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Bei medizinischen Implantaten spielt die Grenzfl�che zwi-
schen biologischem Gewebe und anorganischem Material

eine entscheidende Rolle f�r ein erfolgreiches Einwachsen.
Durch Modifikation der Implantatoberfl�che wird daher
versucht, eine stimulierte Zelladh�sion zu erreichen und
damit die Biokompatibilit�t zu verbessern. In der Vergan-
genheit wurden zwar schon bemerkenswerte Verbesserungen
in dieser Hinsicht erreicht, eine weitere Optimierung anhand
folgender Kriterien ist jedoch noch immer notwendig: Effi-
zienz der Zelladh�sion, Selektivit�t f�r bestimmte Zelltypen
(z.B. Osteoblasten- gegen Blutpl�ttchenadh�sion), Stabilit�t
der Oberfl�che unter physiologischen Bedingungen, einfache
Handhabung unter sterilen Bedingungen und ein nicht zu
hoher Preis f�r die Modifikation. Hier zeigen wir die Be-
schichtung von Titan, einem der am h�ufigsten verwendeten
Implantatmaterialien, mit nichtpeptidischen und hoch av-
selektiven Integrinliganden zur stimulierten Zelladh�sion.

Es ist seit l�ngerem bekannt, dass die Osteoblastenadh�-
sion stimuliert werden kann durch Proteine der Extrazellu-
l�rmatrix (wie Fibronectin, Kollagen, Laminin und das Bone-
Sialo-Protein),[1] deren Fragmente oder durch RGD-Pepti-
de,[2] die sowohl an avb3-Integrine der Osteoblasten als auch
an das Blutpl�ttchenintegrin aIIbb3 binden.[3] Durch die
Verwendung von optimierten, cyclischen Pentapeptiden kann
eine Selektivit�t f�r avb3 erreicht werden.[4–6] Mit der Be-
schichtung von Poly(methylmethacrylat) (PMMA) durch
modifizierte cyclische Pentapeptide konnten wir in vitro die
Adh�sion von Osteoblasten[7] stimulieren und durch In-vivo-
Experimente an Kaninchen die Knochenbildung in granu-
liertem PMMA nachweisen.[8]

In der Vergangenheit wurden sowohl in unserer als auch
in anderen Arbeitsgruppen eine Reihe av-selektiver, nicht-
peptidischer RGD-Mimetika entwickelt,[9–12] die als potenzi-
elle Medikamente gegen Krebs, Osteoporose, akute Nieren-
insuffizienz, Restenose, rheumatoide Arthritis und Retino-
pathie eingesetzt werden k@nnen.[13–18] Des Weiteren wurde
k�rzlich die R@ntgenstruktur der Kopfgruppe des avb3-
Integrins mit dem cyclischen Peptid Cilengitide[5] ver@ffent-
licht.[19] Basierend auf intensiven Molecular-Modeling-Studi-
en zu m@glichen Bindungsmodi der nichtpeptidischen avb3-
Liganden[20] wurden Positionen f�r Ankergruppen identifi-
ziert, die eine Anbindung der Liganden an Oberfl�chen
erm@glichen, ohne die Integrinbindung zu st@ren. Da die
Guanidin- und die Carboxygruppe der Liganden f�r die
Bindung an die beiden Integrinuntereinheiten av bzw. b3
essenziell sind,[21] w�hlten wir die beiden Arene unserer hoch
avb3-selektiven Diacylhydrazin-Leitstruktur,[10] um die An-
kergruppen zu positionieren (Schema 1). Die beiden modifi-
zierten Mimetika mit angedeuteten Ankern an R1 bzw. R2

wurden mit AutoDock3[22,23] in die R@ntgenstruktur des avb3-
Cilengitide-Komplexes[19] eingepasst, nachdem daraus das

Schema 1. Substituierte, nichtpeptidische Diacylhydrazine mit den
m�glichen Ankerpositionen R1 und R2 f�r die Beschichtung von Ober-
fl#chen.
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Peptid entfernt worden war. Es zeigte sich, dass die
Bindungsmodi identisch mit denen der Mimetika
ohne Anker (R1=R2=H) sind (Abbildung 1),[20]

außerdem konnten keine st@renden Interaktionen
der Anker mit dem Integrin festgestellt werden. Dies
ermutigte uns zur Synthese beider Varianten mit
verschiedenen Ankergruppen.

