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Selektive RGD-vermittelte Adhision von
Osteoblasten an Implantat-Oberflachen**
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Der unphysiologische Charakter synthetischer Werkstoffe
duBert sich oft in einer schlechten Integration dieser Materia-
lien nach Implantation in humanes oder tierisches Gewebe.
AbstoBungsreaktionen, mangelnde mechanische Stabilitét
der Biomaterial-Gewebe-Grenzschicht, Infektionen und Ent-
ziindungen sind unerwiinschte Folgen der unzureichenden
aktiven Wechselwirkung zwischen Implantat und angrenzen-
dem Gewebe und erfordern héiufig eine Revision des Implan-
tats. Durch Beschichtung von Knochenimplantaten mit inte-
grinspezifischen zellselektiven Molekiilen (Integrine sind
Glycoproteinrezeptoren der Zellmembran) soll die Grenz-
schicht durch eine integrinvermittelte Bindung derjenigen
korpereigenen Zellen an das Implantat induziert werden, die
durch Knochenumbauprozesse (,,tissue remodeling*) dessen
Integration in das Gewebe bewirken. Diese Prozesse erfor-
dern das abgestimmte Zusammenspiel von knochenbildenden
Osteoblasten und knochenresorbierenden Osteoklasten, de-
ren Aktivititen sich in einem natiirlichen Gleichgewicht
befinden.! Das Implantat kann einerseits mit den vollstin-
digen natiirlichen Adhésionsproteinen der extrazelluldren
Matrix beschichtet werden (Fibronektin, Vitronektin, Kolla-
gen),Z andererseits konnen auch diejenigen kurzkettigen
Peptidsequenzen verwendet werden, die die entsprechende
adhésionsvermittelnde Aktivitdt (z.B. die Sequenz Arg-Gly-
Asp (RGD)) enthalten.B1 Hier berichten wir iiber eine neue,
optimierte Methode der Beschichtung, bei der integrinspezi-
fische Peptidliganden verwendet und kovalent an Polyme-
thylmethacrylat (PMMA), ein iibliches Implantatmaterial,
gebunden werden. Wir zeigen, daf3 diese Oberfldchen inte-
grintragende Osteoblasten binden, diese zur Proliferation
anregen und so die natiirliche Geweberegeneration induzie-
ren (Abbildung 1).

Als Integrinliganden verwendeten wir das fiir den «,f35- und
den a,fs-Rezeptor hochselektive Cyclopeptid ¢(-RGDfX-),
das als Gruppe X ein Lysin (K) hat (f = b-Phenylalanin)['*-15]
und an das ein beziiglich der Lange optimierter Spacer und
Acrylsdure als Ankergruppe fiir die Beschichtung von
PMMA-Formkorpern gekniipft sind. Wesentlich und fiir die
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Abbildung 1. Durch a,fs-Integrin-Antagonisten vermittelte Adhésion von
Osteoblasten an PMMA-Oberflachen.

die praktische Anwendung wichtig ist, dal das Pentapeptid
mit D-Phenylalanin in Nachbarschaft zur Bindungssequenz
RGD eine hohe Aktivitdt und die erforderliche Selektivitét
fiir o, im Vergleich zum Blutpléttchenrezeptor ay,5; aufweist,
so da bevorzugt Osteoblasten und nicht Blutplittchen
gebunden werden. Wir haben gezeigt, dal RGD-Peptide,
die diese Kriterien nicht erfiillen (z.B. lineare Peptide oder
auch cyclische Peptide mit der pD-Aminosdure in einer an-
deren Position des Cyclus), keine a,-Selektivitit und teilweise
auch nur eine geringe Aktivitit aufweisen.['! 14

