf viele weitere chemi-
sche und biologische Ziele angewendet werden. So entwi-
ckelten Williams, Hunter und Mitarbeiter ein Cholesterol-
funktionalisiertes Dansylamin, das an Kupfer(II) binden kann
(Abbildung 12). Das Dansylamin allein zeigte eine sehr ge-
ringe Affinitit fiir Cu®", bei Zusammenlagerung zu unimo-

Abbildung 12. Struktur eines Dansylamin-funktionalisierten Choleste-
rols, das bei Selbstorganisation erhhte Affinitat fiir Cu" zeigt (links),
und des monovalenten Dansylaminliganden (rechts)."”

lekularen Micellen aufgrund der Hydrophobie der Choleste-
rolgruppe stieg die Bindungsaffinitidt aber um zwei Grofen-
ordnungen an. Assemblierte man den Cholesterol-modifi-
zierten Liganden innerhalb einer Lipid-Doppelschicht, so
anderte sich die Bindungsstochiometrie zwischen Ligand und
Metallion erheblich.”"! Diese Studie zeigt, dass die Strategie
der selbstorganisierten Multivalenz nicht auf groBe biologi-
sche Bindungspartner beschrénkt sein muss. In verwandten
Arbeiten fiigten Webb und Mitarbeiter metallgebundene Li-
ganden in Vesikel ein. Nur wenn die Liganden innerhalb der
Membran Cluster bildeten, konnte das Vesikel an ein anderes
ligandenbedecktes Vesikel adhirieren.”? Diese gezielte na-
noskaligen Adhésion durch selbstorganisationsinduzierte
Clusterung ahmt bestimmte Aspekte von Zelladhésionspro-
zessen nach.

Wir entwickelten kiirzlich multivalente, selbstorganisie-
rende kationische Systeme zur Bindung an polyanionisches
Heparin.” Dieser gerinnungshemmende Wirkstoff spielt ei-
ne wichtige Rolle in der Chirurgie. Nach chirurgischen Ein-
griffen muss ein Gegenmittel gegen Heparin verabreicht
werden, ndmlich Protamin, das jedoch betriachtliche Neben-
wirkungen verursacht. Wir iiberlegten, dass selbstorganisierte
Nanostrukturen Protamin (ein kovalent gebundenes Protein)
hinsichtlich Grée und Ladung nachahmen und dabei bessere
klinische FEigenschaften haben konnten. Wir fanden, dass
unser selbstorganisiertes System Heparin mit einer dhnlichen
Affinitdt wie Protamin bindet, und wir konnten die Heparin-
Nanostruktur-Bindung elektronenmikroskopisch sichtbar
machen (Abbildung 13). Die Aufnahmen belegen, dass die
Micellen in Gegenwart von Heparin intakt bleiben und sich
tatsdchlich an der Oberfliche des Heparins zu organisieren
scheinen. Es scheint, dass die Bindung an Heparin weder ei-
nen Verlust an Stabilitdt noch morphologische Verdnderun-
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Abbildung 13. a) Struktur eines selbstorganisierenden Heparin-binden-
den Liganden. b) Transmissionselektronenmikroskopie(TEM)-Bilder
des selbstorganisierenden Liganden, aufgenommen A) ohne Heparin,
B) in Gegenwart von Heparin.’!

gen der nanometergrolen Aggregate verursacht. In einer
spateren Studien konnten wir zeigen, dass dquivalente nicht-
aggregierende Verbindungen eine begrenzte Affinitét fiir die
Bindung an Heparin haben und die Selbstorganisation of-
fenbar eine entscheidende Rolle bei der hochaffinen Erken-
nung unter biologisch relevanten Bedingungen spielt.**!

5. Zusammenfassung und Ausblick
In diesem Kurzaufsatz wurden Beispiele fiir den Ge-
brauch der Selbstorganisation als wirkungsvolle Methode

zum Erzielen hochaffiner Bindungen durch Multivalenz vor-
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gestellt. Das Konzept kann auf verschiedene bindende
Wechselwirkungen angewendet werden, um zahlreiche bio-
logische Vorginge nachzuahmen und in biologische Signal-
wege einzugreifen. Insbesondere sind solche selbstorgani-
sierten Systeme ideal fiir Grenzflichenwechselwirkungen mit
groflen biologischen Oberfldachen, z.B. von Proteinen, Nuc-
leinsduren, Viren und bakteriellen und humanen Zellen. Der
Ansatz der selbstorganisierten Multivalenz konnte verschie-
dene Anwendungen finden, z.B. bei der Inhibierung von
Protein-Protein-Wechselwirkungen, in der Gentherapie, zur
Vorbeugung von Infektionen und in der Gewebeziichtung. Es
steht zu erwarten, dass das Konzept der selbstorganisierten
Multivalenz in dem aufkommenden Gebiet der Nanomedizin
eine grundlegende Bedeutung erlangen wird.

Der rasche Fortschritt der supramolekularen Chemie und
die zunehmende Ausrichtung auf die Nanoskala erméglichten
die Entwicklung selbstorganisierter nanometergrofSer Ob-
jekte mit gut einstellbaren GroBen und Formen — Eigen-
schaften, die sich direkt auf die Beschaffenheit der erzeugten
Multivalenz auswirken konnen. Des Weiteren sind die
selbstorganisierten Systeme hochgradig dynamisch und res-
ponsiv, was Mdglichkeiten fiir die Erzeugung von Systemen
bietet, die ihre Multivalenz auf verschiedene chemische oder
physikalische Stimuli hin ein- und ausschalten konnen. Damit
konnten sich wiederum intelligente Erkennungs- und Trans-
portsysteme entwerfen lassen. Zum Beispiel sollte es moglich
sein, Systeme zu erzeugen, die mittels Multivalenz hochaffin
an ein Ziel binden (beispielsweise an therapeutische Proteine
oder Nucleinsduren) und dann auf einen Stimulus hin zer-
fallen und ihre Bindungsaffinitét effektiv abschalten, um so
die kontrollierte Freisetzung des Wirkstoffs zu bewirken.

Bedeutsam ist, dass selbstorganisierte multivalente Sys-
teme aus wohldefinierten Baueinheiten mit vergleichsweise
niedrigem Molekulargewicht aufgebaut sind, was eine ideale
Bedingung fiir medizinische Anwendungen ist, und dass ihr
Verhalten auf der molekularen Ebene eindeutig definiert und
verstanden werden kann. Letzteres bietet klare Vorteile fiir
medizinische Zulassungsverfahren.

Zusammengefasst ist der Gebrauch der Selbstorganisa-
tion zur Erzeugung dynamischer Multivalenz eine wirkungs-
volle Strategie mit wesentlichen Vorteilen gegeniiber stati-
schen multivalenten Anordnungen. Insbesondere ahmt dieses
Konzept Vorgédnge nach, die in der Natur in Zellmembranen
auftreten, und hat damit vielféltige potenzielle Anwendungen
in den Nanomaterialwissenschaften und der Nanomedizin.
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