Die Synthesen wurden am Polystyroltr�ger mit
Trityl-Anker (TCP-Harz) nach der Fmoc-Strategie
(Fmoc= 9-Fluorenylmethoxycarbonyl) durchge-
f�hrt.[9,10,24] An die am Harz immobilisierte b-Ami-
nos�ure wurde zun�chst Fmoc-Hydrazin als Azagly-
cin-Precursor[24] und anschließend 3-(N-Fmoc)-Ami-
nobenzoes�ure gekuppelt. Die Guanylgruppe wurde
durch einen Fberschuss an N,N’-Bis(Boc)guanylpy-
razol eingef�hrt (Boc= tert-Butoxycarbonyl; Sche-
ma 2). Nach dem Abspalten (Hexafluorisopropa-
nol(HFIP)/CH2Cl2) wurde die Boc/OtBu-gesch�tzte
Verbindung in L@sung mit zwei Thiol-Ankern
unterschiedlicher L�nge – Cysteamin und 6-Ami-
nohexanoyl-6’-aminohexanoyl-6’’-aminohexanoylcy-
stein – gekuppelt und mit Trifluoressigs�ure (TFA)
entsch�tzt. Die Reinigung aller Verbindungen er-
folgte mit Umkehrphasen-Hochleistungsfl�ssigchro-
matographie (RP-HPLC). Die Affinit�t zu avb3
wurde f�r alle Mimetika, mit Anker (2, 3) und ohne
(1), mit einem etablierten IC50-Assay[10,25] �berpr�ft.

Die Dicarboxyverbindung 1 erwies sich im nanomolaren
Bereich als avb3-Integrin-affin, wohingegen die Verbindun-
gen mit Anker biselektiv f�r avb3- und avb6-Integrine sind
(Tabelle 1), wie es auch f�r andere Mimetika vom Diacylhy-
drazin-Typ beschrieben wurde.[9]

F�r die hohe avb3-Selektivit�t von 1 kommen sterische
Effekte nicht infrage, da 2 und 3 sterisch �hnlich anspruchs-
voll sind. In Fbereinstimmung mit unseren theoretischen
Untersuchungen an avb5-Homologiemodellen[26] k@nnen die
Aminos�urereste Lys180 und Asp252 des SDL (selectivity
determining loop) in der N�he der MIDAS-Region des
Integrins durch elektrostatische Wechselwirkungen zu einer
Umorientierung des Liganden 1 in der Bindungstasche
f�hren. Da sich in der b3-Untereinheit in diesem Bereich
ungeladene Reste befinden, kann dies den starken Einfluss
der Carboxygruppe in 1 auf die Affinit�t zu avb5 erkl�ren.

4 mit dem Anker an R2 wurde durch eine kombinierte
L@sungs- und Festphasensynthese realisiert (Schema 3). F�r
den C-Terminus wurde Chlorphenyl-substituiertes b-Alanin
gew�hlt, da dieses in sehr potenten avb3-Integrinliganden
vorkommt.[10] Eine reine Festphasensynthese gelang bei

Schema 2. Festphasensynthese von R1-substituierten Diacylhydrazinen.
a) 2 Gquiv. NH4OAc, 1 Gquiv. Malons#uremono-tert-butylester, EtOH;
b) 1.05 Gquiv. Fmoc-Cl, NaHCO3, Dioxan; c) TCP-Harz, CH2Cl2, DIPEA; d) 20%
Piperidin in NMP; e) 3 Gquiv. COCl2 (1.9m L�sung in Toluol), ges. NaHCO3,
CH2Cl2;

[24] f) 4 Gquiv. 5-(9-H-Fluoren-9-ylmethoxy)-1,3,4-oxadiazol-2-(3H)-on,
DMF; g) 20% Piperidin in NMP; h) 2 Gquiv. 3-(N-Fmoc)-Aminobenzoes#ure,
1.94 Gquiv. HATU, 22 Gquiv. Collidin, NMP; i) 20% Piperidin in NMP;
k) 10 Gquiv. N,N’-Bis(Boc)guanylpyrazol, CHCl3, 50 8C; l) 20% HFIP in CH2Cl2;
m) 1 Gquiv. Linkermolek�l, 0.97 Gquiv. HATU, 1.1 Gquiv. HOAt, 11 Gquiv. Colli-
din, DMF; n) 50% TFA, 2% Triisopropylsilan,[30] 2% Wasser in CH2Cl2.
DIPEA=N,N-Diisopropylethylamin, DMF=Dimethylformamid.