In orientierenden Untersuchungen haben wir c(-RGDfK-)
iiber einen N-Succinylcysteamid-Linker ( — Thiolpeptid A)!!
und einen 3-Sulfanylpropionséure(3-Mercaptopropionsiure)-
Linker ( — Thiolpeptid B)!'*] und Maleinimid an mit Rinder-
serumalbumin (bovine serum albumin, BSA) modifizierte
Oberflichen gebunden und die Adhidsion verschiedener
Osteoblastenkulturen untersucht (primdre Human-Osteobla-
sten, primidre Human-Osteoprogenitorzellen, primére Rat-
ten-Osteoblasten und MC3T3H1-Maus-Osteoblasten).!']
Durch Immunfluoreszenzfirbung mit integrinspezifischen
Antikorpern haben wir nachgewiesen, daf3 alle untersuchten
Osteoblastenkulturen a,fs- sowie a,fB;-Integrin exprimieren.
Alle untersuchten Osteoblastenkulturen binden an die mit
c(-RGDfK-) beschichteten Oberflichen, nicht jedoch die
Kontroll-Zellinie M21L, die weder a,f;- noch a,fs-Integrin
exprimiert (Abbildung 2).
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Abbildung 2. Abhingigkeit der Zellanhaftungsrate X verschiedener Osteo-
blastenkulturen von der Konzentration des Thiolpeptids A (c¢) in der
Beschichtungslosung. M21L-Zellen, die weder a,f5- noch a,fs-Integrin
exprimieren (Negativkontrolle), konnen nicht an die Oberfléche binden.
A: primdre Human-Osteoblasten, *: primdre Human-Osteoprogenitorzel-
len, o: primédre Ratten-Osteoblasten, o: MC3T3H1-Maus-Osteoblasten,
ot humane Melanomzellen (M21L).
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Die Osteoblastenbindung erfolgt also iiber a,fs- und tiber
a,Bs-Integrin, wobei ¢(-RGDfK-) an beide Rezeptoren bin-
det.' 2 Adhirierte Zellen kénnen durch Zugabe von
gelostem c(-RGDfK-) wieder abgelost werden. Das Negativ-
kontrollpeptid c(-RSADfK-) (Kontroll-Thiolpeptid), bei dem
aufgrund einer einzigen eingeschobenen Methylengruppe am
Glycinrest ($-Alanin) die Bindung an Integrine vollstindig
unterbleibt, bewirkt keine Zelladhdsion der Osteoblasten
(Abbildung 3). Dies sind zusétzliche Beweise dafiir, da3 die

X! %
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Abbildung 3. Zellanhaftungsrate X von MC3T3H1-Maus-Osteoblasten in
Abhingigkeit von der Peptidkonzentration c in der Beschichtungslosung.
Getestet wurden folgende Thiolpeptide: Thiolpeptid A (o), Thiolpeptid B
(o), Thiolpeptid C (*), Kontroll-Thiolpeptid (2). A und B weisen
c¢(-RGDfK-) als hochaktiven und selektiven Integrin-Antagonisten auf, C
dagegen c(-RGDEv-); das Kontroll-Thiolpeptid enthélt S-Alanin statt
Glycin und ist inaktiv.

hier auftretende Zelladhésion auf Integrin-RGD-Peptid-
wechselwirkungen beruht. Ein Vergleich zweier unterschied-
licher Spacervarianten des Liganden ¢(-RGDfK-) (Thiolpep-
tide A und B) mit dem von Delforge et al. synthetisierten
Peptid ¢(-RGDEv-) (Thiolpeptid C) zeigt eine deutlich
gesteigerte Zelladhésion fiir den ¢(-RGDfK-)-Liganden (Ab-
bildung 3).

Zur Beschichtung von PMMA-Oberflichen mit
c(-RGDfK-) wird das Peptid iiber einen Spacer an Acrylsiure
als Ankergruppe gebunden und durch radikalische Polyme-
risation mit dem PMMA-Formkorper verkniipft.!'s! Offenbar
sind freie Doppelbindungen des Polymers fiir diese Ankniip-
fung ausreichend.

Zunichst wurde das RGD-Peptid mit dem Linker 10! fiir
die Beschichtung eingesetzt. Da an derartig beschichtete
Oberflichen keine Osteoblasten binden (Abbildung 4), wur-
den RGD-Peptide mit den lingeren Linkern 2, 3 und 4,2 die
sich in ihren hydrophilen/hydrophoben Eigenschaften unter-
scheiden, synthetisiert und zur Beschichtung eingesetzt. Alle
drei AcrylpeptideP! stimulieren die Osteoblasten-Adhésion
an die beschichteten Oberflichen, ohne daf3 dabei signifikan-
te Unterschiede im Adhésionsverhalten feststellbar sind
(Abbildung 4). Dies ist ein Hinweis darauf, daB fiir eine
effektive integrinvermittelte Zelladhésion an Oberfldchen ein
Mindestabstand von ca. 3.5 nm zwischen Ligand und Ober-
fliche vorliegen muf. Wie erwartet, steigt die prozentuale
Zelladhisionsrate (Verhiltnis der Zahl der adhérierten Zel-
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Abbildung 4. Zellanhaftungsrate X von MC3T3H1-Maus-Osteoblasten in
Abhingigkeit von der Peptidkonzentration c¢ in der Beschichtungslosung.
Getestet wurden vier verschiedene Acrylatpeptide, die ¢(-RGDfK-) als
Integrin-Antagonisten aufweisen und sich nur beziiglich der Spacer 1-4
unterscheiden. *: Acrylatpeptid 1, o: Acrylatpeptid 2, o: Acrylatpeptid 3,
A: Acrylatpeptid 4. Der Spacer 1 ist zu kurz fiir eine effektive Osteo-
blasten-Adhision.

