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Die Untersuchung der unterschiedlichen Funktionen von
definierten Oberfl�chenrezeptoren ist f�r das Verst�ndnis der
komplexen Interaktionen zwischen Zellen und dem extra-
zellul�ren Umfeld von großer Bedeutung. Zellen bençtigen
daf�r spezifische Transmembranrezeptoren der Integrin-
familie, um an die extrazellul�re Matrix (ECM) binden und
auf sie reagieren zu kçnnen. Dadurch sind Integrine f�r die
Regulation der Zellmigration und -differenzierung, die Pro-
gression des Zellzyklus und das �berleben der Zelle verant-
wortlich, bei denen es sich um essenzielle Prozesse in der
Entwicklung aller multizellul�ren Organismen handelt. In-
tegrine werden oft anhand ihrer Bindungsspezifit�ten be-
z�glich extrazellul�rer Liganden klassifiziert. So binden z. B.
Arginin-Glycin-Aspartat (RGD) enthaltende Proteine,[1] wie
Fibronektin (Fn), mit hoher Affinit�t an 8 der 24 in S�ugern
exprimierten Integrine. Unter den Fibronektin bindenden
Integrinen spielen vor allem avb3 und a5b1 Schl�sselrollen
bei der Embryogenese und Angiogenese sowie bei patholo-
gischen Prozessen.[2–4] Obwohl die Integrinbiologie intensiv
untersucht wurde, ist es immer noch unklar, wie Zellfunk-
tionen und -reaktionen durch die einzelnen Integrinsubtypen
reguliert werden. Um diese außerordentlich wichtige Frage
beantworten zu kçnnen, ist das Design von neuen aktiven
Molek�len, die selektiv einzelne Integrinsubtypen erkennen
kçnnen, essenziell f�r In-vitro-Studien und die Entwicklung
von selektiven Wirkstoffen zur Behandlung von Krankheiten
(„personalisierte Medizin“). Des Weiteren ist die Konjugati-
on von funktionellen Gruppen an solche Liganden ohne die

Beinflussung ihrer Affinit�t und Selektivit�t f�r Zelloberfl�-
chenrezeptoren eine hçchst anspruchsvolle Aufgabe.

Hier beschreiben wir die Synthese von avb3- oder a5b1-
spezifischen Liganden f�r die Funktionalisierung von nano-
strukturierten Goldoberfl�chen[5] und zeigen, dass die Zell-
adh�sion durch einen bestimmten Integrinsubtyp selektiv
vermittelt werden kann. Die Adh�sion von avb3 oder a5b1
exprimierenden Zellen auf Goldoberfl�chen konnte durch
die Beschichtung mit diesen Molek�len induziert oder un-
terdr�ckt werden, wodurch die Selektivit�t eindeutig nach-
gewiesen werden konnte. Diese Verbindungen sind gut daf�r
geeignet, den Unterschied zwischen der avb3- und a5b1-
vermittelten Zelladh�sion zu studieren.

Die Wechselwirkung von Integrinen mit ECM-Proteinen
f�hrt zur Zusammenlagerung von Integrinen und zur Re-
krutierung intrazellul�rer Proteine an die zytoplasmatische
Dom�ne der Integrine.[6] Die gebundenen Proteine werden
unter dem Namen „Adh�som“[7] zusammengefasst und spie-
len bei der Umsetzung Integrin-vermittelter Prozesse eine
Schl�sselrolle. Sie sind an zahlreichen biologischen Prozessen
wie der Angiogenese und der Tumorentwicklung beteiligt und
sind damit interessante Zielstrukturen f�r die pharmakolo-
gische Forschung.[8, 9] Die Funktionen der Integrine bei der
Zelladh�sion und der Bildung fokaler Kontakte mit unse-
lektiven cyclischen RGD-Peptiden und anderen ECM-Mi-
metika[10] sind bereits untersucht worden, allerdings ist die
exakte Rolle der avb3- und a5b1-Integrinsubtypen bei diesen
Prozessen noch nicht gekl�rt. Nat�rliche Integrinliganden
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eignen sich n�mlich wegen ihrer mangelnden Spezifit�t f�r
die Integrinsubtypen nicht f�r diese Untersuchungen.[11]

Die Beschichtung von Oberfl�chen mit peptidischen In-
tegrinliganden f�r biophysikalische Untersuchungen der
Zelladh�sion, die Entwicklung von Implantatmaterialien
oder die Identifizierung von Bindungsmotiven wurde in
mehreren F�llen realisiert.[10, 12] Es stellte sich jedoch heraus,
dass Peptide, im Unterschied zu Peptidmimetika, nicht aus-
reichend aktiv und selektiv waren. Heutzutage gestaltet es
sich immer noch schwierig, selektive Peptidmimetika zu
funktionalisieren, ohne die Aktivit�t zu verlieren.

