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Abstract: Um die mit der Zelladh�sion zusammenh�ngenden
molekularen Signalwege aufzukl�ren, bieten synthetische
Zellen den einzigartigen Vorteil eines gut kontrollierten Mo-
dellsystems mit reduzierter molekularer Komplexit�t. In der
vorliegenden Arbeit zeigen wir, dass Liposome mit rekonsti-
tuiertem Blutpl�ttchenintegrin aIIbb3 als adh�sionsvermitteln-
des Transmembranprotein fîr ein funktionales, minimales
Zellmodell dienen kçnnen, um zellul�re Adh�sionsmechanis-
men in einer definierten Umgebung zu studieren. Die Wech-
selwirkung dieser synthetischen Zellen mit unterschiedlichen
extrazellul�ren Matrixproteinen wurde mithilfe der Quarz-
kristallmikrowaage mit Dissipationsanalyse (QCM-D; quartz
crystal microbalance with dissipation monitoring) untersucht.
Die Daten zeigten, dass Integrin funktionell in die Lipidvesikel
inkorporiert wurde, wodurch die integrinspezifische Adh�sion
der hergestellten Liposome auf mit Fibrinogen (Fg) und Fi-
bronektin (Fn) funktionalisierten Oberfl�chen mçglich war.
Anschließend konnte das Ablçsen der Integrin-Liposome von
diesen Oberfl�chen bei Zugabe des Peptids GRGDSP einge-
leitet werden. Effizienter erfolgte das Ablçsen mit unserem neu
synthetisierten Peptidmimetikum SN529, das spezifisch Inte-
grin aIIbb3 blockiert.

Die Zelladh�sion ist ein fundamentaler Prozess, der fîr die
Entwicklung und Funktionalit�t multizellul�rer Organismen
von entscheidender Bedeutung ist. Neuere Untersuchungen
haben ergeben, dass das koordinierte Verhalten von Gewe-
bezellen, dazu z�hlen Proliferation, Migration und Differen-
zierung, zeitlich und r�umlich îber Zell-Zell- und Zell-EZM-
Adh�sionsstellen reguliert wird (EZM = Extrazellul�rma-
trix). Von den verschiedenen Arten der Zelladh�sion spielt

die Familie der Adh�sionsintegrine eine zentrale Rolle bei
der Gewebephysiologie.[1] Die Funktion und Signalweiterlei-
tung dieser transmembranen Proteine wurde bereits aus-
fîhrlich in lebenden Zellen untersucht.[2] Ihre Wechselwir-
kung wird haupts�chlich durch molekulare Crowding-Effekte
gesteuert, die von komplexen Wechselwirkungen zwischen
dicht gepackten intrazellul�ren Makromolekîlen herrîh-
ren.[3] Daher sind Lipidvesikel ideale Kandidaten Modell-
systeme fîr die Untersuchung zellul�rer Adh�sionsmecha-
nismen in einer sph�rischen, zell�hnlichen Einheit mit
dichtgepackten Proteinen des Zelladh�sionskomplexes.

In den letzten Jahren wurden unterschiedliche Proteine
des fokalen Adh�sionskomplexes in Lipidvesikel eingebaut,
um damit die molekulare Beschaffenheit der Zelladh�sion
biophysikalisch und biochemisch zu erkl�ren.[5] Im Einzelnen
wurde Integrin aIIbb3 aus Blutpl�ttchen in kleinen Liposomen
mithilfe der Detergens-Dialyse-Methode rekonstituiert.[6]

Die biologische Aktivit�t des rekonstituierten Integrins aIIbb3

wurde durch Fg-Bindungsassays best�tigt.[7] Im Allgemeinen
kann Integrin durch die Zugabe von zweiwertigen Ionen, die
in der extrazellul�ren Dom�ne der b-Untereinheit binden[2b,8]

aktiviert werden, selbst wenn keine intrazellul�ren Bin-
dungspartner des Adh�soms (z.B. Talin) vorhanden sind,[9]

z. B. in synthetischen Zellsystemen mit rekonstituierten In-
tegrinen.[15]