len zur Gesamtzahl der Zellen x 100) mit zunehmender
Ligandendichte an der Oberfldche an. Selbst bei einer in
diesen Experimenten verwendeten relativ groflen Zahl
suspendierter Zellen (50000 pro cm? Oberfléiche) binden alle
Zellen an die Oberfliache: Es werden also Zelladhésionsraten
bis zu 100 % erreicht (Abbildung 5). Die adhirierten Zellen
waren so fest gebunden, daf3 sie weder durch Waschen noch
durch mechanisches Schiitteln von der Oberfliche entfernt
werden konnten.

In einer 22 Tage dauernden Untersuchung wurden die
Osteoblasten, die an mit RGD-Peptid beschichtete PMMA-
Oberflichen anhafteten, bei unterschiedlicher Ligandendich-
te an der Oberfliche zur Zellproliferation stimuliert: Die
Zahl der an der Oberflidche proliferierenden Zellen erhohte
sich innerhalb dieses Zeitraums ungefdhr um den Faktor 10.
Als Vergleich diente die unbeschichtete PMMA-Oberfldche
(Abbildung 6).?21 Damit scheint es mdglich, eine vollstindige
Oberflichenbelegung zu erreichen und einen natiirlichen
Ubergang vom Material zum Gewebe herzustellen.

Anhand der vorliegenden Ergebnisse konnten zellfreie und
bioaktive Implantate entwickelt werden, die die biologische
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Abbildung 5. Lichtmikroskopische Aufnahme adhérierter MC3T3H1-
Maus-Osteoblasten (dunkel) an unbeschichtete (oben) und mit dem
Acrylatpeptid 3 (enthilt den Spacer 3) beschichtete PMMA-Knochenze-
ment-Formkorper (unten). Die Peptidkonzentration ¢ in der Beschich-
tungslosung betrug 100 uM. Das untere Foto ist fiir die gesamte beschichtete
Oberfldche représentativ; auf dem oberen Foto ist die einzige Stelle auf der
gesamten unbeschichteten Oberfldche erkennbar, an der in geringem Maf}
Zelladhision auftrat.
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Abbildung 6. Abhingigkeit der Zellzahl PMMA-adhérierter MC3T3H1-
Maus-Osteoblasten von der Kulturdauer (stimulierte Proliferation) bei
verschiedenen Peptidkonzentrationen ¢ (Acrylatpeptid 3) in der Beschich-
tungslosung. *: 100 uMm, o: 1 uMm, o 0.01 um Acrylatpeptid 3. Als Vergleich
diente die unbeschichtete Kontrolloberfliche (2).

Information zur selektiven Aktivierung derjenigen Zielzellen

tragen, die bestimmte Geweberegenerationsprozesse durch-
fiihren sollen.
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3J(H,H) =7 Hz, 2H; CH,~CON), 1.75-1.27 (m, 6 H; (CH,),).

[21] Die Kupplung der Linker 1-4 an das Peptid wurde mit 1-(3-
Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimidhydrochlorid (EDCI-
HCI) in DMF durchgefiihrt, die Arg- und Asp-Schutzgruppen wurden
mit 95% Trifluoressigsdure abgespalten, die Acrylpeptide wurden
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durch préparative HPLC gereinigt. Die Verbindungen wurden 'H-
NMR-spektroskopisch (250 MHz) sowie durch HPLC-MS-Messun-
gen charakterisiert, wobei die erwarteten NMR- und Massenspektren
erhalten wurden.

[22] Die Proliferation der Zellen wurde mit dem WST-1-Verfahren
nachgewiesen: J. A. Cook, J. B. Mitchell, J. Immunol. Methods 1983,
65, 55-63.
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