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1. Einf�hrung – die Funktion von Rezeptoren

Um in der Konkurrenz um g�nstige chemische und phy-
sikalische Bedingungen zu bestehen, m�ssen alle Organismen
von Bakterien �ber W�rmer bis hin zum Menschen schnell
und genau Ver nderungen ihrer Umgebung wahrnehmen.
Auch die komplexe Steuerung von Entwicklungsschemata
oder Immunantworten beruht auf der Kommunikation zwi-
schen Zellen und ihrer Umgebung. Den Rezeptoren an der
Zelloberfl che f llt die Aufgabe zu, die extrazellul ren Be-
dingungen zu verfolgen. Diese Proteine koordinieren den
intrazellul ren Apparat, indem sie von außen eintreffende
Informationen sammeln, ordnen und �bersetzen. Um das
.berleben zu sichern, m�ssen die Reaktionen auf diese Reize
empfindlich und genau sein; synergistische und konkurrie-
rende Signale m�ssen verst rkt und integriert werden. F�r
diese Aufgaben haben die Zellen elegante Abl ufe entwi-
ckelt, die empfindliche und steuerbare rezeptorvermittelte
Antworten ausl1sen.

Bei einem wichtigen Mechanismus f�r eine effiziente Sig-
nalausl1sung werden die Funktionen mehrerer Zelloberfl -
chenrezeptoren gekoppelt;[1–9] diese Rezeptoren reagieren
meist nicht als individuelle Komponenten sondern konzer-
tiert. Dabei verfestigt sich die Auffassung, dass die Rezepto-
ren innerhalb eines Multirezeptor-Komplexes miteinander
kommunizieren.[7] Doch trotz zahlreicher Hinweise konnte
der Mechanismus dieser Kommunikation noch nicht aufge-
kl rt werden.

Durch chemische Synthese sind vielf ltige Verbindungen
zug nglich, mit deren Hilfe die Rolle der Rezeptorzusam-
menlagerung in der Signalweiterleitung untersucht werden
kann. Hierzu eignen sich besonders multivalente Liganden,
mit denen es gelingt, Aspekte der Rezeptorwechselwirkung
offenzulegen, die mit herk1mmlichen Methoden nicht leicht
aufzukl ren sind. Da sich der Schwerpunkt zunehmend von

der funktionellen Untersuchung einzelner Proteine hin zur
Analyse von Multirezeptor-Signalkomplexen verschiebt,
sollten diese multivalenten Liganden f�r mechanistische
Studien zus tzlich an Bedeutung gewinnen. Dar�ber hinaus
k1nnten sie neue M1glichkeiten er1ffnen, die Rezeptorsys-
teme zu beeinflussen, Reaktionswege zu analysieren und
letztlich sogar Krankheiten zu heilen. Der vorliegende Auf-
satz befasst sich mit synthetischen multivalenten Liganden als
Sonden f�r das Zusammenwirken von Rezeptoren.

2. Direkte und indirekte Wechselwirkungen
zwischen Rezeptoren

2.1. Signalkomplexe

Rezeptoren leiten Informationen �ber extrazellul re Sig-
nale an das Zellinnere weiter. Weil verschiedene Rezeptoren
oft in gemeinsamen cytoplasmatischen Komponenten zu-
sammenlaufen, muss die Informations�bertragung einge-
schr nkt werden, um einen unerw�nschten Austausch zwi-
schen unabh ngigen Signalwegen zu verhindern.[7, 10–12] Um zu

Zelloberfl�chenrezeptoren nehmen Informationen aus der extrazel-
lul�ren Umgebung auf und stimmen die intrazellul�ren Reaktionen
darauf ab. Viele dieser Rezeptoren agieren nicht einzeln, sondern als
Teil von dimeren oder oligomeren Komplexen. Die funktionelle
Kopplung mehrerer Rezeptoren verleiht den Signaltransduktions-
wegen m)glicherweise die Empfindlichkeit, die f*r die Regulation
zellul�rer Reaktionen erforderlich ist. Außerdem k)nnen Multi-
rezeptor-Signalkomplexe ansonsten *berlappende Signalkaskaden
r�umlich trennen. Die Mechanismen, das Ausmaß und die Konse-
quenzen der Colokalisation und die Kommunikation zwischen den
Rezeptoren sind noch unklar, doch synthetische Verbindungen k)nnen
dabei helfen, die Rolle der Rezeptorassoziationen bei der Signal-
transduktion zu ermitteln. Solche multivalenten Liganden k)nnen
Bindestellen verschiedener Gr)ße, Form, Valenz, Orientierung und
r�umlicher Anordnung enthalten. Der Schwerpunkt dieses Aufsatzes
liegt auf dem Einsatz synthetischer multivalenter Liganden, um die
Rezeptorfunktion zu charakterisieren.
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verstehen, wie die Signale weitergeleitet werden, muss man
aufkl ren, wie Zellen mithilfe eines Satzes gemeinsamer
Komponenten unterschiedlich auf verschiedene Reize re-
agieren.[7]

Die subzellul re Platzierung von Rezeptoren in Signal-
komplexe ist ein m1glicher Mechanismus, mit dem eine Zelle
eine r umliche und zeitliche Regulierung sicherstellen
kann.[13–19] Multiprotein-Signalkomplexe sind die wichtigsten
Signaleinheiten in neuronalen Synapsen,[20, 21] Immunsynap-
sen,[13,22,23] fokalen Adh sionskomplexen[24] und bakteriellen
Chemorezeptorfeldern (Abbildung 1).[25,26] Diese Komplexe
bestehen aus Rezeptoren, Signalproteinen, Adapterproteinen
und Cytoskelett-Komponenten.[27–29] In Eukaryotenzellen

sind viele Signalkomplexe in Detergens-unl1sliche Lipidmi-
krodom nen eingebettet, in deren einzigartiger physikali-
scher Umgebung die Signalkomponenten zusammengehalten
werden.[30–35] In vielen F llen ist nicht bekannt, ob die Zelle
Mikrodom nen oder andere Mechanismen nutzt, um die Sig-
nalkomponenten anzuordnen.

Die Bildung von Signalkomplexen ist nicht auf spezielle
Rezeptorklassen beschr nkt. Ergebnisse aus Experimenten
mit kovalenter Vernetzung sowie Mikroskopie- und R1nt-
genkristallographie-Analysen zeigen, dass sich Zelloberfl -
chenrezeptoren aus vielen Strukturklassen zu Multirezeptor-
komplexen zusammenlagern; dazu geh1ren einige G-Pro-
tein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) mit sieben Helix-
Abschnitten,[36–38] Methylacceptor-Chemotaxisproteine
(MCPs),[39] Ionenkan le,[40] Rezeptorprotein-Tyrosinkina-
sen (RPTKs)[41, 42] und mehrkettige Immunerkennungsrezep-
toren (multichain immune recognition receptors,
MIRRs).[22, 33,35,43–45] Die Gr1ße dieser Komplexe variiert:
Manche bestehen aus zwei Rezeptoren, andere enthalten
Tausende. Einige Rezeptoren[46–48] wie der Ryanodin-Rezep-
tor[40] und MCPs[39] sind so hoch konzentriert, dass sie Zell-
regionen dominieren. Leider ist nur wenig bekannt �ber die
Strukturen dieser Komplexe, wo sie innerhalb der Zelle lo-
kalisiert sind und wie dies das Signal beeinflusst. Auf De-
tailwissen k1nnten aber neue Strategien aufbauen, um die
Rezeptorfunktion und damit die Antworten der Zelle pr zise
zu steuern. Auch wenn die Auswirkungen von Rezeptorlo-
kalisierung und -organisation noch erforscht werden m�ssen,
lassen die bisherigen Befunde einige allgemeine Grundlagen
der Kommunikation zwischen Rezeptoren erkennen.

Rezeptoren k1nnen Informationen im direkten Kontakt
oder �ber vermittelnde Proteine austauschen. Direkte Re-
zeptorkontakte finden meist zwischen spezifischen Protein-
regionen statt.[49] Beispielsweise k1nnten Dimerisierung oder
Oligomerisierung von GPCRs durch helixvermittelte Wech-
selwirkungen erleichtert werden (Abbildung 2).[38, 50,51] Hin-
weise auf die Bedeutung dieser Wechselwirkungen f�r die
Funktion stammen aus Experimenten, in denen unterbre-
chende Mutationen an den vermuteten Kontaktstellen oder
zus tzliche isolierte Transmembranhelices in GPCRs einge-
f�gt wurden.[37,52,53] Die Auswirkungen auf die Rezeptoroli-
gomerisierung sind noch nicht genau bekannt, es steht jedoch
fest, dass diese Ver nderungen die Signalweitergabe modu-
lieren; wahrscheinlich werden Kontakte zwischen den Re-
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Abbildung 1. Beispiele fEr Komplexe, die an der Signaltransduktion be-
teiligt sind: A) eukaryotische Immunerkennung; B) eukaryotische Zell-
adhHsion; C) prokaryotische Chemotaxis und d) neuronale Signalwei-
terleitung. Diese schematischen Darstellungen verdeutlichen die Kom-
plexitHt biologischer Multiprotein-Signalkomplexe.
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zeptoren aufgebrochen. Wie zuvor erw hnt, kann der Infor-
mationsaustausch zwischen Rezeptoren auch �ber vermit-
telnde Proteine laufen. Diese Ger�stproteine k1nnen Multi-
rezeptorkomplexe organisieren, indem sie als Matrix f�r die
Proteinassoziation wirken. Beispiele f�r dergestalt lokali-
sierte Rezeptoren sind MCPs und Tumornekrosefaktor-
(TNF)-Rezeptoren (Abbildung 2b–c).[54–56]

Die Bindung von Liganden kann Signale unmittelbar
weiterleiten, indem sie Proteinkomplexe stabilisiert oder de-
stabilisiert.[57–59] So deuten Daten aus verschiedenen Experi-
menten darauf hin, dass eine enge Bindung an ein einzelnes
MCP ein Signal von umliegendenMCPs ausl1sen kann.[46,60–64]

In  hnlicher Weise wird die Kreuzphosphorylierung einiger
Wachstumsfaktor-Rezeptoren durch ligandeninduzierte
Kontakte erleichtert.[65] Neben homodimeren (oder -oligo-
meren) Wechselwirkungen wurden auch Kontakte zwischen
strukturell nicht verwandten Rezeptoren nachgewiesen.[66]

Die neuronalen Dopamin- und GABA-Rezeptoren, ein
Ionenkanal und ein GPCR, tauschen Informationen im di-
rekten Kontakt aus.[67]

Liganden k1nnen weiterhin einen Informationsfluss und
eine Zusammenlagerung zwischen den Rezeptoren ausl1sen,
indem sie das Einfangen vermittelnder Proteine an den
Zielrezeptoren erleichtern. In diesen vermittelnden Protei-
nen – Adapter oder Ger�stproteine genannt[68–73] – wirken
spezialisierte Dom nen als Informationsleiter; Beispiele sind
die SH2-, SH3- und PDZ-Dom nen. Diese Dom nen sind an
vielen Protein-Protein-Wechselwirkungen beteiligt, die In-
formationen weitergeben und Rezeptoren lokalisieren. Die
einfachsten Adapter verkn�pfen einen Rezeptor mit einem
anderen. Dar�ber hinaus enthalten viele dieser Proteine
mehrere Dom nen, die die Kommunikation zwischen einem
Rezeptor und unterschiedlichsten membranassoziierten und
l1slichen Signalproteinen erleichtern.

2.2. Einfl�sse auf die Kommunikation zwischen Rezeptoren

Vor der Untersuchung und Beeinflussung der Funktion
eines Multirezeptor-Signalkomplexes m�ssen zun chst seine
Eigenschaften beschrieben werden. Da zahlreiche Rezepto-
ren und modulare Adapter potenziell vorhanden sind, kann
sich diese Aufgabe schwierig gestalten. Die Eigenschaften der
Immunsynapse illustrieren einige Aspekte, die f�r die Auf-
kl rung der Funktion von Signalkomplexen wichtig sind.

T-Lymphocyten sind entscheidend als Vermittler einer
effizienten Immunantwort gegen eindringende Pathogene.
Der Beitrag der T-Zellen zur Immunantwort wird �ber weite
Strecken durch den T-Zell-Rezeptor (TCR) bestimmt. Wie
viele andere wichtige Zelloberfl chenrezeptoren k1nnen
auch TCRs zu einem Multirezeptorkomplex zusammengela-
gert werden. Wenn eine T-Zelle mit einer antigenpr sentie-
renden Zelle (APC; z.B. einer dendritischen oder einer B-
Zelle) in Ber�hrung kommt, reorganisiert sich das Cytoske-
lett und die TCRs wandern in die Kontaktzone. Diese Kon-
taktzone wird als „Immunsynapse“ bezeichnet (Abbil-
dung 1a).