Die Quarzkristallmikrowaage mit Dissipationsanalyse
(QCM-D) ist eine leistungsstarke markerfreie Technik, um
die Adh�sion von Lipidvesikeln zu verfolgen. Dabei wird die
adsorbierte Masse in Echtzeit gemessen und die viskoelasti-
schen Eigenschaften der adh�rierten Schicht kçnnen analy-
siert werden.[16] Außerdem erleichtert der stete Durchfluss
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das Spîlen mit Puffern und die Hinzugabe von Inhibitoren. In
den vergangenen Jahren wurde die Immobilisierung von
reinen Liposomen auf unterschiedlichen Kristallbeschich-
tungen ausfîhrlich untersucht.[17] Mithilfe von QCM-D-Ex-
perimenten wurden auch die Mechanismen des Vesikelplat-
zens und deren Transformation zu substratgestîtzten Lipid-
doppelschichten (SLBs; supported lipid bilayers) analy-
siert.[18] Die diesem Prozess zugrundeliegende Kinetik h�ngt
von vielen Parametern ab, wie z. B. Vesikelgrçße,[17e,19]

Oberfl�chenchemie,[17e] Temperatur,[17e, 20] Lipidladung,[21] os-
motischer Druck,[17e, 22] Membranfluidit�t,[17b] elektrostatische
Wechselwirkungen und das Vorhandensein von Calciumio-
nen.[23] In Kombination mit QCM-D haben Ellipsometrie,
Oberfl�chenplasmonenresonanzmessungen, Kraft- und
Fluoreszenzmikroskopie dazu beigetragen, zahlreiche Er-
kenntnisse îber Vesikeladh�sion und SLB-Bildung zu ge-
winnen.[17a, 21,23, 24]

Aufgrund ihrer vielseitigen Anwendungsmçglichkeiten ist
die QCM-D die erste Wahl fîr die Analyse verschiedener
molekularer Erkennungsprozesse. So wurde diese Methode
angewendet, um die physikalisch-chemischen Eigenschaften
von Hyaluronfilmen auf SLBs zu untersuchen, die als Mo-
dellsystem fîr perizellul�re Zuckerhîllen dienen.[25] Die
molekulare Erkennung zwischen biotinylierten Liposomen,
die Integrine simulieren, und mit Avidin beschichteten Kris-
tallen, die die EZM simulieren, wurde ebenso mit QCM-D

erforscht.[17d] Wir pr�sentieren hier die erste Studie îber die
synthetische Adh�sion von mit Integrin funktionalisierten
Liposomen und deren Modulation durch spezifisch lçsliche
Inhibitoren mithilfe von QCM-D und SiO2-Sensoren, die mit
verschiedenen EZM-Proteinen beschichtet wurden. Dabei
zeigte das neu synthetisierte Peptidmimetikum SN529 (siehe

Abbildung 1. a) Frequenz- und Dissipationsaufzeichnungen fír Liposome auf SiO2-Sensoren. Nach einem Waschschritt von 90 Minuten (Schritt I)
wurden die Liposomen und Integrin-Liposomen fír 3.5 Stunden auf die Sensoren geladen (Schritt II), gefolgt von einem 30-minítigen zus�tzli-
chen Waschschritt (Schritt III). b) Schematische Darstellung von intakten Integrin-Vesikeln und der Bildung von SLB aus reinen Liposomen. Es
kann gut sein, dass auch gegens�tzlich orientierte Integrine sich in den Liposomen rekonstituieren. Da sie zur Adh�sion nicht beitragen, haben
wir sie in die schematischen Darstellungen im Manuskript nicht eingezeichnet. c,d) ÷nderung der Viskoelastizit�t bei Anbindung der c) Integrin-
Liposomen und d) reinen Liposomen. Der Farbcode in (c) und (d) stellt die Zeitabh�ngigkeit dar.

Tabelle 1: QCM-D-Bindungsstudien von Liposomen, Integrin-Liposo-
men und verschiedenen EZM-Proteinen an SiO2-Sensoren.

