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Multifunktionale Beschichtung verbessert Zelladhésion auf Titan durch
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Abstract: Die Verbesserung der Zelladhision auf einer Bio-
materialoberfliche ist entscheidend fiir den Langzeiterfolg
eines Titanimplantats. Ein neues Konzept ist die Kombination
aus sehr affiner und stabiler Adhdsion an Titanoberflichen mit
spezifisch zellbindenden Motiven in einem Molekiil. Ein L-3,4-
Dihydroxyphenylalanin-haltiges Peptid wurde synthetisiert
und auf seine Affinitt fiir Titan untersucht. Die Modifizierung
mit einem cyclischen RGD-Peptid und einem Heparin-Bin-
depeptid (HBP) gelang mittels einer effizienten Festphasen-
kombination aus einer Diels-Alder-Reaktion mit inversem
Elektronenbedarf und einer Cu'-katalysierten Azid-Alkin-
Cycloaddition. Dariiber hinaus wurde das Peptid durch Thiol-
Michael-Addition fluoreszenzmarkiert. Die Konjugation von
RGD und HBP in einem Molekiil fiihrte zu verbesserter
Ausbreitung, Proliferation, Viabilitit und Entstehung eines gut
ausgebildeten Aktinzytoskeletts sowie fokaler Adhdsions-
komplexe von Osteoblast-ihnlichen Zellen.

-ritan (Ti) ist das Material der Wahl fiir orthopadische und
dentale Implantate, es konnen jedoch ungewiinschte Prozesse
wie Entziindung, Migration und Lockerung des Implantats
aufgrund von ungeniigender Osseointegration und unspezi-
fischer Zelladhision auftreten.'! Peptidbeschichtungen, die
von der extrazelluliren Matrix abgeleitet sind, sollen die
Biokompatibilitdt der Ti-Oberflache optimieren sowie den
spezifischen Kontakt zum umgebenden Gewebe stirken.”!
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Cyclische Arg-Gly-Asp(RGD)-Pentapeptide sind hoch affin
und spezifisch gegeniiber bestimmten Integrinen und ver-
mitteln starke Zelladhision.”! Zudem wurde berichtet, dass
die Peptidsequenz FHRRIKA, die vom Bone Sialoprotein
abgeleitet ist, an Heparansulfat-haltigen Proteoglykanen
bindet und dadurch das Anwachsen von Zellen fordert.
Integrin-vermittelte Zelladhésion kann durch Proteoglykan-
Wechselwirkungen unterstiitzt werden.”! Daher streben wir
eine Kombination an, die ¢[RGDfK] und FHRRIKA be-
nachbart zueinander in einem Molekiil vereint, um Zell-
Oberflichen-Wechselwirkungen zu stimulieren. Zur Veran-
kerung dieser zellbindenden Peptide an der Titanoberfldche
wird DOPA (L-3,4-Dihydroxyphenylalanin) genutzt. Diese
posttranslational modifizierte Aminosdure, die in von der
Miesmuschel (Mytilus edulis) sekretierten Proteinen gefun-
den wurde, bindet an die oxidierte Titanoberfliche ohne
weitere chemische Funktionalisierung und unter wissrigen
Bedingungen.l’ Die Synthese eines artifiziellen DOPA-hal-
tigen Polymers oder Peptids mittels Festphasenpeptidsyn-
these (SPPS) erweitert die Moglichkeiten zur Einfiithrung
verschiedener bioaktiver Molekiile gegeniiber der rekombi-
nanten Expression eines Muschelproteins ungemein.”!

Hier wurde ein von der Muschel abgeleitetes Peptid (MP)
synthetisiert, das zwei zellbindende Motive und starke Affi-
nitdt zur Ti-Oberfldche (TiO,) vereint (Abbildung 1). Zwei
orthogonale Cycloadditionen — die Diels-Alder-Reaktion mit
inversem Elektronenbedarf (DAR;,) und die Cu'-kataly-
sierte Azid-Alkin-Cycloaddition (CuAAC) - wurden an
fester Phase durchgefiihrt, um das TiO,-affine Ankerpeptid
mit ¢([RGDfK] und dem Heparin-Bindepeptid (HBP; Ami-
nosduresequenz: FHRRIKA ; Abbildung 1) zu modifizieren.
Bisher sind keine Peptide beschrieben worden, die mehr als
ein Zellbindemotiv und starke Oberflichenaffinitit in einem
Molekiil vereinen. Eine Voraussetzung fiir diese Kombinati-
on ist die stabile und direkte Immobilisierung von Biomole-
kiilen, vorzugsweise ohne weitere, oft komplexe und zeitin-
tensive Oberflichenfunktionalisierung.®! Es wird angenom-
men, dass die Adhésion von DOPA an TiO, koordinativ ist
und DOPA damit eine hohere Affinitdt und Stabilitdt unter
wiassrigen Bedingungen als Thiole oder basische Aminoséu-
ren aufweist.”) Ein modulares Peptid (MP), das DOPA,
funktionelle Gruppen und Spacer enthélt, wurde hergestellt.
Dabei wurde Polyethylenglycol (PEG) in das Peptidriickrat
integriert, um die Loslichkeit und den Abstand der Funktio-
nalitdten zu erhohen. Die Bindekapazitdt von MP wurde mit
einem Kkiirzlich beschriebenen Biotin-ELISA-dhnlichen
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O N.