Die Eigenschaften der Immunsynapsen variieren. Ihre
Struktur wird gepr gt durch die beteiligte APC, durch die Art
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Abbildung 2. VorschlHge fEr den Aufbau einiger Multirezeptor-Komple-
xe. A) Modelle von drei Siebenhelix-GPCR-Dimeren und einem Trimer,
auf der Grundlage von Mutagenese-Ergebnissen und der Struktur von
Bakteriorhodopsin. Jeder nummerierte Kreis steht fEr eine spezifische
Transmembranhelix. Viele 1-7-, 5-6- und 2-3-Dimere und -Multimere
wurden postuliert. B) Bakterielle Chemorezeptoren (Methylacceptor-
Chemotaxisproteine, MCPs) sind dimer. Sie kKnnen sich in ein Trimer
von Dimeren zusammenlagern, das dann mit signalweiterleitenden
Proteinen wie der Kinase CheA wechselwirken kann. Jeder MCP durch-
spannt die Membran zweimal (1 und 2); Coiled-coil-Wechselwirkungen
zwischen den TransmembrandomHnen (1 und 1’) vermitteln die Dime-
risierung. Gezeigt ist ein Gittermodell der Organisation von sechs
dieser Trimere von MCP-Dimeren und 24 Kopien von CheA. C) Die
Fas-FasL-Wechselwirkung wurde anhand der Protein-BerEhrungsflHchen
modelliert, die mit Mutagenese- und Vernetzungsuntersuchungen ge-
funden wurden. Der Rezeptor Fas und sein Ligand FasL sind Trimere.
Der entsprechende trimere Komplex bildet ein GerEst, das durch das
Adapterprotein FADD stabilisiert wird. Es sind zwei Modelle aufge-
zeigt, eines mit Fas-zentrierter, das andere mit FADD-zentrierter Sym-
metrie. Siehe Text fEr Details und Literaturverweise.
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und denAktivierungsstatus der T-Zelle, die Dauer des T-Zell-
APC-Kontaktes und die lokale physiologische Umgebung, in
der sie gebildet werden.[74] Leistungsf hige neue Bildge-
bungsverfahren haben Immunsynapsen in vitro und in vivo
sichtbar gemacht; so ließen sich dynamische Ver nderungen
der Proteinlokalisierung und -organisation nachweisen. Auf
molekularer Ebene ist die Rolle der Proteinorganisation in-
nerhalb der Synapse noch nicht gekl rt. Es ist nicht bekannt,
ob die Organisation der Rezeptoren auf der T-Zelle die Sig-
nalerzeugung beeinflusst.

Die TCR[75] und Corezeptoren wie CD4[76,77] befinden sich
an der Kontaktfl che zwischen den Zellen. Einige Corezep-
toren (z.B. CD4) verst rken das TCR-Signal, andere schw -
chen es ab. Durch Balance und Orientierung der Corezep-
toren kann so der Grad der T-Zell-Aktivierung justiert
werden. Erreicht wird dies durch Knderungen des Phos-
phorylierungszustandes intrazellul rer Proteindom nen und
Rezeptoren; die Immunsynapse enth lt auch Kinasen wie
Lck und ZAP-70, die die Phosphorylierung von ligandentra-
genden Rezeptoren und anderen Proteinen katalysieren.[77,78]

Eine Phosphorylierung kann die folgende Einbindung oder
die enzymatische Aktivit t verschiedener Komponenten des
Signalkomplexes f1rdern oder hemmen.

Den Ergebnissen von Mikroskopie-Experimenten und
Untersuchungen der Signaltransduktion zufolge kann die
Synapse hoch organisiert sein.[76] Das Cytoskelett spielt bei
der Organisation einiger Proteine an der Zelloberfl che eine
entscheidende Rolle. Dies best tigen Befunde, denen zufolge
Bestandteile des Cytoskeletts wichtig f�r die Signaltrans-
duktion der TCR sind.[13,79,80] Innerhalb der Immunsynapse
sind die Proteine ausgesprochen beweglich. Wenn beispiels-
weise eine T-Zelle mit einer antigenpr sentierenden Zelle in
Kontakt tritt, bewegt sich der negative Regulator CD45 zur
Peripherie der Synapse.[76, 81–83] Im Gegenzug wird der TCR
ins Synapseninnere verlagert. Diese Knderungen der Re-
zeptorpositionen deuten darauf hin, dass die Organisation der
Synapse die Signal�bertragung beeinflusst: Die komplizier-
ten, aufeinander abgestimmten Bewegungen[76] sollten die
.bertragung und Verst rkung des Aktivierungssignals be-
einflussen. Die Position des TCR relativ zu den positiven und
negativen Regulatoren scheint die Signalintensit t vorzuge-
ben.

Viele Parameter beeinflussen das Ausgangssignal, und es
ist schwierig, ihre Beitr ge zum T-Zell-Signal zu trennen.
Aufgrund von Beobachtungen[20] wurde unter anderem der
Zahl der aktivierten Rezeptoren, ihrer Identit t und ihrem
st1chiometrisches Verh ltnis diesbez�glich Bedeutung zuge-
schrieben (Abbildung 3).[4,84,85] Die st1chiometrische Zusam-
mensetzung eines Signalkomplexes (d.h. die Zahl aktivie-
render im Verh ltnis zur Zahl abschw chender Rezeptoren)
kann die Signalst rke beeinflussen, die erforderlich ist, um
einen Schwellenwert zu �berschreiten. Neben der Identit t
der Rezeptoren und der st1chiometrischen Zusammenset-
zung des Komplexes kann das Signal auch durch die Umge-
bung und subzellul re Kompartimentierung der Rezeptoren
bestimmt werden. Es bleibt schwierig, die relativen Beitr ge
aller genannten Variablen zum letztlich �bermittelten Signal
zu quantifizieren. Um ein solch komplexes Signalsystem zu
analysieren, ben1tigt man viele biologische und chemische

Methoden. Multivalente Liganden sind ein wichtiger Be-
standteil dieses Instrumentariums.

2.3. Aufgaben bei der Untersuchung von Rezeptorfunktionen

In der Vergangenheit wurden zellul re Funktionen be-
schrieben, indem man Struktur und Aktivit t der einzelnen
Proteine einer Reaktionskette detailliert untersuchte. Die

Abbildung 3. MKgliche Mechanismen zur Regulierung der Kommuni-
kation zwischen Rezeptoren. A) Der Abstand kann den Informations-
transfer zwischen Rezeptoren oder anderen Proteinen modulieren.
B) Die relative Orientierung der beiden Rezeptoren bestimmt die An-
ordnung der aktiven Zentren von Enzymen und steuert, wie schnell die
zur Signalerzeugung erforderlichen kovalenten Modifikationen ablau-
fen. C) Die Zahl der Rezeptoren in einem Komplex kann die Signalin-
tensitHt beeinflussen. Außerdem steigt die Wahrscheinlichkeit eines
Kontaktes zwischen Rezeptoren mit zunehmender Zahl in einem Kom-
plex. D) Die subzellulHre Lokalisierung eines Rezeptors kontrolliert
seinen Zugang zu intrazellulHren Signalproteinen. PositionsHnderun-
gen kKnnen den Informationsfluss durch einen Rezeptor oder ein Re-
zeptoraggregat steuern. E) Wenn Corezeptoren als negative Regulato-
ren wirken, kann die Bindung von Liganden einen Rezeptor aktivieren,
indem sie die Abspaltung dieser Corezeptoren herbeifEhrt. Dieser
Mechanismus ist mit der Aktivierung durch AnnHherung verwandt,
obwohl unterschiedliche molekulare Wechselwirkungen zugrundelie-
gen.
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Signaltransduktion allerdings umfasst die koordinierte Wir-
kung vieler verschiedener Proteine. Um zellul re Funktionen
zu verstehen, muss man daher die Wechselwirkungen in he-
terogenen Proteingruppen entschl�sseln. Durch Fortschritte
in der Genomforschung, bei der Z�chtung transgener Tiere
und in der chemischen Biologie k1nnen die Komponenten
einer Reaktionsfolge nun identifiziert werden. Es ist aber
nach wie vor nicht leicht, die funktionellen und strukturellen
Beziehungen zwischen diesen Komponenten aufzukl -
ren.[86–88] Nachdem Beweise f�r eine physikalische Assoziati-
on vorliegen, m�ssen nun die Reihenfolge und Kinetik dieser
Wechselwirkungen untersucht werden. Dazu werden Strate-
gien ben1tigt, die Licht auf komplexe zellul re Zusammen-
h nge werfen.

In Bezug auf Multirezeptorkomplexe gilt es, molekulare
und supramolekulare Zusammenh nge zu enth�llen. Me-
thoden wie Immunpr zipitation, konfokale Mikroskopie und
resonanter Fluoreszenzenergietransfer (FRET) haben hier-
bei die Untersuchung der subzellul ren Proteinverteilung
beeinflusst.[89, 90] Durch fluoreszierende Proteine und fort-
schrittliche Bildgebungsverfahren ist es m1glich, Proteine in
lebenden Zellen in Echtzeit zu beobachten.[91–93] Solche An-
s tze gew hren wohl Einblicke in die Vorg nge in Multipro-
teinkomplexen, doch die molekularen Details der Rezeptor-
wechselwirkungen bleiben oft unklar. Hier zeigt sich ein altes
Problem: Die Details, die ein Experiment zeigt, sind durch
die geringe Aufl1sung der Untersuchungsmethoden begrenzt.
So liegt die Aufl1sungsgrenze der Lichtmikroskopie bei etwa
200 nm, aber mithilfe von Fluoreszenzmikroskopie k1nnte
die Bewegung eines Rezeptors von einer Seite der Zelle zur
anderen nachweisbar sein; Informationen �ber die Orientie-
rung zweier benachbarter Rezeptoren sind dagegen schwie-
riger zu gewinnen.

Untersuchungen im Subnanometerbereich erfordern
Methoden mit ausgezeichneter Aufl1sung. Mithilfe von
FRET sind Rezeptorkomplexe in diesem Bereich zwar ana-
lysierbar, doch m�ssen dazu meist Zell-Linien hergestellt
werden, die fluoreszierende Proteine exprimieren. F�r die
Elektronenmikroskopie sind keine transfizierten Zell-Linien
erforderlich. Da die Aufl1sungsgrenze hier bei etwa 0.1 nm
liegt, kann man 1000-mal kleinere Details erkennen als bei
Untersuchungen im Lichtmikroskop. In j�ngster Zeit konn-
ten mit neuen Einzelpartikelmethoden molekulare Details
einiger Signalkomplexe aufgekl rt werden.[45,92–94] Diese ex-
perimentellen Weiterentwicklungen stecken den Rahmen ab,
innerhalb dessen Reagentien zu entwickeln sind, um die
Funktion von Multirezeptorkomplexen zu untersuchen.

Neue Methoden f�r die Untersuchung der Signaltrans-
duktion entstammen der organischen Synthesechemie und
der chemischen Biologie. Mithilfe synthetischer Verbindun-
gen kann die Bedeutung molekularer Wechselwirkungen
aufgekl rt werden. Zusammen mit neuen Bildgebungsver-
fahren k1nnen diese Liganden die Rolle von Proteinkom-
plexen erhellen. Im Mittelpunkt dieses Aufsatzes stehen
daher synthetische multivalente Liganden f�r die Analyse
von Signalkomplexen.[9,84]

3. Multivalente Liganden als Sonden f�r Rezeptor-
Rezeptor-Wechselwirkungen

3.1. Strukturen und Funktionen multivalenter Liganden

Multivalente Liganden tragen mehrere Kopien eines
Erkennungselementes (recognition element, RE) an einem
zentralen Ger�st.[84,95–98] Diese Erkennungselemente k1nnen
Kohlenhydrate, Peptide, Proteine oder niedermolekulare
Verbindungen sein – also jede Gruppe, die an einen Rezeptor
bindet. Das Ger�st bestimmt die Struktur des multivalenten
Liganden, und es legt fest, wie einfach er variiert werden
kann. Dies ist wichtig, weil die Architektur eines multiva-
lenten Liganden – seine Form, die Orientierung der REs, die
Flexibilit t, Gr1ße und Valenz – die biologische Aktivit t und
den Wirkungsmechanismus ver ndern kann.[99–101] In Syste-
men, die durch Rezeptoraggregation aktiviert werden, sollten
beispielsweise Liganden mit vielen, nahe beieinander lie-
genden REs am wirksamsten sein. Liganden mit derart defi-
nierten Eigenschaften und maßgeschneiderten biologischen
Aktivit ten lassen sich durch chemische Synthesen erhalten.

Dem Entwurf multivalenter Liganden zur Aktivierung
zellul rer Signalgebung liegt ein wichtiges Konzept zugrunde:
Viele Zelloberfl chenrezeptoren sind modular. Manche Re-
zeptoren enthalten intrazellul re katalytische Dom nen, die
von den extrazellul ren Bindedom nen abgesetzt sind; die
RE-bindenden und die signalerzeugenden Regionen der
Rezeptoren sind somit strukturell verschieden und r umlich
getrennt. Eine multivalente Bindung an der Zelloberfl che
kann daher distale intrazellul re (cytoplasmatische) Kompo-
nenten zusammenf�hren und ihre Wechselwirkungen beein-
flussen. Diese Situation unterscheidet sich von der eines ty-
pischen Katalysators f�r organische Reaktionen, bei dem die
Bildung des Katalysator-Substrat-Komplexes in einer che-
mischen Transformation resultiert. Substratbindung und ka-
talytische Aktivit t sind hier also unweigerlich verkn�pft.
Weil Bindung und katalytische Aktivit t bei den meisten
Zelloberfl chenrezeptoren r umlich getrennt sind, k1nnen
multivalente Liganden die Lokalisierung intrazellul rer ka-
talytischer Dom nen manipulieren. Die Ligandenbindung
kann den Rezeptor und damit die Umgebung der katalyti-
schen Dom nen ver ndern und so den Zugang des Substrats
zum aktivem Zentrum erleichtern oder blockieren. Auf diese
Art k1nnen multivalente Liganden zellul re Antworten be-
einflussen.