Proteinbeschichtung[a] Proteinbindung
Df [Hz] DD [10¢6]

1. Liposome ¢27�3 0.49�0.09
2. Integrin-Liposome ¢125.1�0.4 35.89�0.11
3. Fg ¢98.8�2.2 3.46�0.06
4. Fn ¢74.3�2.2 3.04�0.07
5. Col ¢151�4 34�1

[a] 1. Reine Liposomen erzeugten Frequenz- und Dissipationssignale, die
charakteristisch fír die Bildung von SLBs sind. 2. Integrin-Liposome
fíhrten zu einem Frequenzríckgang und einer großen Ver�nderung der
Dissipation, was darauf hinweist, dass diese Vesikel intakt blieben. 3.–5.
Df und DD nachdem SiO2-Sensoren mit verschiedenen EZM-Proteinen
(Fg, Fn, Kollagen Typ I (Col)) 2.5 Stunden lang beschichtet und noch
30 Minuten lang gewaschen wurden. Frequenzríckgang und Dissipati-
onsanstieg deuten auf eine erfolgreiche Bindung der EZM-Proteine an
die SiO2-Sensoren hin.
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SI) eine hçhere Aktivit�t gegen-
îber Blutpl�ttchenintegrin aIIbb3 im
Vergleich zu RGD-Peptiden.

Zuerst verglichen wir die
Wechselwirkung von Integrin-Li-
posomen und nicht funktionalisier-
ten („reinen“) Liposomen mit SiO2-
beschichteten Sensoren (Abbil-
dung 1 und Tabelle 1).[21, 23,26]

Sowohl reine Liposomen als auch
Integrin-Liposomen zeigten direkt
nach der Injektion eine starke Bin-
dung an die SiO2-Sensoren, wie aus dem jeweiligen Fre-
quenzrîckgang und Dissipationsanstieg ersichtlich ist (siehe
Abbildung 1a). Nach ca. 30 Minuten erreichte die Reso-
nanzfrequenz des reinen Liposomenkanals ein Minimum und
stieg dann wieder an, verursacht durch die Freisetzung von
eingeschlossenem w�ssrigem Puffer, um einen stabilen Wert
von Dffinal =¢27� 3 Hz zu erreichen (Tabelle 1). Das zuge-
hçrige Dissipationssignal zeigte eine �hnliche, jedoch weniger
ausgepr�gte entgegengesetzte Reaktion. Die Signalver�nde-
rungen weisen darauf hin, dass reine Liposomen aufgrund
ihrer unzureichenden mechanischen Stabilit�t platzten und
einen SLB bildeten wie in Abbildung 1 dargestellt. Dagegen
resultierte die Bindung von Integrin-Liposomen auf SiO2-
Sensoren in einem stetigen Frequenzrîckgang und Dissipa-
tionsanstieg (Tabelle 1). Diese Beobachtung deutet darauf
hin, dass die Integrin-Liposomen auf den SiO2-Sensoren
intakt blieben. Beim nachfolgenden Waschen erhçhte sich die
Frequenz wieder leicht und die Dissipation verringerte sich,
was darauf hindeutet, dass Integrin-Liposomen nur unspezi-
fisch an SiO2 binden und sich wieder lçsen, wenn Puffer
hinzugefîgt wird. Im Gegensatz dazu ließen sich die von
reinen Liposomen gebildeten SLBs nicht wieder entfernen.

Gem�ß dem Modell von Sauerbrey fîr die Adh�sion von
starren dînnen Schichten gibt es eine lineare Beziehung
zwischen dem Frequenzrîckgang (¢DF) und der Zunahme
der Masse pro Einheitsfl�che (Dm/A).[27] Da dieses Modell
nicht fîr weiche organische Schichten entwickelt wurde, dient
es nur als N�herung in unserem synthetischen Zellmodell.
Jedoch lassen sich mithilfe der DD/Df-Diagramme die Kon-
formations�nderungen der adh�rierten Schichten identifizie-
ren.[28] Abbildung 1c und d zeigen die DD/Df-Analyse fîr
Integrin-Liposomen und reine Liposomen auf unbeschichte-
ten SiO2-Sensoren. Bei den Integrin-Liposomen ergab sich
eine fast lineare Relation nach der øquilibrierungsperiode,
was anzeigt, dass die Liposomen auf den SiO2-Sensoren nicht
platzten. Dagegen konnte fîr reine Liposomen eine Umkehr
des Kurvenverlaufs festgestellt werden, der die SLB-Bildung
best�tigt. Somit ermçglichte die Rekonstitution von Integrin
in intakte Liposomen die weitergehende Untersuchung ihrer
Adh�sion an verschiedenen EZM-Proteine.