In den letzten 20 Jahren war das Design von Integrin-
antagonisten mit der F�higkeit, definierte Integrinsubtypen
w�hrend der Zelladh�sion sichtbar zu machen, zu blockieren
oder zu inhibieren, ein wichtiges Ziel in der Forschung. Seit
der Entdeckung der Integrinerkennungssequenz RGD[1]

haben wir und andere das Augenmerk auf das Design von
Integrinantagonisten gelegt, die spezifisch entweder a5b1
oder avb3, unter Beibehaltung der Selektivit�t f�r das Blut-
pl�ttchenintegrin aIIbb3, adressieren kçnnen.[13–15] Diese
Spezifit�t ist besonders bei einer mçglichen zuk�nftigen kli-
nischen Anwendung wichtig, da die Inhibierung des RGD
bindenden aIIbb3-Integrins bei der Blutpl�ttchenadh�sion zu
sch�dlichen Nebenwirkungen im Patienten f�hren w�rde.
Uns gelang durch das Design RGD-basierter Peptidmimeti-
ka[16] die Entwicklung des selektiven Antagonisten 1, der
spezifisch a5b1 binden und inhibieren kann (Schema 1).[15]

Eine ungelçste Aufgabe blieb allerdings die Synthese eines
hochaktiven avb3-Antagonisten mit geringer Affinit�t f�r
a5b1. Durch das Design einer Bibliothek b-Tyrosin-basierter
Verbindungen ist es uns erstmals gelungen, den subnano-
molar aktiven avb3-Antagonisten 2 zu synthetisieren
(Schema 1), der eine 100-mal hçhere Selektivit�t f�r a5b1 als
f�r avb3 aufweist (Tabelle 1).

Es wurden Dockingstudien von Peptidmimetika in die
Kristallstruktur des avb3-Integrins[17] und an das Homolo-
giemodell des a5b1-Integrins[18] durchgef�hrt, um die best-
geeignete Position f�r die Funktionalisierung der Integrin-
antagonisten zu finden, ohne dabei ihre biologische Aktivit�t
zu beeinflussen.[14, 15] Dabei fanden wir heraus, dass die Iso-

propoxygruppe des aromatischen Rests von 1 aus der Bin-
dungstasche sowohl des a5b1- als auch des avb3-Integrins
herausragt und dadurch einen geeigneten Angriffspunkt f�r
die Funktionalisierung bietet. Diese Strategie wurde ebenfalls
auf 2 angewendet, da durch das Homologiemodell f�r a5b1[18]

ein �hnlicher Bindungsmodus wie f�r 1 gegeben ist.
F�r die Funktionalisierung des a5b1-selektiven Antago-

nisten wurde 10 �ber sechs Stufen in Lçsung synthetisiert
(Schema 2). Dieses Molek�l nimmt eine Schl�sselrolle als
Funktionalisierungsbaustein ein, weil dadurch auf einfache
Weise jede beliebige Funktionalit�t in den selektiven Inte-
grinantagonisten 1 �ber die Fmoc-basierte[19] (Fmoc =

9-Fluorenylmethoxycarbonyl) Festphasenpeptidsynthese
(SPPS)[20] eingef�hrt werden kann. Es ist wichtig zu erw�h-
nen, dass zuvor mehrere Versuche zur Funktionalisierung von
1 mit anderen Molek�lfragmenten sowohl in Lçsung als auch
an der Festphase gescheitert sind. Mit 10 konnte hingegen die
Synthese des Thiol-funktionalisierten, a5b1-Antagonisten 3
effizient an der Festphase durchgef�hrt werden. Nach Harz-
beladung mit N-a-Fmoc-N-b-alloc-l-diaminopropions�ure
und Fmoc-Entsch�tzung wurde 10 an das freie Amin gekup-
pelt. Die Funktionalisierung wurde an dieser Stelle durchge-
f�hrt, um eine beliebige Gruppe, die mit der Fmoc-basierten
SPPS kompatibel ist, f�r die entsprechenden biologischen
Untersuchungen einzuf�hren. Anschließend erfolgte der
Aufbau des peptidmimetischen R�ckgrats, was schließlich
zum Thiol-funktionalisierten a5b1-Liganden 3 f�hrte (de-
taillierte Synthese in den Hintergrundinformationen (SI)).
Die Funktionalisierung des avb3 Liganden geschah auf �hn-
lichem Weg (SI).