Wegen ihrer abweichenden Funktionsweise kann die
Nomenklatur f�r multivalente Verbindungen zu Verwirrung
f�hren.[102] Biologisch aktive monovalente Verbindungen
werden oft als Agonisten oder Antagonisten klassifiziert: der
eine aktiviert eine Antwort, der andere inhibiert sie. Mit
dieser Bezeichnung wird zugleich oft ein Mechanismus im-
pliziert – von Agonisten nimmt man an, dass sie eine Kon-
formations nderung hervorrufen, die derjenigen durch den
nat�rlichen Liganden vergleichbar ist; Antagonisten sollten
dagegen eine inaktive Konformation induzieren. Diese me-
chanistischen Voraussetzungen komplizieren die Anwendung
der Nomenklatur auf multivalente Liganden. Ein einzelnes
RE kann ein Agonist, ein partieller Agonist oder ein Ant-
agonist sein. Anders als beim einzelnen REwird die F higkeit
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eines multivalenten Liganden, eine biologische Antwort
zu aktivieren oder zu inhibieren, nicht nur durch das RE
selbst, sondern auch durch das Ger�st beeinflusst, an
das es gebunden ist. Eine multivalente Anordnung eines
REs, das monovalent als Antagonist wirkt, kann zur
Rezeptoraggregation f�hren, und der multivalente
Ligand k1nnte als Agonist wirken.[103] Khnlich kann
auch ein multivalenter Ligand aus REs, die an einer
anderen Stelle als der physiologische Ligand binden,
eine Aktivierung mancher Systeme allein dadurch aus-
l1sen, dass er die Abst nde zwischen den Rezeptoren
verringert.[104, 105] Umgekehrt erwartet man, dass ago-
nistische REs in einem multivalenten Liganden auf-
grund ihrer Orientierung als Antagonisten wirken
k1nnen, wenn sie die Rezeptoren in einer f�r die Sig-
nalausl1sung unproduktiven Anordnung fixieren.[106,107]

Auch eine ligandeninduzierte Aussonderung von
Schl�sselproteinen der Signalausl1sung kann antago-
nisten- oder agonisten hnliche Effekte hervorru-
fen.[108, 109] Statt multivalente Liganden als Agonisten
oder Antagonisten zu bezeichnen, sprechen wir daher
lieber von multivalenten Effektoren oder Inhibitoren :[84]

Inhibitoren blockieren die Rezeptorfunktion und Ef-
fektoren aktivieren zellul re Prozesse. Diese Termino-
logie setzt weder eine besondere Aktivit t eines indi-
viduellen Erkennungselements voraus noch eine spezi-
fische Art der Bindung; die Wirkung ergibt sich aus der
RE-Identit t und der Architektur des multivalenten
Liganden.

3.2. Architekturen multivalenter Liganden

Eine Reihe nat�rlicher, synthetischer und halbsyntheti-
scher Ger�ste wurde zum Test von Rezeptorfunktionen ge-
nutzt (Beispiele sind in Abbildung 4 zusammengestellt). Die
Ger�ste variieren in Gr1ße, Form und physikalischen Ei-
genschaften. Da verschiedene Ger�ststrukturen die REs un-
terschiedlich pr sentieren (siehe Abschnitt 3.1), k1nnen auch
sie einen großen Einfluss auf die Aktivit t aus�ben. Ein
globul res Grundger�st wie ein Protein oder ein Dendrimer
ist kaum in der Lage, große Distanzen zu �berbr�cken, wie es
die Proteinaggregation verlangt, ein solcher Ligand kann
jedoch effizient mehrere Bindungsstellen an einem oligo-
meren Rezeptor besetzen. So spielt die Architektur eines
Liganden eine wichtige Rolle, wenn verschiedenartige ma-
kromolekulare Rezeptorkomplexe gebildet werden
sollen.[84, 100,110]

Vor dem Entwurf synthetischer multivalenter Liganden
ist es hilfreich, die komplexen Strukturen nat�rlicher multi-
valenter Liganden zu betrachten. Nat�rliche Liganden zeigen
eine enorme Vielfalt von Architekturen. So besteht sTALL
aus der TNF-Familie aus 60 Monomereinheiten, die nicht-
kovalent zu einem symmetrischen, „virus hnlichen“ Komplex
zusammengelagert sind.[94,111,112] Vermutlich ist die komplexe
Architektur von sTALL erforderlich, um mehrere Kopien
seines Zelloberfl chenrezeptors in einem aktiven Signal-
komplex zu versammeln. Andere nat�rliche Liganden wie
Lipopolysaccharide, Mucine und Glycosaminoglycane ent-

halten eine heterogene Anordnung potenzieller Rezeptor-
bindestellen sogar in einem Molek�l.[113,114] Ein oberfl chli-
cher Vergleich von sTALL und einem typischen Glycosami-
noglycan zeigt wenige Khnlichkeiten bei Gr1ße, Form oder
RE-Dichte. Doch trotz ihrer deutlich unterschiedlichen
Strukturen sind sTALL und die Glycosaminoglycane an der
Aggregation von Zelloberfl chenrezeptoren beteiligt.
Welche Unterschiede in der Ger�ststruktur beeinflussen aber
dann die Signalausl1sung? In vielen F llen ist es schwierig zu
bestimmen, welche Ligandeneigenschaften die Aktivit t
modulieren. Nat�rliche Polysaccharide variieren in L nge,
Verzweigungsgrad und Monosaccharidzusammensetzung. So
kann es sehr m�hsam sein, die spezifischen Eigenschaften zu
ermitteln, die �ber die Aktivit t eines physiologischen mul-
tivalenten Liganden entscheiden.

Durch chemische Synthese sind multivalente Liganden
mit verschiedenartigen Architekturen erh ltlich, mit deren
Hilfe diejenigen Eigenschaften im Einzelnen identifiziert
werden k1nnen, die zur Aktivit t physiologischer Liganden
f�hren. Anders als bei nat�rlichen Liganden ist die Valenz
eines synthetischen Liganden systematisch variierbar, indem
man die L nge (oder Gr1ße) des Ger�sts einstellt. Alternativ
kann man den Effekt der Valenz auf die Aktivit t anhand von
Polymeren definierter L nge bestimmen. Bei Dendrimeren
l sst sich dieser Effekt untersuchen, indem man die Genera-
tionenzahl variiert. Aus dem Einfluss dieser Ver nderungen
auf die biologische Antwort kann man auf die Funktionsweise

Albumin

Dendrimer

IgG

Kügelchen

Zelle

Liposom
lineares Polymer

Abbildung 4. Skalierte Abbildung der GerEststrukturen fEr multivalente Li-
ganden. Der Kasten zeigt einen GrKßenvergleich dieser Liganden mit einem
SHugerlymphocyten. MaßstHbe: Zelle und KEgelchen 1 mm; Liposomen und
Polymer 0.5 mm; AntikKrper, Dendrimer und Albumin 0.05 mm. Die Immun-
globulin-Struktur beruht auf PDB1IGT, und als Albumin ist humanes Serum-
albumin aus PDB1BM0 abgebildet. Das Bild der KEgelchen wird mit freund-
licher Genehmigung aus Lit. [262] wiedergegeben. A. Menon hat die Lipo-
somen zur VerfEgung gestellt, die Zelle entstammt einer Jurkat-Zellen-
Kultur;[263] das Dendrimermodell wurde im Caltech Molecular and Process
Simulation Center erstellt, und das ROMP-Polymer wurde von C. W. Cairo
entwickelt (unverKffentlichte Ergebnisse).
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nat�rlicher Rezeptor-Ligand-Komplexe schließen. In den
folgenden Abschnitten werden wir Synthese und Anwen-
dungen einiger Klassen multivalenter Liganden ansprechen.
Abschließend werden wir diskutieren, wie synthetische mul-
tivalente Liganden zur Aufkl rung der Mechanismen von
Schl�sselrezeptoren beigetragen haben und wie diese Er-
gebnisse genutzt werden konnten.

3.3. Die Synthese multivalenter Liganden

Die flexibelste Synthesemethode f�r multivalente Ligan-
den geht von einem vollst ndigen synthetischen oder nat�r-
lichen Ger�st aus, an das die REs gebunden werden. Diese
Ger�ste stammen aus vielen Strukturklassen: Proteine,
Dendrimere, Polymere und Festphasen wurden eingesetzt.[115]

Verwendet man ein passend funktionalisiertes Ger�st (und
RE), so k1nnen viele Kopien des REs angeh ngt werden.
Dieser einfache Weg f�hrt zu Liganden der gew�nschten
Valenz und RE-Dichte, weil der Molenbruch des funktiona-
lisierten REs in der Konjugationsreaktion leicht eingestellt
werden kann.[115] Eine Alternative dazu bietet ein Ansatz, mit
dem typischerweise multivalente Liganden mit Polymerge-
r�st erhalten werden: In einem einzigen Polymerisations-
schritt entsteht aus RE-tragenden Monomeren ein multiva-
lenter Ligand.

Bei der Synthese der hier vorgestellten multivalenten
Liganden wurden die REs zumeist an ein bereits vorhandenes
Ger�st gekn�pft. DieseMethode ist bei begrenzter Erfahrung
in organischer Synthese anzuraten. Unsere Beispiele leiten
durch die Auswahl des Ger�sts, die angegebenen Literatur-
stellen liefern Informationen zum effizientesten Syntheseweg.

3.3.1. Niedermolekulare Liganden

Als „niedermolekulare Liganden“ bezeichnen wir Ver-
bindungen, die weniger als zehn REs pr sentieren und typi-
scherweise leichter als 1000 Da sind. Die Synthese solcher
Verbindungen kann schwierig sein, inzwischen stehen jedoch
einige allgemeine Strategien zur Verf�gung.[116–119] Obwohl
Verfahren f�r die direkte Dimerisierung einzelner REs be-
kannt sind,[119] werden niedermolekulare multivalente Li-
ganden meist durch Konjugation von REs an eine zentrale
Ger�ststruktur hergestellt. Ein Vorteil solcher Liganden be-
steht in der festgelegten Orientierung der REs an einem
starren Ger�st. Außerdem sind durch kombinatorische Syn-
these niedermolekulare Liganden zug nglich,[120, 121] in denen
Form, Flexibilit t und andere Struktureigenschaften variier-
bar sind. Zwar ist es m1glich, die Eigenschaften niedermo-
lekularer Liganden genaumaßzuschneidern, doch meist greift
man auf Dimere zur�ck. Diese Verbindungen lassen sich
leicht synthetisieren, sie k1nnen jedoch nur mit zwei Zell-
oberfl chenrezeptoren wechselwirken. Daher ist ihr Nutzen
f�r die Untersuchung gr1ßerer Rezeptoraggregate bei der
Signalausl1sung begrenzt.

3.3.2. Proteinkonjugate

Halbsynthetische multivalente Liganden erh lt man oft
durch den Einbau von REs in gut charakterisierte Tr ger-
proteine wie Streptavidin, Rinderserumalbumin (BSA) und
Schl�ssellochschnecken-H mocyanin (keyhole limpet hemo-
cyanin, KLH).[122,123] Gr1ße und Form des Ger�sts variieren:
Das Tetramer Streptavidin hat eine rechteckige Struktur von
etwa 6 nmN10 nm, w hrend humanes Serumalbumin globu-
l r ist (Durchmesser ca. 10 nm). Ein Nachteil von Protein-
konjugaten und anderen halbsynthetischen multivalenten
Verbindungen liegt darin, dass sie verglichen mit rein che-
mischen Ger�ststrukturen relativ heterogen sind. Protein-
konjugationsreaktionen h ngen normalerweise von Vorhan-
densein und Zug nglichkeit bestimmter endogener Amino-
s ureseitenketten ab. Die Epitop-Orientierung ist daher nur
begrenzt steuerbar. Diese Einschr nkung konnte vor kurzem
teilweise durch die Einf�hrung von funktionellen Gruppen in
virale H�llproteine �berwunden werden. Viren mit solchen
modifizierten Proteinen organisieren die Funktionalit ten in
definierten Mustern.[124–126] Da diese vielversprechende Stra-
tegie gerade erst am Anfang steht, ist ihre Tragweite noch
nicht abzusehen.