Der experimentelle Aufbau der QCM-D-Adh�sionsun-
tersuchungen ist schematisch in Abbildung 2a dargestellt.
Zuerst wurde der SiO2-Sensor des QCM-D-Ger�ts mit Fg, Fn
oder Col beschichtet, wobei die Frequenz- und Dissipations-
�nderungen aufgezeichnet wurden (Abbildung 2b,c,d und
Tabelle 1). Aus diesen Daten lassen sich mit den Sauerbrey-
und Voigt-Modellen jeweils die untere Grenze der Schicht-

dicke und die viskoelastische Dicke der Proteinbeschichtun-
gen (Tabelle S1 in den Hintergrundinformationen) ermitteln.
In allen F�llen betrug die Dicke mehr als 10 nm, was die volle
Bedeckung des SiO2-Sensors anzeigt (Tabelle S1). Dynami-
sche Lichtstreuungsmessungen ergaben einen durchschnittli-
chen Durchmesser von 100 bis 200 nm fîr reine Liposomen
und Integrin-Liposomen. Mit diesen Liposomen und reinem
Integrin untersuchten wir die Bindung an Fg-, Fn- oder Col-
beschichtete SiO2-Sensoren (Abbildung 2b,c,d; Tabelle 2).

Im Fall der Fg-Beschichtungen fîhrten die reinen Lipo-
somen nur zu einem geringfîgigen Anstieg der Frequenz und
einer sehr stabilen Dissipation. Die Bindung von Integrin
resultierte in einem Frequenzrîckgang und einem Anstieg
der Dissipation. Bei den Integrin-Liposomen konnte der
st�rkste Frequenzrîckgang und Dissipationsanstieg ver-
zeichnet werden. In �hnlicher Weise verursachte die Zugabe
von reinen Liposomen auf mit Fn beschichtete Oberfl�chen
nur geringfîgige Ver�nderungen der Frequenz- und Dissipa-
tionssignale. Die Bindung von Integrin und Integrin-Liposo-
men an diese Oberfl�chen ergab einen Rîckgang der Reso-
nanzfrequenz und einen Dissipationsanstieg, aber weniger
ausgepr�gt als bei den Fg-Beschichtungen. Diese Signalmes-
sungen zeigen, dass Integrin-Liposomen und reines Integrin
sehr gut an Fg- und weniger gut an die Fn-Beschichtungen
binden, wogegen bei den reinen Liposomen in beiden F�llen
keine Bindung stattfand. Bei den Fg-Beschichtungen ist auch
bemerkenswert, dass die gemessenen Signale mit reinem In-
tegrin ca. die H�lfte der Signalst�rke der Integrin-Liposomen
ausmachen (Tabelle 2). Wenn man bedenkt, dass das letztere
Signal zum îberwiegenden Teil eingeschlossenes Wasser
enth�lt, liegt es nahe, dass sehr viel weniger Bindungsstellen
von den Liposomen besetzt sind als von den Integrinen in
Lçsung. Mçglicherweise bleiben die Integrin-Liposomen
aufgrund ihrer polyvalenten Wechselwirkung îber mehrere
Stunden auf den Oberfl�chen haften.

Im Gegensatz zu Fn und Fg hat Col keine Bindungsstellen
fîr Integrin aIIbb3. Wie in Abbildung 2 dargestellt, gab es nur
eine geringe Ver�nderung in der Resonanzfrequenz und dem
Dissipationssignal, wenn reines Integrin oder Integrin-Lipo-
somen auf die mit Col beschichteten SiO2-Sensoren geladen
wurden. Diese Beobachtung unterscheidet sich nur gering-
fîgig von den Ergebnissen fîr reine Liposomen auf Fg und Fn
und best�tigt unsere Annahme, dass Integrin-Liposomen
oder reines Integrin nicht spezifisch an Col binden.

Außerdem wurde die spezifische Bindung von Integrin-
Liposomen an mit Fg und Fn beschichtete Sensoren mittels
Analyse der DD/Df-Kurven charakterisiert (Abbildung 2e,f).