HS O [o}
by

HN

MP-RGD-HBP

b)
Muschelpeptid (MP): Cys-PEG-DOPA-Lys-DOPA-PEG-Pra-Ala

Heparin-Bindepeptid (HBP): Phe-His-Arg-Arg-lle-Lys-Ala

@ cyclisches Integrin-Bindepeptid (RGD): c[Arg-Gly-Asp-D-Phe-Lys]

c) d)
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.

Abbildung 1. a) Struktur des adhisiven Peptids MP-RGD-HBP. b) Das
Konstrukt besteht aus drei funktionellen Peptiden. Das Ankerpeptid
MP enthilt DOPA fiir die Ti-Bindung, PEG-Einheiten und {3-Alanin als
Spacer sowie Pra, Cys und Lys fiir die Modifizierung. RGD und HBP
werden fiir verbesserte Zelladhision eingesetzt. Die drei Peptide
wurden modifiziert und ergeben durch die Ligation mithilfe zweier or-
thogonaler Cycloadditionen (CuAAC und DAR,,,) das multifunktionale
Peptid MP-RGD-HBP. Das N-terminale Cys in MP wurde fiir die Mar-
kierung des Peptidkonstrukts mit Maleimid-modifiziertem Biotin und
Maleimid-modifizierten Fluorophoren genutzt. c) Koordinative Bindung
von DOPA in MP (Ankerpeptid) an die natiirlich oxidierte Titanoberfla-
che. d) Integrin- und Proteoglykan-vermittelte Zelladhasion auf Ti
durch MP-RGD-HBP.

Proteoglykan

Assay untersucht.'”) Dabei wurden N-terminal biotinylierte
Derivate genutzt (Abbildung 2a; 1-3). Ein Peptid (2), das
vom natiirlich vorkommenden mefp-1 (M.-edulis-FuB3protein-
1) abgeleitet ist, wurde als Positivkontrolle genutzt, um die
adhisiven Eigenschaften zu vergleichen."!! Konzentrations-
Wirkungs-Kurven ergaben, dass das artifizielle Peptid MP (1;
EC5,=23.6 nM, pECs,=7.6 £0.1) mit dhnlicher Affinitidt wie
das natiirliche Peptid (2; EC5,=6.4 nm, pEC5,=82+0.1),
mit einer im nM Bereich beginnenden Sattigungsphase, bindet
(Abbildung 2b). Stark verringerte adhisive Eigenschaften
resultierten aus einem Austausch von DOPA gegen Tyrosin
(3; EC5,>10000 nm, pECy,>4.64+0.1). Dies unterstreicht
die essenzielle Rolle der Catecholeinheit. Mithilfe von Ras-
terkraftmikroskopie (AFM) konnte die Sittigung der Titan-
oberfldche durch MP im nm Bereich bestétigt werden (Ab-
bildung S1 der Hintergrundinformationen). Dartiber hinaus
wurde die Bindungsstabilitidt der DOPA-haltigen Peptide (1
und 2) getestet. Nach Inkubation in Zelliiberstand von SaOS-
2-Zellen bei 37 °C wurde verbliebenes Peptid auf Ti durch den
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Abbildung 2. a) Sequenzen der von der Natur abgeleiteten (2,3) und
artifiziellen Peptide (1); Hyp =4-Hydroxyprolin, Ahx=Aminohexansiu-
re. b) Konzentrations-Wirkungs-Kurven des Biotin-ELISA-dhnlichen
Assays. c) Stabilitit der DOPA-haltigen Peptide auf Ti in SaOS-2-Zell-
tiberstand bei 37°C fur bis zu sieben Tage (7 d), die durch einen
Biotin-ELISA-dhnlichen Assay ermittelt wurde. d) Biotin-ELISA-Assay
von MP (1) und MP-RGD-HBP bei c=1 um. e) AFM-Phasenbilder
(1x1 um?) von unbeschichtetem Ti und MP-RGD-HBP. f,g) Fluores-
zenzmikroskopiebilder von f) Atto520 auf Ti und g) Atto520-MP-RGD-
HBP auf Ti. Die Ergebnisse sind als Mittelwert & Standardfehler des
Mittels (SEM) aus n>2 dargestellt.