Abbildung 1. Ergebnisse der Andock-Studien: Zwei Diacylhydrazine mit
Ankern an den aromatischen Resten (als gelbe Kugeln angedeutet)
docken an die Kopfgruppe der avb3-Integrinstruktur an.[19]
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dieser Verbindung allerdings nicht: Das Kuppeln von mit p-
Toluolsulfons�ure stabilisierter 3-Amino-5-(N-Fmoc)-(ami-
nomethyl)benzoes�ure und die anschließende Fmoc-Ent-
sch�tzung (nur mit 2% 1,8-Diazabicyclo[5.4.0]undec-7-en
(DBU) und 2% Piperidin in N-Methylpyrrolidon (NMP)
m@glich) gelangen zwar, e-(N-Fmoc)-Aminohexans�ure
konnte jedoch auch mithilfe diverser Kupplungsreagentien

nicht gekuppelt werden; dies k@nnte
sterische Gr�nde haben. Deshalb wurde
3-Aminomethyl-5-guanidinobenzoes�ure
in L@sung mit 3-(S-Trt)-Mercaptopropio-
nyl-Ahx-Ahx-Ahx-OH (Trt=Trityl) ver-
kn�pft und das mit O-(7-Azabenzotriazol-
1-yl)-1,1,3,3-tetramethyluroniumhexafluor-
phosphat (HATU) voraktivierte Reaktions-
produkt an Harz-gebundene 3-(4-Chlorphe-
nyl)-3-[(Hydrazinocarbonyl)amino]propion-
s�ure gekuppelt. Anschließend wurde das
Produkt mit Hexafluorisopropanol(HFIP)/
CH2Cl2 vom Harz abgespalten, mit TFA/
CH2Cl2 entsch�tzt und mittels RP-HPLC
gereinigt. Der so erhaltene Ligand 4 ist
biselektiv f�r avb3/avb6 und zeigt eine
Affinit�t im subnanomolaren Bereich.

Die Zelladh�sionseigenschaften auf
Oberfl�chen wurden f�r 2–4 getestet. Die
Thiol-Anker erm@glichten die Immobilisie-
rung auf Titan, das oft als Implantatmaterial
verwendet wird. MC3T3-E1-Mausosteo-
blasten, die das avb3-Integrin exprimie-
ren,[8] wurden auf die modifizierten Titan-
pl�ttchen (Ti6Al4V, 1 1 cm) aufgetragen,
und nach 1 h wurde die Anzahl an adh�ren-
ten Zellen durch die Hexaminidaseaktivit�t
bestimmt.[27] In diesen Studien konnte ge-
zeigt werden, dass Mausosteoblasten auf mit
2 oder 3 beschichteten Oberfl�chen adh�-
rieren (Abbildung 2). Dabei konnte die
Zelladh�sionsrate auf 42.9% (100 mm 3) ge-
gen�ber 9.4% bei unmodifiziertem Titan
erh@ht werden und ist damit genauso gut wie
bei Beschichtungen mit dem aus der Litera-
tur bekannten Peptid cyclo(-RGDfK[3-mer-
captopropionyl]-).[28] Dass 2 etwas weniger
aktiv ist, liegt wahrscheinlich daran, dass der
Anker bedeutend k�rzer und damit der
Ligand f�r das Integrin nicht mehr so gut
zug�nglich ist. Auf mit 4 beschichteten Ti-
tanoberfl�chen konnte auch in wiederholten
Tests keine Zelladh�sion stimuliert werden,
obwohl die Verbindung im Bindungsassay
an isoliertem avb3-Integrin (Tabelle 1) ver-
gleichbare Aktivit�ten zeigt. Der Grund
k@nnte sein, dass der immobilisierte
Ligand f�r das Integrin trotz seiner enormen
Spacerl�nge ung�nstig ausgerichtet ist. Es
ist sehr unwahrscheinlich, dass 4 nicht auf
Titan immobilisiert wird, da wir in der
Vergangenheit viele Peptid-Derivate von