Tabelle 2: Maximales DF und DD des reinen Integrins, Liposomen und Integrin-Liposomen auf ver-
schiedenen EZM-Beschichtungen.[a]

Protein- Reines Integrin Liposomen Integrin-Liposomen
beschichtung Df [Hz] DD [10¢6] Df [Hz] DD [10¢6] Df [Hz] DD [10¢6]

Fg ¢73.6�0.1 6.78�0.04 4.93�0.15 0.14�0.04 ¢153.34�0.09 23.20�0.04
Fn ¢38.84�0.14 4.53�0.03 ¢0.02�0.08 0.17�0.03 ¢60.79�0.15 19.69�0.04
Col ¢5.1�0.2 0.32�0.09 ¢4.9�0.2 0.23�0.07 ¢4.5�0.2 ¢0.41�0.08

[a] Die Frequenz- und Dissipations�nderungen wurden bestimmt durch Subtraktion des Mittelwerts
w�hrend der letzten 5 Minuten des Waschschritts mit Puffer bevor die Proben hinzugefígt wurden
(Schritt III) und des allerletzten Waschschritts mit Puffer (Schritt V). Die Fehler stellen die Summe
beider Standardabweichungen dar.
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Bei beiden Proteinbeschichtungen ergab sich eine lineare
Relation. Im Fall von Fg (siehe Abbildung 2e) teilten wir die
lineare Anpassung in zwei Teile, da wir einen Wechsel in der
Viskoelastizit�t von geringer Bedeckung (grîne Linie) zu
dicht gedr�ngten Liposomen auf der Oberfl�che (blaue Linie)
beobachteten, wodurch bei zunehmender Vesikelbedeckung
weniger Raum fîr seitliche Bewegungen auf dem oszillie-
renden Sensor bleibt.[18a] Die beobachtete lineare Relation
zwischen gebundener Masse und Dissipation nach der
øquilibrierungsphase untermauert, dass die Liposomen nicht
platzten oder einen SLB auf dem Fg bildeten. Wenn Integrin-
Liposome an Fn adh�rierten, ergab sich eine lineare DD/Df-
Abh�ngigkeit (Abbildung 2 f). Da die Frequenz- und Dissi-
pationswechsel auf Fg hçhere Werte erreichen als auf Fn,

kann davon ausgegangen werden, dass die Integrin-Liposo-
men auf den Oberfl�chen dichter gepackt sind. Dies kçnnte
eine Umordnung und Deformation der Liposomen zur Folge
haben, was die beobachtete zeitliche Ver�nderung der
DD/Df-Ordnung auf Fn erkl�ren wîrde.

Des Weiteren analysierten wir, wie das Adh�sionsver-
halten unserer Zellmodellsysteme bei der QCM-D-Analyse
moduliert werden kçnnte. Zun�chst untersuchten wir die
Wirkung freier Inhibitoren in Lçsung auf die Adh�sion von
Integrin-Liposomen auf mit Fg beschichteten SiO2-Sensoren
(Abbildung 3a und b). Das Peptidmimetikum SN529 mit
einem IC = 30.8 nm wurde zum ersten Mal synthetisiert (siehe
Abbildung 3a und Hintergrundinformationen). Außerdem
wurde das RGD-Peptid GRGDSP mit einem IC> 1000 nm

Abbildung 2. a) Schematische Darstellung der Integrin-Liposomen wie sie íber proteinbeschichtete Sensoren in der QCM-D-Kammer gespílt
werden. b–d) Df und DD fír die Bindung von Liposomen, Integrin aIIbb3 und Integrin-Liposomen auf verschiedenen EZM-Proteinbeschichtungen.
Die ersten 40 Minuten floss Puffer A mit MnCl2 und MgCl2 íber die Sensoren (Schritt I). In den n�chsten 2.5 Stunden wurde eine Lçsung mit
50 mgmL¢1 b) Fg, c) Fn oder d) Col in die QCM-Kammer eingebracht (Schritt II). Nach einem zweiten 30-minítigen Waschschritt mit Puffer A
(Schritt III) wurden drei verschiedene Proben je einem OCM-D-Sensor hinzugefígt: 1) Reine Liposomen, 2) 50 mg mL¢1 aktiviertes Integrin aIIbb3