3.3.3. Festphasen

Rezeptorbindung, -aktivierung und Endocytose wurden
mithilfe von funktionalisierten K�gelchen und Oberfl chen
untersucht.[127–130] Die K�gelchen k1nnen aus derivatisiertem
Polystyrol, Latex, aus Polysacchariden oder anderen unl1sli-
chen Materialien bestehen. Zum Verankern bindender Epi-
tope an den K�gelchen dienen gew1hnlich geradlinige und
allgemein anwendbare Reaktionen, die allerdings selten
chemo- oder regioselektiv sind. Unterschiedliche kleine und
große, synthetische und nat�rliche REs wurden angekuppelt.
Die Anzahl der potenziellen Bindestellen an der Oberfl che
h ngt von der Zusammensetzung der K�gelchen ab. Obwohl
K�gelchen oft verwendet werden, sind Orientierung und
Zug nglichkeit der Bindestellen noch nicht charakterisiert
worden. Meist nimmt man eine zuf llige Verteilung der
Bindestellen auf den K�gelchen (und vielleicht auch der REs)
an. Auch die Gr1ße der K�gelchen beeinflusst die Aktivit t,
und in der Praxis schwankt der Durchmesser der Teilchen
sehr stark: Sepharose-K�gelchen, die f�r die Gelchromato-
graphie verwendet werden, haben Durchmesser zwischen 30
und 300 mm; Latex-K�gelchen sind mit 0.2 bis 2 mm viel
kleiner. Die Zahl der Rezeptoren, die ein funktionalisiertes
K�gelchen besetzen k1nnen, h ngt von einigen Faktoren ab:
von der Zahl der zug nglichen REs, der RE-Dichte und der
Gr1ße der K�gelchen. Da die K�gelchengr1ße als einzige
Variable gut beherrschbar ist, sind auch K�gelchen,  hnlich
wie Proteinger�ste, mit dem Nachteil einer mangelhaften
Kontrolle behaftet.

3.3.4. Liposomen

Liposomen sind typische nichtkovalente Aggregate, die
mehrere REs pr sentieren k1nnen. Durch die Wechselwir-
kung der Lipide untereinander entsteht eine zweidimensio-
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nale Molek�lanordnung;[131–133] daher kann man die Zusam-
mensetzung der Liposomen steuern, indem man das Ver-
h ltnis RE-tragender und nichtmodifizierter Lipide  ndert.
Die Gr1ße von Liposomen kann in einem weiten Bereich
variiert werden. Erzeugt man Liposomen durch Behandlung
mit BioBeads, so erh lt man Partikel mit Durchmessern
zwischen 0.05 und 0.5 mm.[134] Große Liposomenmit 5–200 mm
Durchmesser („giant vesicles“) sind ebenfalls zug nglich.[135]

Ihre Gr1ßenverteilung ist nahezu homogen, doch ist die
Anordnung der REs in den einzelnen Liposomen nur schwer
zu steuern. Eine fluktuierende Pr sentation der REs inner-
halb eines Liposoms kann von Vorteil sein, wenn man ein
hoch aktives System herstellen will. Orientierung und Dichte
der REs  ndern sich, weil die Lipidkomponenten einer Dif-
fusion in zwei Dimensionen unterliegen; dadurch kann sich
die aktivste Anordnung herausbilden. Dieses dynamische
Verhalten erschwert allerdings mechanistische Untersuchun-
gen. Ein weiterer m1glicher Nachteil von Liposomen ergibt
sich daraus, dass einzelne Bestandteile auf biologische
Membranen �bergehen. Daher kann der Einsatz von Lipo-
somen f�r mechanistische Untersuchungen mit Organismen
oder bereits mit Zellen zu einem Problem werden.

3.3.5. Dendrimere

Dendrimere dienen oft als Ger�ste f�r multivalente Li-
ganden.[96, 136–141] Diese Liganden sind meist weitgehend ho-
mogen,[96] sodass sich ihre Eigenschaften gut mit ihrer biolo-
gischen Aktivit t in Beziehung setzen lassen. K�gelchen und
Tr gerprotein-Konjugate bilden oft heterogene Populationen,
da nicht bekannt ist, an welchen Stellen die Anbindung des
REs erfolgt. Dagegen ist der Aufbau eines Dendrimerligan-
den durch das Grundger�st und die Synthesemethode fest-
gelegt. So haben PAMAM-Dendrimere der 0. Generation
einen Durchmesser von 1.5 nm und sind vierwertig.[142] Jede
weitere Generation vergr1ßert den Durchmesser um 0.7–
1.6 nm und verdoppelt die maximale Valenz. Mit der Gr1ße
des Dendrimers nimmt also auch die RE-Dichte zu. In solch
hoch funktionalisierten Dendrimeren ist oft ein Teil der REs
f�r Proteine nicht zug nglich.

3.3.6. Polymere

Die moderne Polymerchemie er1ffnet neue Synthesewe-
ge f�r maßgeschneiderte, biologisch aktive polymere (oder
oligomere) Liganden. Multivalente Polymerliganden beste-
hen normalerweise aus einem R�ckgrat, das zahlreiche
Kopien eines RE tr gt. Liganden dieses Typs k1nnen auf
verschiedene Weise hergestellt werden. Polymere aus RE-
tragenden Monomeren werden meist in einem Reaktions-
schritt durch radikalische oder ionische Polymerisation sowie
durch ring1ffnende Metathesepolymerisation gebil-
det.[101, 143–149] Alternativ k1nnen die REs an ein bestehendes
Polymerger�st angeh ngt werden.[101, 147] Die Polymerisati-
onsreaktionen sind gegen�ber biologisch aktiven Funktiona-
lit ten unterschiedlich empfindlich, sodass die einzubauen-
den Epitope bestimmen, welche Synthesestrategie am effizi-
entesten ist.

Einige Polymerisationsmethoden liefern biologisch aktive
Liganden definierter Valenz.[84] Lebende Polymerisationen,
bei denen die Geschwindigkeit des Kettenabbruchs niedrig
ist, sind gut geeignet, um multivalente Liganden gezielt zu
erhalten. Polymerisationen mit schnellem Kettenstart und
langsamem Kettenwachstum erzeugen Polymere mit enger
Kettenl ngenverteilung.[150] Solche Polymerisationen k1nnen
eingesetzt werden, wenn multivalente Liganden unter-
schiedlicher Gr1ßen gew�nscht sind. Lineare Polymere mit
Molekulargewichten um 3000, die mit ring1ffnender Meta-
thesepolymerisation (ROMP) erhalten werden, k1nnen Ab-
st nde von 100 nm �berbr�cken.[151] Polymere mit Dendri-
mer-Seitengruppen erreichen Gr1ßen zwischen 10 und
100 nm.[152] Zus tzlich sind durch lebende Polymerisation
auch Blockpolymere zug nglich, die unterschiedliche REs
(oder unterschiedliche Funktionalit ten) in den einzelnen
Bl1cken tragen.[153]

Durch ROMP synthetisierte Polymere werden zuneh-
mend als biologisch aktive multivalente Liganden einge-
setzt.[101,149,154–158] ROMP mit Rutheniumcarben-Katalysato-
ren eignet sich f�r die Synthese von Verbindungen unter-
schiedlicher Valenz.[150,159–161] Diese Liganden wurden
als Inhibitoren von Saccharid-Protein-Wechselwirkun-
gen,[151,162–164] zur Bek mpfung Vancomycin-resistenter Bak-
terien[156] und als Effektoren biologischer Reaktionen einge-
setzt.[46,165] Mithilfe dieser Polymerisationsmethode sind RE-
Pr sentation und -Dichte steuerbar,[166,167] sodass Aktivit ts-
unterschiede zwischen einzelnen Verbindungen spezifischen
Aspekten der Ligandenstruktur zugeordnet werden k1nnen.

3.3.7. Kombinatorische Synthese multivalenter Liganden

Kombinatorische Methoden bieten einen weiteren
Zugang zu multivalenten Liganden. Die kombinatorische und
diversit tsorientierte Synthese monovalenter Verbindungen
hat die Suche nach niedermolekularen Liganden erleichtert,
die optimal an einen Zielrezeptor binden.[168–173] Bibliotheken
von multivalenten Liganden sollten analog Elemente ver-
schiedener Aktivit t enthalten.[119–121,166,167,174]

Die technischen H�rden bei der Synthese von Bibliothe-
ken multivalenter Liganden sind andere als bei der Synthese
niedermolekularer Liganden. So k1nnen multivalente Li-
ganden mit unterschiedlichen REs auch verschiedene physi-
kalische Eigenschaften haben und unterschiedliche Reini-
gungsmethoden erfordern. Kombinatorische Ans tze zur
Synthese multivalenter Liganden stehen noch am Anfang,
und bislang wurden nur wenige Strategien f�r verschieden-
artige multivalente Liganden beschrieben.[119–121, 153,166,167,174]

3.4. Bindungsmechanismen multivalenter Liganden

Multivalente Liganden k1nnen auf verschiedene Arten an
Rezeptoren binden, die f�r monovalente Verbindungen un-
m1glich sind (Abbildung 5).[100, 115,175] Beispielsweise kann ein
Ligand mit mehreren Kopien einer RE gleichzeitig mehrere
Bindungsstellen eines einzelnen oligomeren Rezeptors be-
setzen (Beispiele f�r solche Rezeptoren sind Immunglobuline
und einige Lektine). Der notwendige Beitrag f�r die Trans-
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lationsentropie wird beim ersten Kontakt zwischen Rezeptor
und Ligand aufgebracht; weitere bindende Wechselwirkun-
gen bilden sich ohne zus tzlichen Entropieaufwand.[176] Her-
vorragende Beispiele dieser Chelatbindung wurden in einigen
vor kurzem ver1ffentlichten Untersuchungen geschildert, die
sich mit der Entwicklung pentavalenter Toxine befass-
ten.[177–179] Khnlich wirken Nebenbindungsstellen, die manche
Rezeptoren zus tzlich zur prim ren Wechselwirkungsposi-
tion enthalten. Anders als monovalente Liganden, die nur
Nebenstellen in Nachbarschaft der prim ren Bindetasche
besetzen, k1nnen multivalente Liganden auch Bindungs-
energie aus dem Kontakt mit weiter entfernten, sekund ren
Stellen gewinnen.[180] Ein RE oder ein Element des Ger�sts
kann mit diesen Positionen in Kontakt treten. Wenn der
multivalente Ligand mehr als eine Bindestelle einnimmt –
gleich, ob es eine prim re oder eine sekund re Bindestelle
innerhalb eines oligomeren Rezeptors ist – wird er typi-
scherweise mit hoher funktioneller Affinit t binden.[181] Ein
multivalenter Ligand kann auch �ber sterische Stabilisierung
wirken: Die große Raumerf�llung des multivalenten Ligan-
den kann ausschließen, dass ein gebundener Rezeptor mit
einem Virus oder einer Zelle in seiner N he in Kontakt
tritt.[182] Dieser Aspekt der Aktivit t multivalenter Liganden
ist besonders wichtig f�r die Hemmung bindender Wechsel-
wirkungen an zellul ren oder viralen Oberfl chen. All diese
Bindungsformen kommen nur bei multivalenten Liganden
vor, und zahlreiche Anwendungen dieser Reagentien als
Hemmstoffe der Wechselwirkungen von Makromolek�len
sind bekannt.

Multivalente Liganden m�ssen nicht zwangsl ufig einen
Prozess hemmen, sie k1nnen auch als Aktivatoren der Sig-
nalweiterleitung wirken. Multivalente Liganden binden stark
an Rezeptorkomplexe an der Zelloberfl che; dieser Prozess
wird durch die Diffusion der Rezeptoren innerhalb der Li-
piddoppelschicht erleichtert. Indem multivalente Liganden
signalausl1sende Rezeptoren aggregieren (Abbildung 5c),
k1nnen sie Signalkaskaden aktivieren. Dieser Mechanismus,
der ausschließlich multivalenten Liganden vorbehalten ist,
steht in den folgenden Abschnitten im Mittelpunkt.

Wir haben die drei wichtigsten Aspekte dargestellt, die
entscheidend f�r die Anwendung multivalenter Liganden als
Sonden f�r die Signaltransduktion sind: 1) Die Signalkaska-
den werden durch Rezeptor-Rezeptor-Wechselwirkungen
vermittelt, und die Zusammenlagerung der Rezeptoren ist ein
kritischer Erfolgsfaktor (Abbildung 3). 2) Multivalente Li-
ganden k1nnen auf verschiedeneWeise an die Zielrezeptoren
binden (Abbildung 5). 3) Die Struktur eines multivalenten
Liganden bestimmt, welcher Bindungsmodus bevorzugt ist
(Abbildung 4). Daher kann ein Ligand so optimiert werden,
dass er den gew�nschten biologischen Effekt hervorruft.[84] In
den folgenden Abschnitten werden wir einige Beispiele an-
f�hren, die den Nutzen multivalenter Liganden f�r mecha-
nistische Studien belegen.

4. Aufkl&rung von Rezeptorfunktionen mithilfe
multivalenter Liganden

Die Bindung eines multivalenten Liganden an eine Zell-
oberfl che kann zur Bildung eines Multiproteinkomplexes
f�hren. Die Valenz des Liganden, die Orientierung seiner
REs und die Stabilit t der Wechselwirkung bestimmen die
Eigenschaften dieses Komplexes: st1chiometrische Zusam-
mensetzung, Gr1ße, Lebensdauer und Orientierung der Re-
zeptoren. Ein multivalenter Ligand kann daher einen erheb-
lichen Einfluss auf das Ausgangssignal einer Kaskade
nehmen. Die folgenden Beispiele beschreiben, wie die Sig-
naltransduktion mithilfe von spezifischen multivalenten Li-
ganden analysiert wurde.