Um unser Konzept der Funktionalisierung
hinsichtlich der biologischen Aktivit�t zu
�berpr�fen, bestimmten wir die IC50-Werte
der synthetisierten Verbindungen f�r die In-
tegrine avb3 und a5b1 in einem von uns
k�rzlich entwickelten kompetitiven Integrin-
bindungsassay (detaillierte Anleitung in den
SI).[21] Die a5b1-Aktivit�t (1.5 nm) des Thiols 3
konnte im Vergleich zum freien Antagonisten
1 (2.3 nm) vollkommen erhalten werden,
ebenso wie die Selektivit�t gegen�ber avb3.
Die Thiol-funktionalisierte Verbindung 4 be-
hielt ebenfalls ihre Aktivit�t f�r avb3 (1.8 nm)
und zeigte beachtliche Selektivit�t f�r a5b1
(130 nm). Des Weiteren zeigte keine der Ver-
bindungen Aktivit�t f�r das Blutpl�ttchen-
integrin aIIbb3, was von großer Bedeutung f�r
die weitere Verwendung ist. Die gemessenen
IC50-Werte sind somit ein stichhaltiger Beleg

Schema 1. a5b1-selektiver (1) und avb3-selektiver (2) Integrinantagonist und die ent-
sprechenden Thiol-funktionalisierten Verbindungen (3, 4) f�r die Beschichtung von
Goldnanopartikeln.

Tabelle 1: Selektivit�tsprofile der freien Antagonisten und ihrer entspre-
chenden Thiol-funktionalisierten Derivate im Vergleich mit Cilengitide.[13]

Verbindung IC50(avb3) [nm] IC50(a5b1) [nm]

1 3001�205 2.3�0.02
2 0.55�0.07 120�27
3 229�23 1.5�0.09
4 1.8�0.7 130�19
Cilengitid 0.20�0.07 11�1.2
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f�r unser erfolgreiches Konzept der Funktionalisierung.
Um das Selektivit�tsprofil von 3 und 4 zu �berpr�fen,

f�hrten wir in einem n�chsten Schritt Adh�sionsassays auf
funktionalisierten Goldnanoarrays mit zwei genetisch modi-
fizierten Fibroblastenlinien durch, die entweder avb3- oder
a5b1-Integrine exprimieren. In fr�heren Studien hatten wir
cyclische RGD-Peptide in Goldnanoarrays verwendet, um
den r�umlichen Anspruch der Integrin-vermittelten Zell-
adh�sion und -spreitung zu bestimmen.[5] Dieser Ansatz war
sehr n�tzlich, da die quasi-hexagonal angeordneten Gold-
nanopartikel mit einem Durchmesser von 7 nm die Untersu-
chung der Zelladh�sion ermçglichen. Eine ungleichm�ßige
Verteilung der immobilisierten Liganden wird auf diese
Weise vermieden. Aus sterischen Gr�nden kann an jeden
Goldpunkt nur ein einziges Integrin binden. Die Integrin-
vermittelte Zelladh�sion spielt sich daher relativ homogen
auf dem gesamten Substrat ab. Dies ermçglicht folglich die
Untersuchung der Zelladh�sion an definierten Bindungs-
stellen f�r Integrine, w�hrend zugleich die unspezifische