einem weiteren Sensor und 3) Integrin-Liposomen einem dritten Sensor. e,f) ÷nderungen der Viskoelastizit�t fír die Bindung von Integrin-Liposo-
men auf d) Fg- und f) Fn-beschichteten SiO2-Sensoren.
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als Kontrollinhibitor in unserer
Adh�sionstudie verwendet. Zu
Beginn wurden Integrin-Liposo-
men und reine Integrine spezifisch
auf Fg beschichtete SiO2-Sensoren
gebunden (Abbildung 3c,d, Schritt
I). Anschließend wurde das Peptid
GRGDSP oder das Peptidmimeti-
kum SN529 jeweils den gebundenen
Integrin-Liposomen und Integrinen
zugesetzt (Schritt II). Sowohl das Peptid als auch das Mime-
tikum wurden in Standardpuffer A mit 1 mm MgCl2 und 1 mm
MnCl2 gelçst. Wir analysierten die Frequenz- und Dissipati-
ons�nderungen vom Ende der Bindung der Probe bis zum
Ende des allerletzten Waschschritts (siehe Tabelle 3).

Fîr die spezifisch adh�rierten Integrin-Liposomen ergab
die Zugabe von SN529 einen Frequenzanstieg von

Df Lip
SN529 ¼135� 13 Hz und einen Dissipationsrîckgang von

DDLip
SN529 ¼¢26.9� 1.1 × 10¢6. Lediglich in Standardpuffer

wurden keine nennenswerten Frequenz- und Dissipations-
�nderungen festgestellt. Diese Beobachtungen deuten auf
eine starke Ablçsung der Integrin-Liposome von den mit Fg
beschichteten SiO2-Sensoren hin. Bei Zugabe des Peptids
GRGDSP waren die entsprechenden Signalver�nderungen

Abbildung 3. Modulierung der durch synthetisches Integrin vermittelten Adh�sion durch Zusatz von freien Inhibitoren und unterschiedliche Inte-
grinkonzentrationen: a) Peptidmimetikum SN529 und b) RGD-Peptid GRGDSP. c,d) Vergleich von Df und DD bzgl. des kompetitiven vs. nicht
kompetitiven Ablçsens von c) Integrin-Liposomen und d) Integrin aIIbb3 auf Fg, wenn RGD-Peptide oder Mimetika vorhanden sind. Integrin-Lipo-
some und 50 mg mL¢1 reines Integrin aIIbb3 wurden jeweils zwei mit Fg beschichteten SiO2-Sensoren hinzugefígt (Schritt I). Dann wurden 500 mm
des RGD-Peptids GRGDSP oder des Mimetikums SN529 zugegeben (Schritt II). Eine Referenzkammer wurde mit dem Standardpuffer A gespílt,
der keinerlei Inhibitoren enthielt, bis alle Kan�le auf diesen Puffer in Schritt III umgestellt wurden. e,f) Adh�sion von Integrin-Liposomen mit
unterschiedlichen Integrinkonzentrationen auf mit Fg beschichteten SiO2-Sensoren. Die molaren Verh�ltnisse von Lipiden zu Proteinen betrugen
1:1000, 1:3000 und 1:4000.

Tabelle 3: Maximales Df und DD w�hrend der Integrin-vermittelten Adh�sion auf Fg bei Zugabe von
RGD-Peptid (DRGDSP) oder Mimetika (SN529).

Regul�rer Puffer (Kontrolle) SN529 GRGDSP

Integrin-
Liposome

Integrin Integrin-
Liposome

Integrin Integrin-
Liposome

Integrin

Df [Hz] 0.68�0.15 6.1�0.1 135�13 77�11 129�18 74�13
DD [10¢6] ¢2.10�0.05 ¢1.39�0.04 ¢26.9�1.1 ¢7.2�0.6 ¢23.2�1.9 ¢6.9�0.7
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weniger stark ausgepr�gt, sodass bei diesem Peptid eine ver-
ringerte Ablçsung der Integrin-Liposome von Fg beobachtet
werden konnte. Die Zugabe von SN529 zu reinem Integrin,
das an mit Fg beschichtete SiO2-Sensoren gebunden war,
fîhrte zu einem Frequenzanstieg von Df Lip

SN529 ¼77� 11 Hz und
einem Dissipationsrîckgang von DDLip

SN529 ¼¢7.2� 0.6 × 10¢6.
Bei Zugabe von GRGDSP zu gebundenem Blutpl�ttchenin-
tegrin waren die Frequenz- und Dissipationsver�nderungen
weniger deutlich. Diese Messungen zeigen, dass reines Inte-
grin auch durch RGD-Peptide und das Peptidmimetikum
losgelçst wurde. Dennoch hatte SN529 eine st�rkere ablç-
sende Wirkung als das Peptid GRGDSP, da fast alles Integrin
und alle Integrin-Liposome vollst�ndig von Fg entfernt
wurden.