4.1. Die Umgebung des Rezeptors

Durch die Bindung multivalenter Liganden k1nnen in der
Membran Rezeptoraggregate erzeugt werden.[84] Hier disku-
tieren wir einige Beispiele, bei denen die aggregierende
Wirkung multivalenter Liganden genutzt wurde, um Infor-
mationen �ber die Rezeptorfunktion zu gewinnen.

4.1.1. Integrine

Integrine sind Zelloberfl chenrezeptoren, die die Zell-
adh sion vermitteln; sie spielen auch eine zentrale Rolle im
fokalen Adh sionssignalkomplex.[24,183–185] Integrine sind
wichtig f�r vielzellige Organismen; so kann die gezielte De-
letion von Integrin-Untereinheiten die Gewebebildung stark
beeintr chtigen.[186] Bedenkt man diese grundlegende phy-
siologische Funktion, dann �berrascht es nicht, dass Integrin-

A) Chelatbildung

B) Bindung an eine Nebenstelle

C) Aggregation

D) zufällige Bindung

Abbildung 5. Mechanismen der Rezeptorbindung, die nur multivalen-
ten Liganden mKglich sind.
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vermittelte Adh sion und Signalausl1sung sorgf ltig reguliert
werden.

Integrine verf�gen �ber die F higkeit, zwischen niedrig
und hoch affinen Bindungszust nden umzuschalten.[187] Diese
beiden Zust nde erm1glichen nach gegenw rtiger Vorstel-
lung die schnelle und reversible Anpassung der Zelladh sion.
Der Wechsel geht wahrscheinlich mit einer Ver nderung der
Konformation und/oder der Umgebung der Integrine
einher.[188] Integrine sollten mindestens zwei Konformationen
einnehmen: einen gefalteten inaktiven Zustand und einen
gestreckten aktiven Zustand.[187] Außerdem kann die Rezep-
torumgebung Knderungen durchlaufen, die entweder durch
Wechselwirkung mit einem Liganden (ein „outside-in“-
Wechsel) oder durch zellul re Aktivierung (ein „inside-out“-
Wechsel) induziert werden. Es gibt Hinweise darauf, dass
Umgebung und Konformation die Signalausl1sung und die
Adh sionsst rke beeinflussen. Dennoch k1nnten spezifi-
schere Wirkstoffe entwickelt werden, wenn es gelingt, die
relativen Beitr ge der Mechanismen gegeneinander abzu-
grenzen. Der Einfluss der Rezeptorumgebung im fokalen
Adh sionskomplex zeigt sich in Experimenten mit syntheti-
schen multivalenten Liganden.

Eine Gruppe synthetischer Liganden, die zur Untersu-
chung der Integrin-Aggregation diente, sind die chemischen
Dimerisierungsagentien (chemical inducers of dimerization,
CIDs). Diese niedermolekularen divalenten Liganden sind
zellg ngig und vermitteln die Zusammenlagerung von zwei
Rezeptoren.[4, 116,189–191] Die CIDs zeichnen sich dadurch aus,
dass sie Rezeptoren oligomerisieren k1nnen, die mit einem
spezifischen ligandenbindenden Protein fusioniert sind (Ab-
bildung 6). Anfangs setzte diese Strategie auf Fusionen mit

dem Protein FKBP, das an den Immunsuppressor FK506
bindet.[189] Der niedermolekulare Wirkstoff FK506 kann in
das Dimer FK1012 umgewandelt werden, das FKBP dimeri-
siert. FKBP-Fusionen k1nnen durch Transfektion oder auf
anderem Wege in Zellen eingebracht werden, um die Aus-
wirkungen der FK1012-vermittelten Dimerisierung auf die
Funktion des Fusionsproteins zu untersuchen. Wenn mehrere
Kopien von FKBP an das Zielprotein fusioniert sind, f�hrt die
Anlagerung des Liganden zu Aggregaten h1herer Ord-
nung.[192] Solche Strategien sind auf Heterodimerisierungs-
und Dimerisierungsagentien ausgedehnt worden, die endo-
gene Proteine meiden (z.B. FKBP) und eigens konstruierte
Fusionsproteine spezifisch binden.[192–194]

Umgebung und Konformation von Integrinen tragen zur
Knderung der Bindungsaffinit t bei. Der Beitrag des Kon-
formationswechsels wurde durch eine CID-Strategie vom
Einfluss der Umgebung abgegrenzt.[195] Dazu wurde ein Gen,
das zwei Kopien von FKBP in Tandemkonfiguration codiert,
mit dem Protein aIIb fusioniert, das Teil des Integrinkom-
plexes aIIb-b3 ist. Die Zugabe des Dimerisierungsagens
AP1510 verst rkt die Bildung von Integrin-Aggregaten in
Zellen, die das Fusionsprotein exprimieren. W re die Um-
gebung alleine entscheidend f�r das Umschalten zwischen
niedriger und hoher Affinit t, so w�rde man erwarten, dass
AP1510 einen nat�rlichen Bindungspartner v1llig ersetzt. Als
Maß f�r den Wechsel in die hoch affine Konformation diente
die Bindung eines Antik1rpers (PAC1), der f�r diese Inte-
grinform spezifisch ist. Die Zugabe des FKBP-Dimerisie-
rungsagens AP1510 f�hrte zu einem dosisabh ngigen Anstieg
der PAC1-Bindung. Um den Beitrag der Rezeptorkonfor-
mation zu untersuchen, setzten die Autoren das monovalente

Antik1rperfragment LIBS ein, das Integrine
bindet und aktiviert. Die Zunahme der Bin-
dung in Gegenwart von AP1510 war m ßig,
der Effekt der LIBS-Behandlung dagegen
erheblich st rker. Diese Untersuchungen mit
CIDs zeigen, dass die Umgebung des Re-
zeptors zwar einen Beitrag leistet, andere
Faktoren wie das Vorliegen der hoch affinen
Konformation aber signifikant zur Integrin-
vermittelten Zelladh sion beitragen.

Integrine sind nicht nur an der Adh sion,
sondern auch an der intrazellul ren Signal-
gebung beteiligt. Durch die Signale der In-
tegrine werden verschiedene Kaskaden ak-
tiviert, und wie bei den meisten anderen
komplexen Signalsystemen versucht man
auch hier, die Beitr ge der einzelnen Wege
zu entwirren. Im Fall der Integrinsignale sind
die beiden Kinasen Syk und FAK an der
Weiterleitung der Signale �ber verschiedene
Wege beteiligt. Die Bildung von Integrin-
aggregaten beg�nstigt m1glicherweise die
Weitergabe der Information �ber einen der
beiden Wege (Syk oder FAK). Um diese
Hypothese zu pr�fen, wurde die Rolle der
Rezeptorumgebung bei der Signalweiterga-
be durch Syk und FAK mit dem dimeren
Liganden AP1510 untersucht. Behandelte
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man die Zellen nur mit AP1510, um Aggregate des Integrins
aIIb-b3 zu bilden, so nahm die Tyrosinphosphorylierung
durch Syk zu. Um FAK zu aktivieren sind dagegen sowohl die
hoch affine Besetzung des Rezeptors (Behandlung mit LIBS)
als auch die Oligomerisierung (Behandlung mit AP1510) er-
forderlich. Dies zeigt das komplexe Wechselspiel zwischen
Signalgebung, Adh sion und Reaktion der Zelle, das durch
Ver nderungen der Umgebung, der Besetzung der Integrine
oder durch beides beeinflusst werden kann. Die CID-Strate-
gie ist beim Entwirren der verschiedenen Beitr ge sehr hilf-
reich. Ein kleiner Nachteil dieses Ansatzes liegt aber darin,
dass die Zellen genetisch ver ndert werden m�ssen, um das
Fusionsprotein zu exprimieren.

An multivalenten Oberfl chen l sst sich die Integrin-
funktion direkt untersuchen. Integrine k1nnen die Adh sion
von Zellen an extrazellul re Matrixkomponenten ebenso er-
leichtern wie die Adh sion an andere Zellen.[185,196] Die ex-
trazellul re Matrix beeinflusst daher als nat�rliche Pr sen-
tationsfl che ebenfalls die Integrinaktivit t.[197] Bei einem
Zelladh sionsexperiment wurden die Oberfl chen in Vertie-
fungen auf Mikrotiterplatten mit Fibrinogen oder Fibrin
modifiziert[198] und mit lymphoblastoiden B-Zellen in Be-
r�hrung gebracht (Abbildung 7A). Das multivalente Fibrin
unterst�tzt die Adh sion der Zellen, wohingegen immobili-
siertes monovalentes Fibrinogen nichtaktivierte Zellen nicht
einfing.

In einer  hnlichen Versuchsreihe diente das Adenovirus-
PB, ein spezifischer Ligand f�r das Integrin avb3, als Monomer
oder als Pentamer zur Beschichtung der Mikrotiterplatten-
Vertiefungen (Abbildung 7B). Wie beim Fibrin adh rierten
die B-Zellen selektiv in den Vertiefungen mit dem multiva-
lenten Liganden. Um die Mechanismen aufzukl ren, die zu
der unterschiedlichen Bindung f�hren, wurde die Zahl der
m1glichen Integrin-Bindestellen in den Vertiefungen mit
einem Radioimmunassay bestimmt: Es waren 800 Positio-
nenmm�2 beim monomeren Liganden und 125 Positio-
nenmm�2 beim pentameren Liganden. Obwohl sie nur ein
Sechstel der Bindestellen aufwies, war die Oberfl che mit
dem pentameren Integrin-Liganden adh siver. Somit ist die
r umliche Anordnung und nicht die Gesamtzahl der Binde-
stellen f�r die Integrin-vermittelte Adh sion entscheidend.

Gest�tzt werden diese Ergebnisse durch Daten, denen
zufolge die lokale RE-Dichte wichtig f�r die Adh sionsst rke
der Integrine ist.[127] Maheshwari et al. griffen auf Sternpoly-
mere mit unterschiedlicher Anzahl von Kopien des minima-
len Integrin-Liganden YGRGD zur�ck, um den Einfluss der
Bindestellendichte auf die Integrin-vermittelte Zellmigration
und die Adh sion avb3-tragender Zellen zu untersuchen. Das
Integrin avb3 bindet an die RGD-Sequenzen, und Oberfl -
chen mit mehr YGRGD-Motiven waren effizienter in der
Zell-Zell-Wechselwirkung (Abbildung 7B). Bei gleicher RE-
Zahl vermitteln Oberfl chen mit dichter gepackten REs ef-
fizienter die Zellmigration und -adh sion. Demnach verst rkt
die Aggregation bei Integrinen die Adh sion, wahrscheinlich
sowohl durch eine h1here funktionelle Affinit t f�r die Li-
ganden als auch durch eine Aktivierung der Signalkaskaden.

Diese Experimente mit synthetischen multivalenten
Oberfl chen haben die Bedeutung der Rezeptorumgebung
f�r die Integrinfunktion verdeutlicht. Sie liefern auch Infor-
mationen �ber die effizientesten Klassen nat�rlicher Inte-
grinliganden. Zwar l sst sich mit diesen multivalenten Ober-
fl chen die Integrinfunktion in lebenden Organismen nicht
untersuchen, doch k1nnen Experimente mit l1slichen multi-
valenten Liganden die physiologischen Folgen der Integrin-
Aggregation erhellen.

4.1.2. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

Die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) bilden
eine der gr1ßten Familien von Zelloberfl chenrezeptoren bei
S ugern. Sie sind an vielen wichtigen physiologischen Vor-
g ngen beteiligt. Ihre Bedeutung l sst sich daran ermessen,
dass �ber 50% aller kommerziellen Therapeutika �ber
GPCRs wirken.[199] Immer mehr Hinweise deuten darauf hin,
dass die Homo- und Heterodimerisierung von GPCRs zur
Regulierung der Signalgebung �ber diese Rezeptoren bei-
tr gt.[117, 200] Um diesen Vorgang steuern zu k1nnen, muss
daher gekl rt werden, welchen Beitrag die GPCR-Oligome-
risierung leistet. Experimente mit synthetischen multivalen-
ten Liganden sollen zeigen, ob ein Ligand an diesem Prozess
beteiligt ist.

Die Dimerisierung von Rezeptoren wurde mit nieder-
molekularen divalenten Liganden untersucht.[103,117,186,201–207]

Ein Beispiel hierf�r ist die Aktivierung der Chemotaxis bei
neutrophilen Granulocyten durch das Dimer eines GPCR-

Stern-
polymer

Integrin-bindendes
RE (YGRGD)

monomeres
Fibrinogen

multivalentes
Fibrin

monomeres
Adenovirus PB

pentameres
Adenovirus PB

Integrin-exprimierende Zelle

A)

B)

H2N

OH

O

H
N

O

N
H

(CH2)3

H
N

O

O

N
H

O

NH2

COOH

HN

  H2N
NH2

YGRGD

+

Abbildung 7. Die Dichte der prHsentierten REs beeinflusst die Zellad-
hHsion an Integrinliganden tragende OberflHchen. A) Mit multivalenten
Liganden beschichtete OberflHchen haben eine grKßere funktionelle
AffinitHt fEr B-Zellen. B) Sternpolymere mit unterschiedlich vielen
Kopien des Pentapeptids YGRGD (eines Integrin-bindenden REs). Die
relative Wirksamkeit der einzelnen OberflHchen entspricht der Zahl ge-
bundener Zellen.