Adh�sion und Integrinbindung vermieden wird. In diesen
Experimenten wurden als Ankerpunkte f�r die endst�ndige
Thiolgruppe der Peptidmimetika Goldnanopartikel in einem
lateralen Abstand von 30 nm verwendet.[5, 22] Nach Passivie-
rung der Glasoberfl�che mit Polyethylenglycol (PEG) und
Funktionalisierung der Goldoberfl�che mit den Integrin-se-
lektiven Verbindungen 3 und 4 wurden avb3 oder a5b1 ex-
primierende Fibroblasten in Medium mit niedriger Serum-
konzentration (0.5% fetales K�lberserum (FBS)) ausges�t.
Diese niedrige Serumkonzentration ist nçtig, um unspezifi-
sche Proteinadsorption auf dem Substrat zu vermeiden und
dadurch den Zellen ausschließlich die Wechselwirkung mit
den immobilisierten Peptidmimetika zu ermçglichen (Ab-
bildung 1). Der Unterschied zwischen der Adh�sion der
beiden Zelllinien auf den mit 3 oder 4 funktionalisierten
Oberfl�chen ist �berzeugend. Wie in Abbildung 1 zu erken-
nen ist, konnten die a5b1 exprimierenden Fibroblasten nach
einer Stunde ausschließlich auf der Goldoberfl�che, die mit
der a5b1-selektiven Verbindung 3 beschichtet war, adh�rie-
ren. Im Unterschied dazu adh�rierten und spreiteten die avb3
exprimierenden Zellen lediglich auf der immobilisierten
avb3-spezifischen Verbindung 4. Zudem war es beiden Zell-
linien selbst nach sechs Stunden nicht mçglich, auf der jeweils
anderen Oberfl�che zu adh�rieren. Um zu �berpr�fen, ob die
Zelladh�sion spezifisch durch die Peptidmimetika induziert
wurde, wurden Zelladh�sionsassays auf Oberfl�chen durch-
gef�hrt, die mit nicht an Integrin bindenden Peptiden – in
diesem Fall der Thiol-funktionalisierten Negativkontrolle
c(RADfK) – beschichtet waren. Dabei konnte keine Adh�-
sion bei beiden Zelllinien beobachtet werden (Daten nicht
gezeigt). Zudem haben wir die Fl�che und den Prozentsatz
der gespreiteten, a5b1 und avb3 exprimierenden Zellen auf
den selektiv funktionalisierten Nanoarrays nach einer und
nach sechs Stunden Inkubation untersucht (Abbildungen S1
und S2 in den SI). Die Analyse der Zellfl�che auf jeder
Oberfl�che zeigte eine durch 3 und 4 selektiv vermittelte
Zelladh�sion, allerdings erfolgte das Spreiten der avb3 ex-
primierenden Zellen gegen�ber dem der a5b1 exprimieren-
den Zellen um eine Stunde verzçgert. Die �hnlichen Zeit-
r�ume, die f�r die a5b1 und avb3 exprimierenden Fibro-
blasten f�r das Spreiten auf den mit 3 und 4 funktionalisierten
Goldnanopartikeln sowie auf Fibronektin beschichteten
Plastikoberfl�chen nçtig sind, lassen darauf schließen, dass
die Integrin-vermittelte Zelladh�sion selektiv durch die zwei
verschiedenen Integrin bindenden Peptidmetika induziert
wurde (Daten nicht gezeigt).

Bei 3 und 4 handelt es sich um die ersten Thiol-funktio-
nalisierten a5b1- oder avb3-selektiven Integrinantagonisten,
die f�r die Modifikation von Gold-basierten Substraten syn-
thetisiert wurden. Die Liganden ergaben auf diesen Ober-
fl�chen einen bemerkenswerten Unterschied zwischen der
Stimulation der Zelladh�sion von avb3 und a5b1 exprimie-
renden Fibroblasten. Zudem konnten wir durch die Bestim-
mung der IC50-Werte best�tigen, dass sich die Antagonisten
1 und 2 unter Erhaltung der Aktivit�t und Selektivit�t auf
effiziente Weise funktionalisieren lassen. Dies l�sst stark
darauf schließen, dass wir die Antagonisten in dieser Position
f�r beliebige Anwendungen (z. B. f�r die molekulare Bild-
gebung) unter Erhaltung des biologischen Profils funktiona-

Schema 2. Synthese des Bausteins 10 und Funktionalisierung an der
Festphase des a5b1-selektiven Integrinantagonisten zum Thiol 3.
a) NaH, 0 8C, DMF; BnBr, RT; b) nBuLi, 78 8C, THF; Boc2O, RT; c) H2,
[Pd/C], MeOH; d) 1,1’-(Azodicarbonyl)dipiperidin, PBu3, THF; e) H2,
[Pd/C], MeOH; Fmoc-OSu, NaHCO3, THF/H2O; f) TFA/Triisopropylsi-
lan/H2O 95/2.5/2.5. Alloc =Allyloxycarbonyl, Bn =Benzyl, Cbz= Carb-
oxybenzyl, TFA = Trifluoressigs�ure, Trt = Trityl.

.Angewandte
Zuschriften

1614 www.angewandte.de � 2013 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA, Weinheim Angew. Chem. 2013, 125, 1612 –1616

http://www.angewandte.de


lisieren kçnnten. Die Entwicklung dieser Molek�le hat somit
zu neuen Hilfsmitteln f�r die Untersuchung der Unterschiede
zwischen den avb3- oder a5b1-induzierten Zelladh�sions-
prozessen gef�hrt.

Eingegangen am 8. August 2012,
ver�nderte Fassung am 3. Oktober 2012
Online verçffentlicht am 12. Dezember 2012
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