Diese Wirkung l�sst sich auch an den jeweiligen Fre-
quenzver�nderungen ablesen: 30 Minuten nach der Zugabe
von GRGDSP ging die Frequenz wieder auf 77.4% des
Wertes vor der spezifischen Bindung der Integrin-Liposomen
zurîck. Dagegen kam es bei SN529 im gleichen Zeitraum zu
einer noch hçheren Frequenzerholung von 98.6 %, was einer
fast vollst�ndigen Ablçsung der Integrin-Liposome durch das
Peptidmimetikum entspricht. Zusammenfassend zeigte das
Mimetikum SN529 eine drastisch hçhere Aktivit�t gegenîber
rekonstituiertem Blutpl�ttchenintegrin aIIbb3 als das Peptid
GRGDSP.

Um die Bindungsst�rke unserer Modellzellen auf Fg noch
besser zu modulieren und zu kontrollieren, verwendeten wir
verschiedene molare Verh�ltnisse „Integrin:Lipid“ von
1:1000, 1:3000 und 1:4000 w�hrend der Integrinrekonstitution
(Abbildung 3 und Tabelle 4). DLS-Messungen ergaben eine

Durchschnittsgrçße fîr alle diese Proben von 111� 2 nm.
Diese Ergebnisse zeigen deutlich, dass die Frequenz- und
Dissipationsver�nderungen vom Verh�ltnis Integrin:Lipid
abh�ngen, das zu Beginn des von Selbstassemblierung be-
stimmten Rekonstitutionsprozesses verwendet wird. Daher
fîhrte die Rekonstitution verschiedener Integrinkonzentra-
tionen in unseren synthetischen Zellen zu einer geringeren
Adh�sionsst�rke bei verminderten Integrinkonzentrationen.

Mit Biotin funktionalisierte Liposome wurden zuvor auf
mit Avidin beschichteten Oberfl�chen verwendet, um mole-
kulare Erkennungsprozesse bei der Zelladh�sion nachzuah-
men.[17d] Dennoch besitzt dieses Modell eine geringere bio-
logische Relevanz, da die Avidin-Biotin-Bindung nicht in
nativen Zellen vorkommt, wo Integrine an der Zelladh�sion
beteiligt sind.[29] In unseren Untersuchungen haben wir diese
Beschr�nkungen îberwunden, indem wir funktionell aktive
Integrine in Liposomen rekonstituiert haben, um die Zell-
adh�sion an EZM-Proteinen nachzuahmen. In solchen ein-
gekapselten Modellzellen sind die molekularen Bindungsra-

ten aufgrund verringerter Diffusionsraten erhçht, �hnlich wie
bei nativen Zellen. Daher verkçrpern synthetische Zellen
eine leistungsf�hige Plattform zur Untersuchung der Zellad-
h�sion unter dem Einfluss von molekularem Crowding wie in
nativen Zellen – jedoch in einer gut kontrollierten Umgebung
mit verminderter molekularer Komplexit�t.[4]

Wie bereits berichtet, wurde bei reinen Liposomen auf
SiO2-Sensoren ein Platzen der Liposomen und die Bildung
von SLBs beobachtet, wogegen Integrin-Liposome keine
SLBs bildeten.[21, 30] Dieser Effekt ließe sich mit den sich
vorwçlbenden extrazellul�ren Integrindom�nen erkl�ren, die
die Lipidkopfgruppen von der SiO2-Oberfl�che fernhalten,
wodurch die Wechselwirkung zwischen Lipid und Oberfl�che
geschw�cht wird und die Integrin-Liposomen intakt bleiben.
Andererseits kçnnten auch rekonstituierte Integrine die Li-
posomen mechanisch stabilisieren.