Biotin-ELISA-dhnlichen Assay nachgewiesen. Wegen der
starken und stabilen Wechselwirkung zwischen der Cate-
choleinheit und TiO, wurden in einem Zeitraum von sieben
Tagen konstant mehr als 80 % des biotinylierten Peptids auf
der Oberfliche detektiert (Abbildung 2¢)."” Biotinyliertes
MP-RGD-HBP fiihrte zu einer MP-dhnlichen Oberfldchen-
bedeckung, die mithilfe des Biotin-ELISA-dhnlichen Assays
bei einer Konzentration von 1 um erhalten wurde (Abbil-
dung 2d). AFM-Aufnahmen bekriftigten zudem eine voll-
stindige Peptidschicht von MP-RGD-HBP, den einfach mo-
difizierten Konstrukten und MP (Abbildungen 2e, S2 und
S3). Eine Inkubation der Ti-Oberfldchen mit den Peptiden
iiber Nacht, wie auch fiir die In-vitro-Tests durchgefiihrt, re-
sultierte in einer dickeren Peptidschicht als bei zweistiindiger
Immersion (Abbildung S2). Die Markierung der Peptide
durch Michael-Addition am N-terminalen Cys ermoglichte
die Detektion der mit Peptid beschichteten Oberflichen
durch Fluoreszenzmikroskopie. Eine gesittigte Oberfldche
konnte fiir di- und monofunktionalisierte Konstrukte festge-
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stellt werden (Abbildungen 2g und S4). Zudem konnte das
fluoreszenzmarkierte Peptid nach Zelladhésion als homogene
Schicht detektiert werden (Abbildung S5).

Klick-Chemie in Kombination mit SPPS wurde genutzt,
um das Ankerpeptid MP mit selektiv zelladhédsiven Motiven
in einem Peptid zu funktionalisieren. Die Peptide konnen
dadurch vor der Immobilisierung vollstandig analysiert, ste-
rilfiltriert und lyophilisiert gelagert werden. Mit der DAR;,,
wurde ein cyclischer Integrinligand spezifisch an das TiO,-
bindende Peptid konjugiert. Damit wird ein Spacer, der fiir
effiziente Zelladhésion notwendig ist, zwischen Anker- und
RGD-Peptid generiert (Abbildung 3a)."¥ Dafiir wurde das

Isomere

450 550 650 750 850
t, Imin m/z

Abbildung 3. a) Reaktionsschema der DAR;,, und CuAAC; Reagentien
und Bedingungen: 1) Wasser, RT, 5 h; 2) CuSO,, Tris(3-hydroxy-
propyltriazolylmethyl)amin (THPTA), Tris(2-carboxyethyl)phosphin
(TCEP) in Wasser, RT, 24 h; 3) das Peptid wurde vom Harz abgespal-
ten. b) RP-HPLC-Chromatogramm und c) ESI-lonenfallen-MS des ge-
reinigten MP-RGD-HBP.

am Harz gebundene MP-Dien, das an der Lys-Seitenkette
modifiziert ist, 5Sh mit einer wiéssrigen Losung von
c[RGDfK(Dienophil)] inkubiert. Dabei konnten das ge-
wiinschte Konjugat MP-RGD und die entsprechenden Iso-
mere erhalten werden. Orthogonalitédt zwischen der DAR;,,
und der CuAAC ermoglichte die weitere Modifizierung von
MP-RGD, das L-Propargylglycin (Pra) als Alkineinheit ent-
hilt, mit einem Azid-modifizierten HBP. Die Seitenketten-
schutzgruppen von DOPA verhinderten zudem die Oxidation
der Catecholeinheiten zu einem weniger adhésiven
Chinon.'"" Die Vollabspaltung des ligierten Peptids fiihrte
zum gewiinschten Produkt mit einem Umsatz von 75%
(Abbildung S6). Nach Isolierung des Peptids in einer Aus-
beute von etwa 20% konnte das Produkt mit RP-HPLC
sowie MALDI-ToF- (Abbildung S6) und ESI-Ionenfallen-
Massenspektrometrie  charakterisiert ~werden  (Abbil-
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dung 3b,c). Das Durchfiithren der Reaktion am polymeren
Trager erleichtert die Synthese und erhoht die finale Aus-
beute.