Multivalente Liganden
Angewandte

Chemie

2419Angew. Chem. 2006, 118, 2408 – 2429 � 2006 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim www.angewandte.de

http://www.angewandte.de


Liganden.[208] Die Zellen werden von Nebenprodukten der
bakteriellen Proteinsynthese, etwa N-Formylmethionin-hal-
tigen Peptidfragmenten, zu bakteriellen Infektionsherden
gelockt. N-Formylmethionyl-leucyl-phenylalanin (fMLF) ist
wohl der am besten untersuchte Chemoeffektor f�r Neutro-
phile; erkannt wird es vom Formylpeptidrezeptor (FPR),
einem GPCR. Daher wurden Dimere mit zwei fMLF-Ein-
heiten verwendet, um die Bedeutung der Rezeptorumgebung
bei der Regulierung des FPR-Signals zu untersuchen.

In Mono-, Di- und Triethylenglycol-verkn�pften Dimeren
sind die fMLF-Einheiten �ber einen Linker am C-Terminus
des Peptids verbunden. Das Monoethylenglycol-Dimer sollte
den FPR nicht dimerisieren k1nnen; jede Verst rkung der
chemotaktischen Aktivit t im Vergleich zu fMLF w re daher
auf eine h1here Affinit t zur�ckzuf�hren. Dagegen vermuten
die Autoren, dass das Triethylenglycol-verkn�pfte Dimer die
Rezeptordimerisierung erleichtert, obwohl nicht bekannt ist,
wie lang ein Linker f�r die gleichzeitige Besetzung zweier
FPRs sein muss. Die Autoren stellten weitere divalente Li-
ganden mit l ngeren Linkern her, um den FPR zu dimeri-
sieren.

Die FPR-Funktion wurde anhand von zwei Parametern
�berpr�ft: der Chemotaxis und der Superoxid-Produktion.[208]

In vivo werden Neutrophile durch Chemotaxis zu der Stelle
gelockt, an der das Pathogen eindringt, um dieses anschlie-
ßend durch Freisetzung von Superoxid abzut1ten. Die beiden
Vorg nge m�ssen r umlich und zeitlich streng kontrolliert
ablaufen, um den Schaden an gesundem Gewebe zu mini-
mieren. Insbesondere muss die Wanderung zum Ort der In-
fektion der Bildung von Superoxid vorausgehen, sonst
w�rden die Neutrophilen die toxischen Sauerstoffspezies
vorzeitig freisetzen. Beide Reaktionen k1nnen durch die
Bindung von Liganden an FPR verst rkt werden. Es ist daher
wichtig zu verstehen, welche Faktoren an der Ausl1sung
dieser verschiedenen Zellfunktionen beteiligt sind.

Die synthetischen Dimere wurden zu Zellen gegeben, die
FPR exprimieren, und Chemotaxis und Superoxidbildung
wurden verfolgt. Das Triethylenglycol-verkn�pfte Dimer war
die chemotaktisch aktivste Verbindung, w hrend das Mo-
noethylenglycol-Dimer die st rkste Superoxidbildung aus-
l1ste. Obwohl die FPR-Dimerisierung nicht direkt getestet
wurde, kann man aus den Ergebnissen ableiten, dass die
Rezeptordimerisierung die chemotaktische Reaktion beein-
flussen kann. Die gr1ßere Aktivit t des Monoethylenglycol-
Dimers bei der Superoxidbildung wird der h1heren Affinit t
f�r die FPRs zugeschrieben. Die spezifischen Reaktionsme-
chanismen der divalenten Wirkstoffe wurden nicht im Detail
studiert, doch diese ersten Ergebnisse lassen erwarten, dass
synthetische multivalente Liganden hilfreich sein k1nnen, um
die Rolle der Rezeptoraggregation bei der GPCR-Signalge-
bung im Allgemeinen und der chemotaktischen Signalgebung
in Neutrophilen im Besonderen aufzukl ren.

Die Heterooligomerisierung von Rezeptoren kann ein
Mittel sein, um Informationen verschiedener Signalwege zu
einer koh renten zellul ren Antwort zu integrieren. Die
Folgen der GPCR-Heterodimerbildung wurden mithilfe he-
terodimerer Liganden untersucht.[103] Mit dieser Strategie
wurden die Effekte der Bildung eines gemischten Aggregats
aus einem GPCR, der auf Enkephalin reagiert, und einem

Neurotensin-spezifischen Rezeptor charakterisiert. Die
beiden physiologischen Liganden sind wichtige regulatorische
Neuropeptide, die das GPCR-Signals synergistisch aktivie-
ren.[209] Ziel dieser Untersuchungen war es, zu bestimmen, ob
die Aggregation zu einem heterooligomeren GPCR-Komplex
das Signal direkt potenziert.

Zellen, die beide Rezeptoren exprimieren, wurden mit
Neurotensin, einer Mischung aus Neurotensin und Enke-
phalin oder einem difunktionellen Neurotensin-Enkephalin-
Konjugat behandelt.[209] Die Konzentration von cyclischem
GMP (cGMP) im Cytosol wurde f�r eine Reihe von Ligan-
denkonzentrationen gemessen. Separate Zugabe beider
Hormone resultierte lediglich in einem leichten Anstieg der
cGMP-Produktion, dagegen erwies sich das kovalente He-
terodimer als ein wirksamer Induktor. Vermutlich ist also die
erzwungene N he der beiden Rezeptoren maßgeblich f�r den
Anstieg der cGMP-Produktion. Wie im vorherigen Beipiel
fehlen allerdings auch hier direkte Beweise f�r die Hetero-
dimerisierung.

Weitere Liganden mit h1herer Valenz oder anderen
Strukturen k1nnten dabei helfen, die Auswirkungen der Re-
zeptorumgebung auf das GPCR-vermittelte Signal zu kl ren.
Besonders interessant wird es sein, die Signalausl1sung zu-
sammen mit dem Einfluss von Liganden auf die GPCR-Ag-
gregation zu untersuchen. Da viele Wirkstoffe an GPCRs
angreifen, k1nnten diese Experimente die Entwicklung neuer
Therapeutika erleichtern.[210]

4.1.3. T-Zell-Rezeptoren

T-Lymphocyten vermitteln die Immunit t bei S u-
gern.[13,22,78,211] Sie erkennen fremde Antigene �ber T-Zell-
Rezeptoren (TCRs). Die Bindung an T-Zell-Rezeptoren ak-
tiviert die Zellen, die daraufhin Tumorzellen, Pathogene und
virusinfizierte Zellen abt1ten k1nnen. Bereits in Abschnitt 1
wurde beschrieben, wie an der Ber�hrungsfl che zwischen T-
Zelle und antigenpr sentierender Zelle eine Immunsynapse
entsteht. Die hoch organisierte Immunsynapse enth lt die
TCRs, andere Corezeptoren und Bestandteile der Signal-
kaskade.[76]

Knderungen in der Organisation der TCRs und anderer
Komponenten des Signalkomplexes beeinflussen die T-Zell-
Aktivierung; die Beitr ge einzelner Faktoren zur Signal-
erzeugung sind jedoch noch nicht gekl rt. Trotz umfangrei-
cher Untersuchungen zu TCR-Organisation und Signalge-
bung verbleiben einige Fragen zu molekularen Details der
TCR-Funktion. So ist umstritten, ob die TCR-Dimerisierung
einen ausreichenden Reiz f�r die T-Zell-Aktivierung liefert
oder ob eine TCR-Oligomerisierung erforderlich ist. Unklar
ist auch die Bedeutung der einfachen Besetzung einzelner
TCRs mit monovalenten Liganden.[212] Wenn einzelne oder
kleine Gruppen von TCRs das Signal ausl1sen k1nnten, w re
die Bildung der Synapse unerkl rlich. Multivalente Liganden
werden mit Sicherheit bei der Untersuchung dieser grundle-
genden Fragen im Vordergrund stehen.

Eine Untersuchungsmethode f�r die TCR-Funktion
beruht auf multivalenten Proteinkonjugaten, bei deren Bil-
dung man die hohe Affinit t zwischen Biotin und dem te-
travalenten Protein Streptavidin nutzt.[213] Die vier identi-
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schen Bindestellen von Streptavidin binden Biotin mit einer
Dissoziationskonstante von 10�15

m ; daher kann man bio-
tinylierte Erkennungselemente gut an einem Streptavidin-
Ger�st verankern. So sind multivalente Komplexe zug ng-
lich, die ein, zwei, drei oder vier Erkennungselemente pro
Ger�steinheit tragen (Abbildung 8). Davis, McConnell und

Mitarbeiter verwendeten Streptavidin als Grundger�st f�r die
Pr sentation peptidbeladener Haupthistokompatibilit ts-
komplexe (MHC-Komplexe).[213] Weil peptidbeladene MHCs
als Liganden f�r TCRs wirken, k1nnen Streptavidinger�ste
mit biotinylierten MHC-Komplexen (theoretisch) bis zu vier
TCRs binden.

Um diese multivalenten Konjugate zu erzeugen, wurde
ein Peptid, das von Motten-Cytochrom c (MCC) abgeleitet
wurde, zu dem MHC gegeben. Der MCC-MHC-Komplex
wurde mit einer Biotineinheit versehen und mit Streptavidin
gemischt; dabei sollte ein tetravalenter Komplex entstehen,
der an TCR binden kann (Abbildung 8). Der Anteil des ak-
tiven MHC-Komplexes bei der Assoziationsreaktion wurde
variiert, um die Bildung von mono-, di-, tri- oder tetrameren
Strukturen zu beg�nstigen. Biotinyliertes MHC ohne MCC,
das TCR nicht bindet, wurde zugegeben, um die verbliebenen
Bindestellen am Streptavidin abzus ttigen. Der Komplex mit
vier unbeladenen MHCs, die kein fremdes Antigen trugen,
diente als Kontrolle.

Um die Auswirkungen der Rezeptorassoziate auf die T-
Zell-Aktivierung zu testen, wurden die Abnahme des extra-
zellul ren pH-Werts und der Anstieg der intrazellul ren
Ca2+-Konzentration gemessen. In beiden F llen war das Te-
tramer der einzige Ligand, der die Aktivit t sp�rbar erh1hte.
Obwohl kinetische Effekte bei der Bindung nicht ausge-
schlossen werden k1nnen, geht man davon aus, dass eine
Knderung der TCR-Umgebung die T-Zell-Aktivierung be-
einflusst. Chemisch definierte multivalente Peptidliganden
lieferten  hnliche Ergebnisse, doch ein dimerer Ligand war
bereits ausreichend, um ein TCR-Signal auszul1sen.[214,215]

Die Gesamtheit dieser Daten spricht daf�r, dass die Valenz

eine wichtige Eigenschaft nat�rlicher TCR-Liganden ist und
dass die Rezeptorumgebung TCR-vermittelte Signale ver-
st rken kann.

Neben der TCR-Vernetzung tragen auch andere Faktoren
zu Aktivierung und Signalmodulierung bei. Viele Corezep-
toren verst rken oder schw chen das Aktivierungssignal. Bei
Streptavidinger�sten erweist es sich als problematisch, meh-
rere REs einzubauen, die gleichzeitig TCRs und Corezepto-
ren binden k1nnen. Daher wurde auf funktionalisierte Ge-
r�steinheiten zur�ckgegriffen, die unterschiedliche REs pr -
sentieren.

Zahlreiche K�gelchen und Oberfl chen wurden als mul-
tivalente Pr sentationsfl chen verwendet, um die Ausl1sung
der T-Zell-Signale zu erforschen.[9,129,216–218] In einer Unter-
suchung befasste man sich mit dem Mechanismus, nach dem
die T-Zell-Reaktionen durch den Corezeptor CD28 verst rkt
werden.[87] . Die Bindung von Liganden an den TCR ist hin-
reichend und notwendig f�r die Aktivierung der T-Zellen;
eine gleichzeitige Stimulation des CD28-Corezeptors ergibt
jedoch eine st rkere Zellantwort. Um zu bestimmen, wie
dieses st rkere Signal zustandekommt, wurde eine antigen-
pr sentierende Zelle mit TCR und CD28 an der Oberfl che
gr1ßengetreu mit K�gelchen simuliert.

Anhand von modifizierten Latexk�gelchen wurde das
Verhalten bei gleichzeitiger Bindung mehrerer Rezeptoren
untersucht. Damit TCR und CD28 auf den K�gelchen ag-
gregieren k1nnen, wurden Antik1rper gegen TCR und gegen
den Corezeptor CD28 angeh ngt. Die K�gelchen wurden auf
ihre F higkeit getestet, die Zellproliferation zu induzieren,
die auch im Verlauf der Lymphocyten-Aktivierung ausgel1st
wird. Wenn die T-Zell-Aktivierung die gleichzeitige Beteili-
gung beider Rezeptoren, TCR und CD28, erforderlich macht,
sollten nur solche K�gelchen die Zellen aktivieren, die beide
REs pr sentieren. K�gelchen, die nur das TCR-aggregieren-
de Element tragen (einen TCR-Antik1rper), l1sten keine T-
Zell-Proliferation aus. Dagegen erwiesen sich K�gelchen mit
Antik1rpern gegen beide Rezeptoren als effiziente Aktiva-
toren der Proliferation.