Bei den mit RGD versehenen EZM-Proteinen Fg und Fn
beobachteten wir die spezifische Adh�sion von Integrin-Li-
posomen, wenn zweiwertige Ionen vorhanden waren. Ebenso
adh�rierte reines Integrin spezifisch an Fg und Fn mit Fre-
quenz�nderungen, die vergleichbar sind mit der Bindung von
Integrin-Liposomen an beide mit RGD versehenen EZM-
Proteine. Dennoch war DD des reinen Integrins auf Fg und
Fn weniger ausgepr�gt als fîr die Integrin-Liposome. Diese
Beobachtung zeigt, dass reines Integrin eine dichte Mono-
schicht auf den proteinbeschichteten SiO2-Sensoren bildet.
Im Vergleich dazu schließen Integrin-Liposome eine w�ssrige
Lçsung ein, wenn sie an proteinbeschichtete Sensoren
binden, was betr�chtlich zu dem beobachteten D�mpfungs-
effekt beitr�gt.

Darîber hinaus modulierten wir die synthetische Adh�-
sion unserer Modellzellen auf Fg mithilfe von verschiedenen
Inhibitoren. Zun�chst zeigen wir, dass die Zugabe von zwei
strukturell unterschiedlichen Inhibitoren zum Puffer zu
einem deutlichen Ablçsen der Integrin-Liposome und des
reinen Integrins fîhrt. Hierbei konkurrierten die Bindungs-
stellen der mit Fg beschichteten Sensoren mit den viel dich-
teren Bindungsstellen der RGD-Peptide und Mimetika in
Lçsung. Integrin-Liposome lçsten sich dabei noch st�rker von
den Fg-Oberfl�chen als reine Integrine. Dieses ausgepr�gtere
Ablçsen der Integrin-Liposome kçnnte geschehen, weil reine
Integrine eine dichte molekulare Schicht auf den Fg-Ober-
fl�chen bildeten und fîr die freien RGD-Peptide weniger
zug�nglich waren als die kugelfçrmigen Integrin-Liposome.
Im Vergleich dazu fîhrte das Mimetikum SN529 zu einem
vollst�ndigen und sehr viel schnelleren Ablçsen der Integrin-
Liposome und Integrine, wogegen GRGDSP-Peptide die
adh�rierten Integrin-Liposome und Integrine nicht so voll-
st�ndig und schnell ablçsten. Das unterschiedliche „kompe-
titive“Ablçseverhalten steht im Zusammenhang mit den sehr
unterschiedlichen Bindungsaktivit�ten fîr das Blutpl�tt-
chenintegrin aIIbb3 : SN529 weist eine hçhere Bindungsaffi-
nit�t als das Peptid GRGDSP auf, was zusammengenommen
zu einem ausgepr�gteren Ablçsen der Integrin-Liposomen
und Integrine fîhrt.

Zusammengefasst haben wir ein neues biomimetisches
System zur Erforschung der synthetischen Adh�sion eta-
bliert. QCM-D ist ein ideales Instrument, um die beteiligten
molekularen Erkennungsprozesse zu untersuchen. Der

Tabelle 4: Adh�sion von Integrin-Liposomen mit variierender Integrin-
konzentration auf Fg-Oberfl�chen.

Verschiedene Integrinkonzentrationen
1:1000 1:3000 1:4000

Df [Hz] ¢153.34�0.13 ¢82.8�0.3 ¢54.71�0.15
DD [10¢6] 23.20�0.03 19.84�0.04 16.9�0.03

..Angewandte
Zuschriften

12654 www.angewandte.de Ó 2015 Die Autoren. Verçffentlicht von Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2015, 127, 12649 –12655

http://www.angewandte.de


n�chste Schritt hin zu funktionellen synthetischen Zellen, die
die Adh�sion nachahmen und kontrollieren, wird darin be-
stehen, weitere mit der Adh�sion assoziierte Proteine, wie
z. B. Talin, FAK oder Vinculin, den eingekapselten Liposo-
men hinzuzufîgen. Besonders spannend wird es sein, diese
eingekapselten funktionellen Adh�sionskomplexe auch mit-
tels Kryo-TEM-Analyse visuell zu charakterisieren und den
Anwendungsbereich dieser synthetischen Minimalzellen auf
komplexere Systeme auszudehnen.
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