Um die Immobilisierungsfihigkeit der DOPA-haltigen
Plattform MP zu testen, wurden Zelladhésionsassays durch-
gefithrt. Osteoblast-dhnliche Zellen (SaOS-2) wurden auf
Titanpléttchen, die durch Immersion in den Peptidlosungen
beschichtet wurden, ausgesdt und mit Fluoreszenzmikrosko-
pie untersucht. Zellviabilitdt und -proliferation wurden nach
dreitdgiger SaOS-2-Adhidsion getestet. Auf MP adhérierte
Zellen zeigten vorwiegend eine sphirische Form mit schwach
ausgebildetem Zytoskelett (Abbildung 4 a). Zwei kurze PEG-

a)

JELL] MP-RGD-HBP

Mix:MP-RGD+MP-HBP

¢ blank Ti MP-RGD-HBP

Abbildung 4. a) Zelladhision nach 6 h auf den synthetisierten Peptiden
und unbeschichtetem Titan (blank Ti), Mafstab: 100 um. b) Immun-
markierung der fokalen Kontakte, durch Pfeile kenntlich gemacht:
Fluoreszenzmikroskopiebilder der Zellen nach 24 h. Das Aktinzytoske-
lett ist in Rot, der Nukleus in Blau und Vinculin in Griin angefirbt.
Mafstab: 50 pm.

Einheiten in MP induzierten einen nicht toxischen und zell-
abweisenden Effekt, der durch verringerte Zellausbreitung
und Zahl der adhérierten Zellen, aber gleichzeitig auch
hohere Viabilitdt und geméBigt verbesserte Proliferation als
auf unbeschichtetem Titan nachgewiesen wurde. Um die
Hypothese des zellabweisenden Effekts zu iiberpriifen, wurde
PEG durch Aminohexansédure-Spacer ersetzt, und tatsdchlich
wurde ein signifikanter Anstieg der Zellgroe — leicht hoher
als auf unbeschichtetem Titan — beobachtet (Abbildung S7).
Dies bekriftigt die zellabweisenden Eigenschaften von PEG,
die selektive Zelladhision unterstiitzen konnten.'” Die
Konjugation von HBP und RGD an MP fiihrte zu einer
schrittweisen Verbesserung der Zelladhésion (Abbildung 5).
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Abbildung 5. a) Durchschnittliche Zellfliche [signifikante Unterschiede
zu unbeschichtetem Ti (*) und MP-RGD-HBP (#)] und b) Zellzahl nor-
miert relativ zu unbeschichtetem Ti=1 nach 6 h Adhision; durch
Fluoreszenzmikroskopie ermittelt. ¢) Proliferation (BrdU-Assay) nor-
miert relativ zu unbeschichtetem Ti=1 und d) Viabilitdt (metabolische
Aktivitat durch einen Resazurinassay bestimmt) nach drei Tagen Zell-
adhision. e) Durchschnittliche Zellfliche nach 2 h Adhiasion von unbe-
handelten und Heparinase-I-behandelten Zellen (blau). Die Ergebnisse
sind dargestellt als Mittelwert +SEM aus n> 3 [signifikante Unter-
schiede wurden durch ,,one-way ANOVA“ (Newman-Keuls multipler
Vergleichstest, *p < 0.05, **p < 0.01, ***p <0.001) bestimmt].

Es konnte gezeigt werden, dass die Immobilisierung von HBP
(FHRRIKA) auf verschiedenen Oberfldchen zu einer ver-
besserten Zelladhésion fiihrt. Diese wird vermutlich durch
die Wechselwirkung zwischen Peptid und Proteoglykanen an
der Zelloberfliche vermittelt.“*'*! Die hier gezeigten Daten
unterstreichen diesen positiven Effekt von HBP, da Zellzahl,
-grofle und -viabilitdt gegeniiber den entsprechenden Werten
fiir die Plattform MP erhoht wurden. Noch bessere Resultate
konnten durch die Beschichtung mit MP-RGD erzielt
werden, da ein weiterer Anstieg von Zellflache, -zahl und
-viabilitdt ermittelt wurde.