cyclo(-RGDfK[3-mercaptopropionyl]-) getestet haben
(nicht ver@ffentlichte Ergebnisse), die alle sehr gut auf
Titan immobilisiert wurden (dies wurde sowohl mit ELISA-
als auch mit Zelladh�sionsassays �berpr�ft; die Ergebnisse
sind hier nicht gezeigt). Im Falle der hier beschriebenen
RGD-Mimetika konnte die Immobilisierung nicht �ber einen
ELISA-Assay �berpr�ft werden, da der verwendete Anti-

Tabelle 1: Bindungsaffinit#ten der freien RGD-Mimetika zu verschiedenen Integrinen.

Verbindung IC50 [nm][a] ; Inhibition bei Ligandenkonzentration [nm]
R1 R2 avb3 avb5 avb6 aIIbb3

1 COOH H 16 104 (65%) 103 (54%) 104 (22%)
2 CONH-(CH2)2-SH H 5.7 200 0.24 3.20M103

3 COAhx3Cys
[b] H 0.72 310 2.35 3.15M103

4 Cl CH2NHAhx3-
CO-(CH2)2-SH

[a]
0.84 245 0.089 4.15M103

5[10] H H 0.8 n.b.[c] n.b.[c] 8500
6[10] Cl H 0.1 n.b.[c] n.b.[c] 5500
cyclo(-RGDfK[3-mercaptopropionyl]-)[28] 0.4 n.b.[c] n.b.[c] >104

[a] Mittelwert mehrerer unabh#ngiger IC50-Messungen; die durchschnittliche Fehlerbreite dieser
Messungen liegt, wie bereits zuvor berichtet, im Bereich des Messwertes selbst.[29] [b] Ahx: 6-
Aminohexans#ure. [c] n.b.: nicht bestimmt.

Schema 3. Synthese von R2-substituiertem Diacylhydrazin (4). a) 1.2 Gquiv. SO2(NH2)2, 3.6 Gquiv.
SOCl2, Sulfolan, 42 h unter R�ckfluss erhitzen; b) Pd/C, H2, MeOH; c) 1 Gquiv. SC(NHBoc)2,
4 Gquiv. NEt3, 1.3 Gquiv. HgCl2, MeOH; d) Pd/C, H2 20 bar, 2m NH3/EtOH, 50 8C; e) 3 Gquiv. LiOH,
MeOH/H2O; f) 40% w#ssr. TFA (v/v); g) 1 Gquiv. Linkermolek�l, 1 Gquiv. HATU, 1 Gquiv. HOAt,
10 Gquiv. Collidin, DMF; h) 1 Gquiv. HATU; i) 20% HFIP in CH2Cl2; k) 40% TFA, 2% Triisopropyl-
silan,[30] 2% Wasser in CH2Cl2.
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k@rper nur das cyclische RGD-Peptid erkennt und nicht das
Mimetikum.

Mit 2 und 3 wurden die ersten nichtpeptidischen, av-
selektiven Integrinliganden f�r die Oberfl�chenbeschichtung
gefunden. Sie stimulierten die Zelladh�sion von Osteoblasten
auf Titan genauso gut wie cyclo(-RGDfK[3-mercaptopropio-
nyl]-), wobei sie verglichen mit dem Peptid stabiler gegen
enzymatischen Abbau, pH-Knderungen und Hitze sowie
weitaus billiger herzustellen sind.

Spektroskopische und analytische Daten von 1–4 sind in
den Hintergrundinformationen erh�ltlich.
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Abbildung 2. Adh#sion von MC3T3-E1-Mausosteoblasten auf unbe-
schichteten und beschichteten Titanoberfl#chen. Die Mittelwerte stam-
men von Dreifachmessungen, die Fehlerbalken geben die Standard-
abweichung an. [Pm]: Mimetikakonzentration in der Beschichtungs-
l�sung
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