Eine Erkl rung f�r diese Beobachtungen ist darin zu
sehen, dass die gleichzeitige Bindung von CD28 und TCR die
Colokalisierung der Rezeptoren in einer Membranregion
beg�nstigt, die als Lipid-Mikrodom ne bezeichnet wird. Die
Lipid-Mikrodom nen k1nnten Signalkomponenten konzen-
trieren und so die Bildung reifer Signalkomplexe erleichtern.
Unterst�tzt wird diese Deutung durch den Befund, dass ein
Fluoreszenzmarker f�r solche Lipid-„Rafts“ (eine Fluores-
cein-markierte Untereinheit von Choleratoxin B) in einem
kleinen Bereich an der Kontaktstelle zwischen K�gelchen
und T-Zelle konzentriert wurde. Dies verdeutlicht, dass die
kombinierte Stimulation von TCR und den Corezeptoren die
Verteilung auf der Zelloberfl che und damit die Immunant-
wort ver ndern kann. Da die REs bei diesen Experimenten
auf dem multivalenten K�gelchen immobilisiert sind, k1nnen
sie sich im Unterschied zu REs an der Zelloberfl che nicht
umgruppieren. Mit einer antigenpr sentierenden Zelle als
nat�rlichem „Liganden“ kam man jedoch zu  hnlichen Er-
gebnissen. Der Vergleich legt nahe, dass die mit REs verse-
henen K�gelchen antigenpr sentierende Zellen in einigen
Gesichtspunkten effizient nachahmen.[219] In Untersuchun-
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Abbildung 8. Streptavidin-MHC-MCC-Komplexe (schematisch). Links:
Komplexe mit einem, zwei, drei oder vier biotinylierten MHC-MCC-
Resten. Rechts: ein Modell der Aktivierung von TCRs durch Bindung
des Liganden hKchster Valenz.
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gen, bei denen funktionalisierte K�gelchen als multivalente
Liganden eingesetzt wurden, gingen daher von einer Beteili-
gung des CD28-Corezeptors an der Regulierung von Rezep-
torumgebung und Immunfunktion aus.

4.1.4. Bakterielle Chemorezeptoren

Um zu �berleben, m�ssen sich Bakterien zu N hrstoffen
hin und von Toxinen weg bewegen. Die bakterielle Chemo-
taxis wird durch ein gut charakterisiertes Signalsystem ge-
steuert, das die Erkennung von N hrstoffen und Toxinen zur
Aufgabe hat.[220–222] F�nf Arten membrangebundener Che-
morezeptoren (MCPs) vermitteln die Chemotaxis in Esche-
richia coli. Jede MCP-Art ist zust ndig f�r die Entdeckung
einer Untermenge niedermolekularer Substanzen oder an-
derer Reize und die folgende Chemotaxisausl1sung. Um mit
einer angemessenen Bewegung zu reagieren, m�ssen die
Bakterien Signale von unterschiedlichen Quellen integrieren
und in eine stimmige Antwort umsetzen. Da die Reaktionen
von Stimuli ausgel1st werden, die in sehr niedriger Konzen-
tration vorliegen, ist zudem eine erhebliche Signalverst r-
kung erforderlich.[223–225]

.ber den Mechanismus, mit dem Bakterien chemotakti-
sche Signale verst rken und integrieren, wird schon lange
ger tselt. Einer aktuellen Hypothese zufolge wird die Sig-
nalverst rkung durch Kommunikation zwischen den Rezep-
toren erzielt.[26,54,60,226,227] Interessanterweise befinden sich die
MCPs im Zellinneren: Sie sind bei Escherichia coli und an-
deren Bakterienarten an den Zellpolen konzentriert.[39,228]

Diese Organisation von Chemorezeptoren wurde als ent-
scheidend f�r die Signaltransduktion angesehen. Neuere
Experimente mit synthetischen multivalenten Liganden und
andere Ans tze st�tzen diese Sichtweise; sie deuten an, dass
die Kommunikation zwischen homologen und heterologen
MCPs innerhalb des Chemorezeptorfelds die chemotakti-
schen Reaktionen bestimmt.[46,54,60,62,229–231]

Zun chst wurden multivalente Lockstoffe hergestellt, die
die Chemorezeptoren in Aggregaten zusammenf�hren. Mit-
hilfe von ROMP (ring1ffnender Metathesepolymerisation)
wurden multivalente Liganden mit einer ausreichenden Zahl
chemotaktischer Kohlenhydratreste synthetisiert (ca. 25
Monomereinheiten), um MCPs zu mikroskopisch erkennba-
ren Aggregaten zusammenzuballen. Diese Knderung in der
Rezeptorumgebung beeinflusste die Signaltransduktion
durch dieMCPs: Liganden, die zurMCP-Aggregation f�hren,
aktivieren auch die Chemotaxis (Abbildung 9). Mithilfe einer
Fluoreszenzsonde ließ sich zeigen, dass multivalente Ligan-
den mit Galactose-Einheiten den Galactose-spezifischen
Rezeptor Trg aggregieren. .berraschend war, dass sie auch
den Serin-spezifischen Rezeptor Tsr aggregierten, obwohl Tsr
nicht an Galactose bindet. Vermutlich wird der Rezeptor in-
folge Wechselwirkungen mit anderen Chemorezeptoren ein-
gelagert. Es sind also auch Wechselwirkungen zwischen ver-
schiedenen Typen von Chemorezeptoren zu ber�cksichtigen.

Hinweise auf Effekte der Chemorezeptor-Chemorezep-
tor-Wechselwirkungen auf die Funktion lieferte eine Unter-
suchung zu Auswirkungen der Rezeptorzusammenlagerung
auf das Ausgangssignal. Dazu wurden die Chemorezeptoren
durch ein multivalentes Galactosederivat aggregiert. Nach-

dem die Bakterien den multivalenten Lockstoff gebunden
hatten, wurde der monovalente Lockstoff Serin zugegeben.
Unter diesen Bedingungen war die chemotaktische Reaktion
auf Serin 100- bis 1000mal st rker. Heterologe MCPs kom-
munizieren demnach miteinander und verst rken und inte-
grieren chemotaktische Signale. Die N he unterschiedlicher
Rezeptortypen zueinander ist entscheidend f�r die Signal-
verst rkung. Ein einzelner Rezeptor reicht also nicht aus, um
eine bestimmte Verbindung zu registrieren – alle Chemore-
zeptortypen tragen zu einem genauen Nachweis und einer
angemessenen Signalverst rkung bei.

In Untersuchungen der Rezeptorumgebung bei der Che-
motaxis zeigt sich die Bedeutung multivalenter Lockstoffe:
Man kann mit ihrer Hilfe die Signaltransduktion auch dann
untersuchen, wenn eine Dimerisierung des Rezeptors erfor-
derlich ist. Knderungen in der Rezeptororganisation wurden
bei der Signaltransduktion f�r die Chemotaxis m1glicher-
weise deswegen nicht erwartet, weil die bekannten Lockstoffe
Monomere sind und die MCPs ohne Liganden als Dimere
vorliegen. Dennoch weisen Untersuchungen mit multivalen-
ten Liganden darauf hin, dass Ver nderungen in der Umge-
bung der MCPs die Signalverst rkung beeinflussen. Der
Einsatz dieser Liganden setzt keine genetische Manipulation
der Bakterien voraus: So k1nnen die Reaktionen, die der
multivalente Ligand ausl1st, direkt unter weitgehend phy-
siologischen Bedingungen in einem genetischen Wildtyp
analysiert werden. Diese Ergebnisse unterstreichen, dass
l1sliche multivalente Liganden mit definierter Struktur
wertvolle Sonden sind.

4.2. Rezeptororientierung

Viele Zelloberfl chenrezeptoren enthalten enzymatisch
aktive Dom nen, andere gehen Wechselwirkungen mit Pro-
teinen mit katalytischen Dom nen ein. Die Substrate dieser
enzymatischen Aktivit ten sind oft andere Signal�bertra-
gungsproteine. Die relative Orientierung von rezeptorasso-
ziiertem aktivem Zentrum und Substrat bestimmt den
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Abbildung 9. Untersuchung von Umgebungseffekten auf Rezeptoren
in der bakteriellen Chemotaxis mithilfe eines synthetischen multivalen-
ten Polymerliganden. Bei hinreichender Valenz des Liganden kann eine
Reorganisation der MCPs induziert werden, die eine SignalauslKsung
ermKglicht und die Bewegung des Bakteriums aktiviert.
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Umsatz; diese Enzymeffizienz beeinflusst ihrerseits die Sig-
naltransduktion.[225, 229,230,232] Es ist oft nicht klar, ob die Ak-
tivit t eines zusammengesetzten Signalkomplexes auf die
spezifische Orientierung der Rezeptoren innerhalb des
Komplexes zur�ckgeht oder einfach auf die Lokalisierung der
signal�bertragenden Komponenten.[233] Da multivalente Li-
ganden Rezeptoren in einer spezifischen Orientierung orga-
nisieren, k1nnen sie einen Beitrag dazu leisten, die Bedeu-
tung der Proteinorientierung in der Signalkaskade aufzukl -
ren.

4.2.1. G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)

Eine entscheidende Eigenschaft multivalenter Liganden
ist ihre F higkeit, mehrere Bindestellen an einem einzelnen
Rezeptor zu besetzen und somit den Chelateffekt zu nutzen
(Abbildung 5a).[176] Multivalente Liganden k1nnen daher mit
hoher funktionaler Affinit t wechselwirken, die �ber ago-
nistische oder antagonistische Wirkung entscheidet. K�rzlich
wurde ein niedermolekulares Dimer hergestellt, das gleich-
zeitig an zwei Stellen des Rezeptors f�r den Corticotropin-
Releasing-Faktor (CRFR-1) bindet. CRFR-1 ist ein GPCR,
der die Freisetzung von adrenocorticotropen Hormonen (z.B.
Testosteron) w hrend der Stressreaktion reguliert.[234]

Daraufhin wurde eine Reihe von Dimeren erzeugt, in
denen helicale und starre Linker unterschiedliche RE-Ori-
entierungen festlegten. Die Zugabe dieser Dimere zu CRFR-
1-exprimierenden Zellen l1ste die Freisetzung von Testoste-
ron aus. Eine starke Aktivierung wurde von Dimeren her-
vorgerufen, deren terminale REs in trans-Orientierung vor-
lagen. Liganden mit anderen Orientierungen waren bez�glich
der Freisetzung von Testosteron zehnmal weniger wirksam.
Die Experimente schließen zwar nicht aus, dass die beob-
achteten Unterschiede von ligandinduzierten Ver nderungen
der Rezeptoroligomerisierung herr�hren, doch liegt die Ver-
mutung nahe, dass sich die Orientierung der REs auf die
Aktivierung der Rezeptoren auswirken kann.[117,235]

4.2.2. ZAP-70

Liganden f�r die Untersuchung der Proteinorientierung
in assoziierten Signalkomplexen sind durch chemische Syn-
these zug nglich. Im vorherigen Beispiel bestimmte die re-
lative Orientierung der bindenden Einheiten eines multiva-
lenten Liganden seine F higkeit, ein Signal des Zielrezeptors
auszul1sen. Wenn ein multivalenter Ligand durch Rezeptor-
aggregation wirkt, sind die geometrischen Anforderungen an
die bindenden Epitope nicht so strikt. In den wenigen bisher
untersuchten Beispielen ist die Bildung eines Signalkomple-
xes oft wichtiger als die genaue Orientierung der Rezeptoren
innerhalb des Komplexes.[233,236] In .bereinstimmung hiermit
k1nnen dimere Liganden ein Signal �ber ZAP-70 ausl1sen,
das durch unterschiedliche RE-Orientierungen nur wenig
ver ndert wird.[107]

Die Kinase ZAP-70 wird von der T-Zelle f�r verschiedene
Signalfunktionen ben1tigt. Wenn die Orientierung von ZAP-
70 f�r seine Funktion von Bedeutung ist, sollten multivalente
Liganden, die diese Orientierung steuern, unterschiedlich
effizient bei der Aktivierung der T-Zellen sein. Zu diesem

Zweck wurden niedermolekulare dimere Liganden herge-
stellt, in denen identische REs durch Linker mit festgelegter
Konformation verkn�pft sind. Die Aktivit ten dieser CIDs
wurden getestet, indem man sie zu Zellen gab, die in der
Membran ein entsprechendes Bindeprotein (drei Kopien
FKBP, fusioniert mit der Myristoylierungsdom ne von v-Scr)
und ein ZAP-70-FKBP-Fusionsprotein trugen (Abbil-
dung 10). Wenn die CIDs an die Fusionsproteine binden und

diese aggregieren, k1nnen sie ZAP-70 an der Membran fi-
xieren. Alle synthetischen CIDs rekrutierten ZAP-70 und
aktivierten die Signalausl1sung. Zwar k1nnen große Knde-
rungen bei der Orientierung die ZAP-70-Signale beeinflus-
sen, die getesteten CIDs hatten diesbez�glich jedoch nur
einen geringen Effekt.