Dariiber hinaus wuchsen Zellen auf RGD-haltigen Be-
schichtungen in einer Fibroblast-dhnlichen Morphologie mit
gut ausgebildeten Stressfasern an. Immunfluoreszenzfiarbung
von Vinculin zeigt die Akkumulierung von linienartigen fo-
kalen Kontakten (in Griin), hauptséchlich an der Zellperi-
pherie (Abbildung 4b). Dies ist essenziell fiir die Signal- und
Mechanotransduktion inner- und auBerhalb der Zelle.l'] Eine
Kombination aus HBP und RGD in einem Peptid (MP-RGD-
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HBP) resultierte in der hochsten durchschnittlichen Zellfl4-
che, statistisch signifikant zu Ti, Fibronektin, MP, MP-HBP
und MP-RGD. Dies ldsst eine kooperative Wirkung vermu-
ten. Der additive Effekt zeigte sich weiterhin an einer ver-
besserten Viabilitit und Proliferation, einem gut ausgebilde-
ten Zytoskelett sowie der vermehrten Pridsenz von fokalen
Kontakten. Dies konnte damit erkldrt werden, dass mem-
brangebundene Proteoglykane als Corezeptoren fiir Integrine
wirken, wie bereits fiir Syndekane beschrieben.”! Obwohl
demonstriert werden konnte, das Gemische bioaktiver Mo-
lekiile die Zelladhésion verbessern konnen, zeigte die ran-
domisierte Anordnung von RGD und FHRRIKA auf meh-
reren Oberfldachen verschiedene Resultate. Dies konnte auf
nicht konsistente Immobilisierungsstarke, Distanz und Ver-
teilung der zellbindenden Molekiile zuriickgefithrt wer-
den."1%181 Die hier beschriebene Strategie resultiert jedoch
in einer starken Immobilisierung und in einer benachbarten
Prasentation der beiden Zellbindepeptide, die zu einer addi-
tiven Verbesserung der Zelladhésion fiithrten. Weniger Ein-
fluss auf die Adhésion, Viabilitit und Proliferation der Zellen
wurde auf einem Gemisch von MP-RGD und MP-HBP er-
mittelt (Abbildung 5). Dies fiihrt vermutlich zu einer zuflli-
gen Verteilung der zellbindenden Molekiile, was wiederum in
irreguldren Abstdnden der Proteoglykane und Integrin-bin-
denden Bereiche resultiert. Zudem ist anzunehmen, das in
der Mischbeschichtung eine geringere Dichte der zellbin-
denden Motive als in einem zweifach funktionalisierten
Peptid vorliegt. Ahnliche Effekte konnten fiir PHSRN in
Kombination mit RGD gezeigt werden."”! Der Fakt, dass
Proteine wie Fibronektin oder Vitronektin diese Sequenzen
in einem definierten Abstand présentieren, untermauert
zudem die Vorteile des hier beschriebenen, difunktionali-
sierten Konstrukts.””! Additive Effekte von RGD und HBP
konnten dariiber hinaus auch in Experimenten mit den hier
prisentierten Peptiden und einer Osteoblast-dhnlichen Vor-
lauferzelllinie (MG-63) beobachtet werden. Die Ausbreitung
und Viabilitdit von MG-63-Zellen wurde additiv auf MP-
RGD-HBP erhoht (Abbildungen S8 und S9). Um zu testen,
ob dieser Effekt spezifisch ist, wurden Heparansulfat-haltige
Transmembranproteoglykane mithilfe von Heparinase I ab-
gebaut. Enzymatisch behandelte Zellen zeigten eine verrin-
gerte ZellgroBe auf allen Oberflidchen (Abbildungen Se und
S$10). Wie erwartet, konnte jedoch eine weitere Verringerung
auf allen HBP-haltigen Beschichtungen beobachtet werden.
Heparinase-behandelte Zellen auf MP-RGD-HBP zeigten
eine durchschnittliche Zellfldche, die vergleichbar mit der
von Zellen auf MP-RGD ist, da der unterstiitzende Einfluss
von HBP gestort ist. Dies lédsst auf einen positiven koopera-
tiven Effekt von HBP und RGD schlieBen. Eine weitere
Untersuchung des Abstands zwischen HBP und RGD konnte
helfen, den additiven Effekt zu optimieren, da bekannt ist,
dass ein bestimmter Abstand zwischen zelladhésiven Ligan-
den wie RGD von groBer Bedeutung fiir eine verbesserte
Zelladhasion ist.*!]

Die hier gezeigten Daten unterstreichen die Vorteile
einer multifunktionalen Beschichtung, die zwei Zellbinde-
peptide mit starker Oberflichenverankerung in einem Mo-
lekiil vereint, um Osseointegration von orthopidischen und
dentalen Implantaten zu férdern. Diese vielseitige Methode
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erleichtert die zellulire Untersuchung von chemisch gut
charakterisierbaren, einfach und doppelt modifizierten Pep-
tidkonstrukten.
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