Die unterschiedlichen Ergebnisse mit CRFR-1 und ZAP-
70 lassen eine gewisse Plastizit t bei der Assoziation des Sig-
nalkomplexes erkennen: Wird das Signal durch dimere Li-
ganden ausgel1st, die verschiedene Positionen an einem Re-
zeptor besetzen, dann ist die Orientierung der REs vor-
dringlicher als wenn die Liganden nur die Rezeptorumgebung
ver ndern. Dies best tigten Experimente, in denen mit Fu-
sionsproteinen getestet wurde, ob verschiedene Assoziate
signalgebender Dom nen das Signal beeinflussen.[233, 236] Wie
bei ZAP-70 war die Orientierung verschiedener Signal-
dom nen viel weniger wichtig als ihre Einbindung in einen
Signalkomplex. Es wird sich zeigen, ob diese Befunde allge-
mein g�ltig sind.
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Abbildung 10. Der Einfluss der Orientierung auf die Kinasefunktion
von ZAP-70 wurde mit einer CID-Strategie untersucht. Gezeigt sind
die chemischen Strukturen der Dimerisierungsagentien FK1012,
FK1012H2 und FK1012Z. Diese Dimere prHsentieren die REs in drei
unterschiedlichen relativen Orientierungen, ihre ZAP-70-Aktivierung
war jedoch vergleichbar.
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4.3. St5chiometrische Zusammensetzung des Rezeptorkomplexes

Die Zahl der Rezeptoren in einem Komplex kann seine
biologische Aktivit t beeinflussen. F�r die Zelladh sion
sollte dieser Effekt besonders groß sein, da die funktionelle
Affinit t des Rezeptorfeldes direkt mit der Zahl an Rezeptor-
Ligand-Komplexen steigen sollte.[100] Auch die Signaltrans-
duktion kann empfindlich auf die Zahl der Rezeptoren im
Komplex reagieren; es ist allerdings schwierig, den Effekt
dieser Gr1ße auf die Signalweitergabe zu quantifizieren. Um
Zelladh sion oder Signalerzeugung zu untersuchen, k1nnen
multivalente Liganden hergestellt werden, die sich in der
Dichte und Zahl der REs unterscheiden und gezielt Aggre-
gate aus unterschiedlich vielen Rezeptoren aufbauen. Mit
dieser Strategie wurde der Einfluss der st1chiometrischen
Zusammensetzung auf die Rezeptorfunktion bestimmt.

4.3.1. B-Zell-Antigenrezeptoren

Der B-Zell-Antigenrezeptor (BCR) besteht aus einem
Proteinkomplex und ist an der Erkennung vonAntigenen und
der Erzeugung von Antik1rpern w hrend der erworbenen
Immunantwort beteiligt.[23, 85,237] Die Aktivierung der BCR-
vermittelten Funktionen muss streng reguliert werden, denn
eine �berschießende Aktivierung kann Autoimmunerkran-
kungen verursachen. Es ist daher wichtig, die Minimalanfor-
derungen f�r die BCR-vermittelte Aktivit t zu kennen. Syn-
thetische multivalente Liganden waren entscheidend an der
Untersuchung der Rolle der Antigenst1chiometrie f�r die
Aktivierung dieses Systems beteiligt.

In bahnbrechenden Arbeiten zum BCR-Signalsystem
nutzten Dintzis et al. und andere in den 1970er und 1980er
Jahren synthetische multivalente Liganden, um die Rolle der
Valenz f�r die B-Zell-Antwort zu untersuchen.[238–242] Die
Bindung eines multivalenten Antigens an den B-Zell-Re-
zeptor kann das Signal der B-Zelle ausl1sen. Um zu pr�fen,

wie die Valenz T-Zell-unabh ngiger Antigene die Antik1r-
perproduktion beeinflusst, wurdenmultivalente Ligandenmit
Polyacrylamid, Dextran, Carboxymethylcellulose oder Poly-
vinylalkohol als Ger�stpolymeren hergestellt.[243] Sie wurden
M usen injiziert, und die Effizienz der Antik1rperproduktion
wurde bestimmt. Unabh ngig von der Ger�ststruktur oder
dem Ausmaß der Polymerverzweigung hing die Immunoge-
nit t der Liganden jeweils streng von der RE-Zahl ab. Aus
diesen Daten leiteten die Autoren ab, dass die Anzahl der
BCRs in einem Aggregat wesentlich f�r dessen Funktion ist.
Sie schlugen außerdem vor, dass die Besetzung von rund 12
BCRs f�r die Aktivierung der B-Zellen erforderlich ist. In
diesem komplexen System werden zwischen der Aktivierung
der B-Zelle und der Antik1rperproduktion viele Schritte
durchlaufen. Dennoch zeigt es, wie n�tzlich synthetische
multivalente Liganden f�r die Untersuchung grundlegender
biologischer Fragen sind.

4.3.2. L-Selectin

Die Migration von Leukocyten aus dem Blut in die lym-
phatischen Gewebe h ngt von der Funktion von L-Selectin
ab; L-Selectin vermittelt auch die Einwanderung von Leu-
kocyten in Entz�ndungsherde.[244] L-Selectin wird an der
Oberfl che der Leukocyten exprimiert und ist typischerweise
in Aggregaten an den Spitzen der zellul ren Mikrovilli lo-
kalisiert (Abbildung 11).[237,241–246] Die nat�rlichen Liganden
von L-Selectin sind Glycoproteine auf dem Endothel der
Blutgef ße.[247] Bindet L-Selectin an diese Liganden, so ver-
langsamt dies die Wanderung der Zellen durch die Gef ße
und erm1glicht eine feste Anheftung der Leukocyten an das
Endothel. Physiologische L-Selectin-Liganden tragen meist
zahlreiche Kopien von Derivaten des sulfatierten Sialyl-
Lewis-Antigens x (sLex); synthetische multivalente Verbin-
dungen mit diesen und verwandten Kohlenhydrat-Epitopen
haben sich ebenfalls als Selectin-Liganden bew hrt.[248–253] Die

Abbildung 11. Multivalente L-Selectin-Liganden ahmen die Glycoproteine der ZelloberflHche nach. A) L-Selectin, das auf Lymphocyten exprimiert
wird, bindet an Glycoproteine auf dem Endothel. Diese Wechselwirkung verlangsamt die Bewegung der Lymphocyten durch die GefHße und lKst
die proteolytische Freisetzung von L-Selectin aus. B) Multivalente Polymere, die sulfatierte Kohlenhydrate tragen, binden ebenfalls mehrere Kopien
von L-Selectin. Die folgende Rezeptoraggreagtion und proteolytische Abspaltung von L-Selectin stehen direkt in Beziehung zur Valenz des Poly-
mers, zur Anzahl gebundener L-Selectin-Proteine und zur AffinitHt der Wechselwirkung.
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Valenz sollte bedeutsam f�r die L-Selectin-Funktion in vivo
sein. In Experimenten mit synthetischen multivalenten Li-
ganden wurde daher die Bedeutung der Valenz und st1chio-
metrischen Zusammensetzung der Selectin-Ligand-Aggrega-
te f�r die L-Selectin-Erkennung untersucht.

Den Einfluss der st1chiometrischen Zusammensetzung
der Rezeptoraggregate auf die Regulierung der Adh sions-
funktion von L-Selectin zeigten Studien mit Liganden unter-
schiedlicher Valenz, die mithilfe von ROMP synthetisiert
worden waren.[254] Am Kettenende der Polymere wurde
�berdies ein Fluorophor angebracht, sodass es m1glich war zu
ermitteln, wieviele Kopien eines multivalenten Liganden an
L-Selectin-positive Zellen binden.[255] Beim Test dieser Ver-
bindungen stellte sich heraus, dass die Zahl der L-Selectin-
Kopien, die an ein multivalentes sulfatiertes Kohlenhydrat-
derivat binden, von dessen Valenz abh ngt (Abbil-
dung 11).[254] In  hnlicher Weise steht die funktionelle Affi-
nit t eines Liganden f�r Zellen, die L-Selectin tragen, in di-
rekter Beziehung zu seiner Valenz. Eine Steigerung von 35
auf 150Monomereinheiten erh1hte das Verh ltnis von 1.1 auf
fast 5 Kopien L-Selectin, und die funktionelle Affinit t der
Bindung stieg auf das Zehnfache. Folglich h ngt die Adh si-
onsst rke von L-Selectin von der st1chiometrischen Zusam-
mensetzung des Selectin-Ligand-Komplexes ab.

Die Polymere binden nicht nur L-Selectin, sondern f1r-
dern auch seine proteolytische Freisetzung oder Abspaltung
von der Zelloberfl che.[256,257] Das zellul re Signal scheint
wichtig zu sein, um die Freisetzung von L-Selectin auszul1-
sen:[165,258] M1glicherweise aktiviert die Aggregation von L-
Selectin die Signalkaskade, die zu seiner Spaltung f�hrt;
vielleicht beeinflussen auch physiologische Selectin-Liganden
die Konzentration von L-Selectin in vivo. All diese Ergeb-
nisse weisen darauf hin, dass das st1chiometrische Verh ltnis
der Wechselwirkung zwischen L-Selectin und seinen Ligan-
den die Adh sions- und Signalfunktion des Proteins ent-
scheidend lenkt.

5. Zusammenfassung und Ausblick

Zelloberfl chenrezeptoren vermitteln die lebenswichti-
gen Funktionen der Zelladh sion und der Signalausl1sung. In
diesen Rollen sind die Rezeptoren allerdings nur selten als
isolierte Molek�le aktiv. Stattdessen wirken sie zusammen
mit anderen Verbindungen als Bestandteile makromoleku-
larer Assoziate h1herer Ordnung. Will man die Funktions-
weise dieserMultirezeptorkomplexe verstehen, so m�ssen die
Mechanismen aufgekl rt werden, die dem Zusammenwirken
in den Aggregaten zugrundeliegen. Multivalente Liganden
k1nnen dabei helfen, diese komplexen Beziehungen zu ent-
wirren. Da der Einsatz synthetischer multivalenter Liganden
komplement r zu anderen Methoden ist, lassen sich so neue
und wichtige Fragestellungen angehen.

.ber ihren Nutzen bei der Untersuchung von Rezeptor-
funktionen hinaus eignen sich synthetische multivalente Li-
ganden m1glicherweise auch als Therapeutika. Ihnen stehen
Bindungsmechanismen offen, die niedermolekularen Sub-
stanzen verschlossen sind. Whitesides, Collier und Mitarbei-
ter nutzten diesen Vorteil, um multivalente Liganden mit

Polyacrylamid-Ger�st als wirksame Inhibitoren des An-
thraxtoxins zu erhalten.[259] Der Erfolg dieser und weiterer In-
vivo-Anwendungen multivalenter Liganden[260, 261] deutet
darauf hin, dass sie nicht nur als Sonden f�r biologische
Vorg nge, sondern auch als therapeutische Wirkstoffe dienen
k1nnen. Abgesehen von ihrer Funktion als Inhibitoren
k1nnen multivalente Liganden auch Zelloberfl chenproteine
aggregieren und dadurch als Effektoren wirken. Man kennt
zwar viele niedermolekulare Inhibitoren, doch ist es meist
erheblich schwieriger, kleine Molek�le zu finden, die als
Aktivatoren wirken. Die F higkeit multivalenter Liganden,
Signaltransduktionswege zu aktivieren, l sst hoffen, dass sie
f�r komplement re therapeutische Anwendungen geeignet
sind.

Mit Multirezeptorkomplexen werden extrazellul re
Reize in angemessene Antworten der Zelle �bersetzt. Kom-
munikation und Koordination zwischen den Rezeptoren
verst rken, integrieren und verarbeiten die Signale. Um die
Funktion biologischer Systeme aufzukl ren, m�ssen diese
Vorg nge auf molekularer Ebene verstanden sein. Mithilfe
von monovalenten Liganden gelingt es zwar, solche Kom-
plexe zu trennen, doch man kann mit ihnen nicht die Be-
deutung der Komplexbildung untersuchen. Multivalente Li-
ganden regeln dagegen die Bildung von Multiproteinkom-
plexen und/oder die Lokalisierung solcher Aggregate inner-
halb der Zelle. Wir erwarten, dass solche Liganden, die wie
niedermolekulare Substanzen zeitlich begrenzt wirken, Ein-
blicke liefern, wie Proteinassoziation und/oder Proteinloka-
lisierung zellul re Antworten steuern.

In diesem Aufsatz haben wir einige Anwendungen syn-
thetischer multivalenter Liganden als Sonden vorgestellt.
Weitere Fortschritte bei der ziel- und diversit tsorientierten
Synthese werden neue multivalente Liganden f�r komplexere
biologische Fragestellungen liefern. Solche Untersuchungen
erfordern einenmultidisziplin ren Ansatz, der chemische und
biologische Konzepte verschmilzt und die molekularen Me-
chanismen zellul rer Systeme aufdeckt.

Eingegangen am 7. August 2005
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